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SOUHRN

Cil: Matrixové metaloproteinazy (MMP) a metaloproteinaza PAPP-A se podileji na progresi a rozpadu aterosklerotickych
plat. Cilem této prace bylo zjistit vliv dietniho opatfeni po 3 mésicich Iécby a farmakoterapie statiny po 3 mésicich lécby
na koncentraci matrixovych metaloproteindz MMP-3 a MMP-9 a metaloproteindzy PAPP-A u skupiny 40 pacientl se
smiSenou DLP a kontrolniho souboru (n = 40). DalSim cilem bylo stanovit referenéni hodnoty MMP-3 a MMP-9
u zdravych osob.

Material a metody: Byly stanoveny hladiny zakladnich parametr( lipidového metabolismu (celkovy cholesterol,
HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triacylglyceroly) na pfistroji ADVIA 1650 soupravami Bayer. MMP a PAPP-A byly
stanoveny imunochemickymi metodami.

Vysledky: V pfipadé dietniho rezimu se hladiny lipidd vyznamné nezménily. U pacientll Ié¢enych hypolipidemiky byl
3 mésice po zahdjeni I1éEby zaznamenan pokles vSech parametrl vyjma HDL-cholesterolu. U souboru zdravych osob
byla namérena koncentrace 16,33 + 1,72 ug/l pro MMP-9 a 7,52 + 0,71 ug/l pro MMP-3. Koncentrace MMP-3 ¢inila pred
dietnim zasahem 8,31 + 1,36, po dieté 5,40 + 0,99 ug/l, pokles nebyl statisticky vyznamny (p < 0,05). Ani farmokoterapii
nedoslo ke statisticky vyznamné zméné MMP-3 (8,31 + 1,36 versus 5,40 + 0,99 ug/l; p < 0,05). Podavani hypolipidemik
vedlo k poklesu koncentrace MMP-9 z 38,32 + 4,50 g/l pred terapii na 27,36 + 2,58 ug/l po terapii. Jak dietni opatreni,
tak farmakoterapie zpusobily vyznamny pokles PAPP-A, v pfipadé diety z 9,44 + 0,47 mU/l na 7,97 + 0,41 mU/I,
farmakoterapii z 7,99 + 0,48 mU/I na 5,71 + 0,38 mU/I (p < 0,05).

Zaver: Na hladiny cirkulujicich metaloproteinaz méla vliv farmakoterapie i dietni opatfeni. Zvlasté patrné je to u PAPP-A.
Matrixové metaloproteindzy a PAPP-A by se mohly uplatnit v monitorovani pribéhu hypolipidemické terapie, kde sledovani
zakladnich parametrd lipidového metabolismu neni vzdy postacdujici.
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SUMMARY

Kukacka J., Zikmundova K., Kotaska K., Halacova M., Vajtr D., Prisa R.: PAPP-A and matrix metalloproteinases
3 and 9 in patients with mixed dyslipoprotenemia

Objective: Matrix metalloproteinases and metalloproteinase PAPP-A participate in process of atherosclerotic plaque
degradation. Serum levels of circulating metalloproteinases are altered in subjects with atherosclerosis. This study
aimed to examine the effect of diet and pharmacotherapy by statins on MMPs and PAPP-A levels after 3 months of
therapy.

Material and Methods: We examined 40 patients with mixed form of dyslipoproteinemia and 40 normolipidemic healthy
controls. Moreover, reference values for MMP-3 and MMP-9 in healthy subjects were determined. We measured serum
parameters of lipid metabolism (total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, and triglycerides) using ADVIA
1650 analyzer with the reagents Bayer. MMPs and PAPP-A were measured using immunochemical methods.
Results: We noted no changes in lipid parameters after diet therapy. On the other hand, all lipid parameter concentrations
except HDL-cholesterol were affected by pharmacotherapy. We determined serum levels for MMP-9 (16.33 + 1.72 ug/l)
and MMP-3 (7.52 + 0.71ug/l) in healthy subjects. Mean values for MMP-3 were 8.31 + 1.36 g/l before diet and
5.40 + 0.99 ug/l after diet; 8.31 + 1.36 g/l before and 5.40 + 0.99 ug/l after pharmacotherapy. Hypolipidemics caused
a decrease in MMP-9 concentrations (38.32 + 4.50 pg/l vs. 27.36 + 2.58 ug/l; p < 0.05 ). Both diet and pharmacotherapy lead
to decrease of PAPP-A serum values: 9.44 + 0.47 mU/l vs. 7.97 + 0.41 mU/l by diet, 7.99 + 0.48 mU/l vs. 5.71 + 0.38 mU/l by
pharmacotherapy (p < 0.05).

Conclusion: Circulating levels of metalloproteinases, especially of PAPP-A, are altered by both pharmacotherapy and
diet. MMPs and PAPP-A might be considered as independent predictors of developed atherosclerosis. Furthermore, in
monitoring of lipids-lowering therapy these enzymes may be applied.
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Uvod

Vznik a rozvoj aterosklerdzy je ovlivnén interakci
mnoha rozli¢nych faktor(, které kromé poruch metabo-
lismu lipidd zahrnuji zmény v expresi ristovych fakto-
r, cytokin(i a vazoregula¢nich faktord, regulujicich funk-
ce bunék cév v souvislosti se zménami v intimé cévy,
extracelularni matrix krevnimi burikami a sloZzkami krevni
plazmy. Zvlastni vyznam tu ma extracelularni matrix.

Dilezitou roli pak sehrava pfi vniku aterosklerotickych
platd, jejich progresi a nasledném rozpadu [1]. Matrixo-
vé metaloproteinazy (MMP) jsou enzymy, které zajis-
tuji fyziologickou remodelaci extracelularni matrix. MMP
jsou rodinou 23 strukturné pfibuznych enzymu patfi-
cich do poletné skupiny zinek dependentnich endo-
peptidaz. MMP se ucastni fady fyziologickych proce-
s, pfi kterych dochazi k degradaci pojivové tkané, ale
i procesU zanétlivych, degenerativnich a malignich spo-



jenych se zvy$enou syntézou, degradaci nebo poruse-
nou maturaci a organizaci extracelularni matrix [2—4].
Experimentalné byla potvrzena klic¢ova uloha MMP
v procesu aterogeneze. Uvniti aterosklerotickych pla-
tl byla stanovena zvy$ena aktivita nékolika MMP
(MMP-1, MMP-3 a MMP-13) v porovnani s hodnotami
MMP u normalni arterialni stény. Zaroven se pfi téchto
procesech méni jejich koncentrace v krevnim fecisti
[5]. Stanoveni hladin MMP bylo dfive provadéno pouze
v souvislosti s nahlymi cévnimi mozkovymi pfihoda-
mi, infarktem myokardu, u osob s rizikovymi faktory
aterosklerézy, mezi néz patfi i poruchy lipidového me-
tabolismu. V této souvislosti je vyznamny i efekt né-
kterych hypolipidemik na aktivitu MMP. Néktera hypoli-
pidemika, napf. statiny, inhibuji aktivitu MMP [6].
Pregnancy-Associated Plasma Protein (PAPP-A) je
vysokomolekularni protein patfici do skupiny matrixo-
vych metaloproteinaz, identifikovany v plazmé téhot-
nych zen. PAPP-A je cenén i jako ukazatel kardiovas-
kularniho rizika. Byla prokazana jeho zvySena
koncentrace v erodovanych a prasklych aterosklerotic-
kych platech, zatimco jeho koncentrace ve stabilnich
platech je minimalni. Tato pfedbézna zjisténi nasvéd-
Cuji tomu, Ze vzrust koncentrace PAPP-A by mohl od-
razet Casna stadia vzniku aterosklerotickych lézi, do-
konce pfi absenci klinickych pfiznaku aterosklerézy [7].

Cilem této prace bylo stanovit koncentrace metalo-
proteinaz MMP-3, MMP-9 a PAPP-A u dyslipidemic-
kych pacientl a zjistit vliv dietniho opatfeni a farmako-
terapie statiny.

Metody a soubor pacientt

Zakladni soubor byl tvofen 40 osobami s prokazanou
poruchou lipidového spektra (tab. 1). VSichni pacienti
byli starsi 18 let. 20 prvnich pacientll dodrzovalo rezi-
mova a dietni opatfeni bez hypolipidemické farmakote-
rapie po dobu 3 mésicl, 20 pacientd, u kterych selhala
dietni lé8ba, uzivalo statiny (Simvacard Zentiva, CR;
20 mg simvastatinu/den), fibraty (Lipirex S-Winthrop,
Francie 160 mg fenofibratu/den) nebo kombinace obou
téchto lékd po dobu 3 mésicl. Do studie nebyli zafaze-

Table 1. Parameters of lipid metabolism in healhy controls and
subjects with dyslipoproteinemia

DLP patients before
therapy Controls
n 40 40
Age 515+ 19 43 + 15
Sex
(n, male/female) 20/20 20/20
Cholesterol .
(mmol/l) 6.39 = 0.23 4.66 + 0.79
HDL-cholesterol
(mmol/l) 1.37 £ 0.59 1.42 + 0.58
LDL-cholesterol .
Triglycerides .
(mmol/l) 2.68 + 0.38 1.26 £ 0.07

(mean + SEM; *denotes significant difference p < 0.05)

ni pacienti s cévnimi onemocnénimi, s historii akutni-
ho koronarniho syndromu, diabetem, nadorovymi one-
mocnénimi nebo jinymi zavaznymi poruchami. Kontrol-
ni soubor tvofilo 40 jedinct (20 muza a 20 Zen) bez
abnormalit v lipidovém spektru. Lééenym pacientlim
byla odebrana krev pfed IéCbou a po 3 mésicich [éCby,
kontrolni skupiné pouze jednou. Studie splfiuje principy
Helsinské umluvy.

Laboratorni vySetireni

Parametry lipidového metabolismu byly stanoveny
do 4 hodin po odbéru, pro ostatni analyzy bylo ziskané
sérum zamrazeno a skladovano pfi -70 °C. Koncentra-
ce celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu, LDL-cho-
lesterolu a triacylglyceroll byly stanoveny na automa-
tickém biochemickém analyzatoru Advia 1650
(Bayer;Némecko) diagnostickymi sety Bayer. Analyza
koncentrace MMP-3 a MMP-9 byla provedena imuno-
chemicky, pomoci diagnostickych kitli Biotrak Activity
Assay System (Amersham Biosciences; USA). Kon-
centrace PAPP-A byla méfena na imunochemickém
analyzatoru Kryptor (BRAHMS; Némecko) diagnostic-
kym kitem BRAHMS.

Analyza dat

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci pro-
gramu GraphPad Prism 4.0 na hladiné vyznamnosti
o= 0,05. Normalni rozloZeni dat u jednotlivych soubor(
bylo ovéfeno Kolmogorovovym-Smirnovovym testem.
V pfipadé normalniho rozloZeni dat byly pro dalsi ana-
lyzu pouzity parametrické testy (Studentav t-test). Pro
neparametricka rozlozeni bylo pouzito neparametrické-
ho t-testu (Mann(v-Whitney(v U-test). VSechna prezen-
tovana data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér
+ SEM. U neparametrického rozlozeni dat byla prove-
dena logaritmicka transformace dat.

Vysledky

U skupiny pacientl lé¢enych dietnim rezimem se
hladiny lipidu statisticky vyznamné nezménily: primér-
na hodnota koncentrace celkového cholesterolu pred
Ié¢bou byla 5,61 mmol/l a po 1é€bé 5,48 mmol/l; kon-
centrace HDL-cholesterolu se také vyrazné nezmeénila.
Ani v pfipadé LDL-cholesterolu i triacylglyceroll neby-
la zména signifikantni (tab. 2).

U pacientl Ié¢enych hypolipidemiky byl 3 mésice po
zahajeni 1é¢by zaznamenan signifikantni pokles celko-
vého cholesterolu z primérnych hodnot 7,17 mmol/l
na 6,14 mmol/l, LDL-cholesterolu z 4,60 mmol/l na
3,81 mmol/l. Primérna koncentrace HDL-cholesterolu se
nezménila. Pokles koncentrace triacylglycerolll z 3,12
mmol/l na 2,13 mmol/I byl také vyznamny (viz tab. 2).

Koncentrace MMP-3 byla nizSi u kontrolniho soubo-
ru nez u souboru pacienttl s dyslipoproteinémii (DLP).
Statisticky vyznamny byl rozdil sérovych koncentraci
MMP-9 mezi zdravymi jedinci a pacienty s DLP (tab.
3). Primérna koncentrace PAPP-A u souboru pacientll
s DLP byla 8,72 + 0,48 mU/| pfed Ié¢bou, pro zdrave
osoby uvadi vyrobce hodnoty PAPP-A < 4 mU/I.
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Table 2. Characteristics of DLP patients before and after 3 months treatment by diet and pharmacotherapy

n Total cholesterol | HDL-cholesterol | LDL-cholesterol Triglycerides
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
DLP patients before diet 20 5.61 +0.26 1.36 + 0.08 3.49+£0.23 2.24 £ 0.58
DLP patients after 3 months diet 20 5.48 + 0.24 1.33 £ 0.07 3.43 + 0.21 1.72 £1.20
DLP patients before pharmacotherapy 20 717 £0.28 1.38 £ 0.09 4.60 £ 0.32 3.12+0.55
ELh ‘;ﬁt;fm::gt‘ﬁ;;gﬁ”ths 20| 6.14+021" 1.38 + 0.08 3.810.18" 2.13 + 0.26"

(mean + SEM; *denotes significant difference p < 0.05)

Table 3. MMP-3 and MMP-9 concentrations in group of patients
with DLP and control healthy subjects

n MMP-3 (ng/l) MMP-9 (ng/l)

Patients with
DLP 40 8.90 + 1.81 36.66 + 2.67
Healthy controls | 40 7.52 +0.71 16.33 + 1.72*

(mean + SEM; *denotes significant difference p < 0.05)

Koncentrace MMP-3 ¢inila pfed dietnim zasahem
8,31 = 1,36, po dieté 5,40 = 0,99 ug/l, pokles nebyl
statisticky vyznamny (graf 1). Ani farmakoterapii nedo-
$lo k vyznamné zméné (9,5 + 3,40 vs 6,76 + 1,32 ug/l).
Pokles koncentrace MMP-9 byl statisticky vyznamny,
z 38,32 + 4,50 ng/l pfed terapii na 27,36 + 2,58 ug/l po
terapii hypolipidemiky; vliv dietniho rezimu nebyl sta-
tisticky potvrzen, koncentrace pred dietou Cinila 38,18
+ 2,84 mg/l, po dieté 31,69 = 1,90 pg/l. Jak dietni opat-
feni, tak farmakoterapie zpUsobily vyznamny pokles
PAPP-A, v pfipadé diety z 9,44 + 0,47 mU/I na 7,97 +
0,41 mU/I, farmakoterapii z 7,99 + 0,48 mU/Ina 5,71 +
0,38 mU/I.

Diskuse

Nas soubor dyslipidemickych pacientt mél koncen-
traci cholesterolu o 36 % vySsi nez soubor kontrolnich
zdravych jedinc(. Dietnim tfimési¢nim zasahem doslo
k poklesu o 2,4 %, ale farmakoterapii o0 17 %.
K farmokoterapii byli indikovani pacienti, jejichz pramér-
na koncentrace celkového cholesterolu v séru byla
7,17 + 0,28 mmol/l. Pfidatny u€inek hypolipidemické
léEby spociva pravdépodobné v odstranéni akumulace
makrofagl v aterosklerotickych lézich s naslednou in-
hibici aktivity matrixovych metaloproteinaz.
K monitorovani tohoto procesu by bylo vhodné stano-
veni sérovych MMP v priibéhu terapie. Sou¢asna kli-
nicka praxe v8ak zatim pouziva sledovani jinych para-
metru lipidového metabolismu.

V této praci jsme stanovili hladiny cirkulujicich ma-
trixovych metaloproteinaz MMP-3 a MMP-9 v séru zdra-
vych osob. Referenni meze MMP v séru zdravych
osob nejsou dostate¢né znamy, a proto nase prace
v této oblasti mUze k této problematice pfispét. Zna-
lost referenénich mezi MMP je zasadni pro aplikaci do
rutinni klinicko-biochemické diagnostiky. Koncentrace
MMP-3 stanovena v nasem souboru 40 zdravych osob

byla 7,52 + 0,71 pg/l. Hodnota je mirné nizSi, nez se
uvadiv jinych pracich, které stanovovaly cirkulujici hla-
dinu u souboru zahrnujici mensi pocet pacientd, jinou
nez stfedoevropskou populaci nebo byl pouzit jiny dia-
gnosticky kit [8—10]. Jesté problematictéjsi je stanove-
ni referencnich mezi u MMP-9. V dostupné literatufe
se r{izné priimérné hodnoty kontrolnich soubord pohy-
bovaly od 5,8 do 69 pg/l. Pfevazuji vSak hodnoty ko-
lem 20 pg/l, a to potvrzuje i nami naméfena hodnota
u 40 zdravych jedinc(, ktera ¢inila 16,33 = 1,72 pg/l.
Zvysené koncentrace cirkulujici MMP-9 v séru az
o nékolik desitek procent jsou znamé predevsim u riiz-
nych nadorovych onemocnéni, kde zaroven dochazi
ke zvySené expresi jejich pfirozenych inhibitor(l, a tedy
i k vy$si koncentraci cirkulujicich komplexd MMP/TIMP,
coz je nutno zohlednit pfi volbé laboratorni metody pro
jejich stanoveni [11]. Vy&&i hladiny cirkulujici MMP-9
nachazime i u pacientdl s DLP, coz se potvrdilo i v této

a) 147 MMP-3
12 T - Before therapy
101 831 9.5 NN After therapy

ngll

DIET PHARMACOTHERAPY
b)
DIET PHARMACOTHERAPY
o) PAPP-A

9.44
107 T

DIET

PHARMACOTHERAPY

Fig. 1. Serum levels of MMP-3 (a), MMP-9 (b), and PAPP-A (c) in
DLP patients before and after 3 months treatment by diet and phar-
macotherapy (mean + SEM; *denotes significant difference p < 0.05)
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praci, kde koncentrace MMP-9 u pacienti s DLP byla
0 125 % vysSi nez u kontrolniho souboru. Jak pouka-
zuji nékteré studie, MMP-9 je nezavisly prognosticky
rizikovy faktor u pacientl s ICHS [12, 13]. Prokazali
jsme pokles koncentrace MMP-9 po tfech mésicich
dietniho opatfeni o 17 %, v pfipadé tfimési¢ni farma-
koterapie 0 28,6 %. Koncentrace MMP-3 po 3 mésicich
klesla, v pfipadé dietniho rezimu az o 35 %, pokles
vSak nebyl statisticky vyznamny. MMP-3 je také pova-
zovana za marker nestability aterosklerotickych platd.
Byla publikovana prace, kde byla sledovana aktivita
MMP-3 po terapii hypolipidemiky a napf. u pacientt
s izolovanou hypercholesterolémii 1é¢enych 10 tydnu
atorvastatinem 20 mg/den klesla MMP-3 o 58 % [8].

PAPP-A by mohl byt vhodnym markerem subklinic-
ké aterosklerozy, protoze podle nékterych studii se jeho
prediktivni funkce nelisi od ostatnich pouzivanych ana-
lytdi [14]. Existuje mnoho dlkaz(l, ze PAPP-A je schopny
detekovat rupturu platu mnohem dfive nez osvéd¢ené
markery pouzivané pro diagnostiku infarktu myokardu,
srdecni nekrézy nebo koronarniho syndromu [15]. Pro
zdravou populaci uvadi vyrobce hodnoty PAPP-A men-
Si nez 4 mU/I, aktualni referenéni meze urcené citlivej-
$i metodou (ultrasenzitivni PAPP-A) jsou stanoveny na
0,4-1,04 mU/I [16]. Pacienti s DLP méli zvySenou hla-
dinu PAPP-A. Cilem bylo, stejné jako u matrixovych
metaloproteinaz, zjistit vliv farmakoterapie a dietniho
opatfeni na koncentraci PAPP-A u pacientl s DLP.
V obou pfipadech doslo k vyznamnému poklesu,
v pfipadé diety o 15,6 %, farmakoterapii 0 28,5 %. Je
velmi pravdépodobné, Ze vliv statinl na inhibici této
metaloproteinazy bude velmi podobny jako je tomu
u MMP-9.

Zaveér

Matrixové metaloproteinazy MMP-3 a MMP-9, stej-
né jako metaloproteinaza PAPP-A, se ukazuji jako vhod-
né ¢asné markery ICHS. Z této prace vyplyva, ze
vSechny tfi metaloproteindzy by se mohly také uplatnit
v monitorovani uspésnosti hypolipidemické terapie. Na
hladiny cirkulujicich metaloproteinaz meéla vliv jak far-
makoterapie, tak dietni opatfeni. Zarover jsme stano-
vili referenéni rozmezi u zdravych osob pro MMP-3
a MMP-9.
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