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Polymorphisms of MMP-2 gene are associated with systolic heart failure
prognosis.
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MMP-2, konjestif kalp yetersizligi (KY) seyrinde olusan kardiyak yeniden sekillenmede gérev alan proteolitik bir enzimdir. Bu ¢alismadaki hipotez,
MMP-2 genetik varyasyonlarinin sistolik KY prognozunu etkileyebilecegi idi. Hipotezi test etmek icin, sistolik KY olan 605 hastaya takip ¢alismasi
uygulandi. MMP-2’nin 3 adet tek niikleotid polimorfizmi (TNP) (rs243864, rs243866, rs17859821), ‘restriction fragment length polymorphism’ (RELP)
metodu ile analiz edildi. Calismanin sonucu; MMP-2 rs17859821 A alelinin sistolik KY'de daha iyi prognoz ile iligkili oldugunu izlenimini
uyandirmaktadir.

1. Giris

Kalp yetersizligi (KY), degisken duyarlilik ve sonlanim noktalari olmasina ragmen, yliksek mortalite ve kétl prognoz ile iligkili
major bir halk saglig1 sorunudur. Bazi ikiz galigmalari veya KY’nin familyal korelasyonu, genetik arastirmalardaki ilerlemeler
ile birlikte KY’nde genetigin roliinG aydinlatmistir.

Tesvik eden uyaran farkl olsa da; miyokardiyal yeniden sekillenme, progresif KY olan hastalarda 6nemli bir yapisal
kilometre tasidir. Ginimizde miyokardiyal ekstraselller matriksdeki (ESM) degisikliklerin ilerleyici yeniden sekillenme
slirecine katkida bulundugu iyi bilinmektedir, ESM yeniden sekillenmesine katilan yolaklar arasinda metalloproteinazlar
(MMPs) olarak bilinen proteolitik enzim ailesinin aktivasyonu olduk¢a énemlidir. Bu proteolitik sistem, genis bir ESM protein
spektrumunu degrade eder ve miyokard da dahil olmak (zere pek ¢ok hiicre ve doku tipi tarafindan ekspres edilir.

Daha dnceki ¢alismalarda LV dilatasyon ve disfonksiyon progresyonu sirasinda MMP-2 diizeyinin arttidi bildirilmistir.
Arastirmalarda ayrica artmis MMP-2 aktivitesinin iskemik reperfiizyon hasarinda miyokardiyal stunning gelisimine ve
miyokardiyal kontraksiyonun bozulmasina dogrudan katkida bulundugu saptanmistir.

Onemli olarak, tanimlanmig polimorfizmler, MMP geninin promotor bélgesine etki etmektedir. Bu durum, transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasindaki kritik basamaklari veya transkripsyonun yeterliligini etkilemektedir. Ginimizde MMP gen
polimorfizmleri, bircok MMP alt tiplerinde tanimlanmistir. Bu polimorfizmlerin; inme, diabetik retinopati, kanser, anevrizma ve
KY gibi belirli hastaliklarla iligkili oldugu gésterilmistir. Vasku ve arkadaslari kronik KY olan hastalarda, kardiyovaskdler
hastaliga ait klinik belirtisi olmayan bireylere kiyasla -790T/G MMP-2 polimorfizminin T alel sikh@i ve -735C/T MMP-2 gen
polimorfizmi C alel sikliginin daha yiksek oldugunu saptadilar. Ancak Cin populasyonunda MMP-2 polimorfizmleri ile sistolik
KY prognozu arasindaki iliski hentiz belirginlik kazanmamisti.

MMP-2 rs243866 (-1575G/A) gen polimorfizmi, genin 5’ lokalizasyonunda, éstrojen reseptdri baglanma bdlgesinde yari-
palindromik potansiyel igeren bir gendir. Ostrojen reseptérii pozitit MCF-7 hiicrelerinde; -1575G aleli, transkripsiyon
aktivitesini arttiran, -1575A aleli ise azaltan role sahiptir. Transfac Matrix Tablosuna (Matinspector V2.2) gére T alel
sekansinda 3 transkripsiyon faktéri bulunabilir (GKLF-gut enriched Krueppel-like factor, S8, Evii-ectopic viral integration
site 1 encoded factor). -790 MMP-2 gen polimorfizmi G alelinde (rs243864) ve TNP referansi olarak kullanilan rs17859821 (-
1059G/A) polimorfizminde transkripsiyon faktérlerinin bilinen baglanma bélgeleri bulunmamaktadir.

Bu gcalismadaki hipotez, MMP-2 geninin promotor bdlgesindeki polimorfizmlerin sistolik KY prognozu ile iligkili olabilecegi idi.

2. Materyal ve Metod

2.1. Galisma grubu ve strateji

Aralik 2003-Aralik 2006 tarihlerinde ¢alisma merkezine sevk edilen ve gegcirilmis miyokard infarktist (n=387) veya idiyopatik
dilate kardiyomiyopati (n=218) nedeni ile ekokardiyografik sol ventrikll ejeksiyon fraksiyonu (LVEF)<45% olan ve birbirleri ile
akrabaligl olmayan 605 ardisik hasta galismaya alindi. Akut miyokard infarktiist, konjenital kalp hastahdi ve valviler
hastaligi olan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Bagvuru sirasinda MMP-2 genotiplerini belirlemek amaciyla periferik kan
alindi. Hastalarin vital durumu ile ilgili bilgi; gériisme, telefon veya mektupla alindi. Fuwai Hastanesi Degerlendirme Kurulu,
¢alisma protokolini onayladi. Galismaya katilan herkesten bilgilendirilmis génilli onay formu alindi.

2.2. Primer ve sekonder sonlanim noktalar

Primer sonlanim noktasi, takip sirasinda advers kardiyovaskuler olay gelismesi idi. Advers kardiyovaskuler olay; tim
sebeplere bagl 6lim ve kardiyak élim (pompa yetersizligi, ani 6l0m veya miyokard infarktiisi 6lim0) olarak tanimlandi.
Sekonder sonlanim noktasi; kardiyak nedenlere bagli hospitalizasyon (yeni baslayan veya kétiilesen KY semptomlari),
reinfarktis ve revaskilarizasyon idi.

2.3. TNP segimi

MMP-2 geni, 16. kromozomda q13-21’de lokalize, 27.049 b¢ uzunlugunda ve 13 ekzona sahiptir. Public NCBI TNP veri
tabaninda (dsSNP, build 126; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) MMP-2 geni igin 283 TNP girisi mevcuttu. 3 adet MMP-2
TNP su kriterler kullanilarak segildi: Mindr alel sikliginin>=5% ve promotorlardaki sekans varyasyonlarinin ekspresyonu
etkiledigine dair kanit olmasi.

2.4. Laboratuar yontemleri

2.4.1. Genotipleme

Kan numuneleri, EDTA igeren tUpler igerisine alindi. Standart ‘phenol-chloroform’ metodu kullanilarak DNA izolasyonu
yapildi ve firin genotipleme islemine kadar -20°C’de bekletildi. Tim TNP genotipleme islemleri standart ‘polymerase chain
reaction’ ve ‘fragment length polymorphism’ metodlarina gére yapildi. Rastgele secilen 96 bireye kalite kontroli igin
genotipleme yapildi ve sonuglari, ¢alisma grubu ile uyumlu bulundu.

2.4.2. MMP-2 dlzeylerinin belirlenmesi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/

Ticari olarak bulunabilen ELISA kiti ile (GE Healthcare UK Limited, UK) MMP-2 &nclsi olan proMMP-2'nin serbest ve TIMP-
2 ile kompleks olusturmus haldeki plazma diizeyleri 6lgtldi. MMP-1,-3,-7,-8,-9 ve MT1-MMP ile ¢capraz reaksiyona
girmiyordu.

3. Sonuglar

526 hasta (86.9%) klinik olarak takip edilebildi, 79 hasta takip sirasinda 6ldi. Ortalama 24 aylik takip siresince; 116 6lim,
110 kalple iligkili 61im ve 102 KY’ye bagli hastane tekrar basvurusu gdzlendi. Takip edilen ve élen hastalarin bazal
karakteristik 6zellikleri Tablo-1’de 6zetlenmistir. Takip hastalari ile élenlerin bazal ézellikleri arasinda énemli fark
saptanmamisgtir.

3.1. ‘Tek Lokus’ analizi

3 TNP genotip ve alel dagilimi ile tim sebeplere bagl élim orani, KY 6lim orani ve MACE orani arasindaki iligki Tablo-2'de
Ozetlenmigtir. MMP-2 rs17859821 polimorfizmi ile yukarida bahsedilen her bir sonlanim noktasi arasinda énemli iligki oldugu
saptanmistir (p<0.05). p’nin 0.017 olarak (0.05/3) diizenlendigi Bonferroni diizeltmesinden sonra rs17859821’in halen tim
sebeplere bagl 6lim, kardiyak 6/1im ve MACE orani ile yakindan iligkili oldugu goérilmustir. Rs17859821 A alel tasiyicilari
(GA+AA vs GQ) ile iliskili sistolik KY icin dizeltiimis odds oranlari, Sekil 1-4'de gdsterilmistir. Survey/Olay egrileri, A alel
taslyicisi hastalarda, GG genotipi olanlara kiyasla daha iyi sonlanim noktalari olduguna isaret etmektedir. MMP-2 rs243864
ve rs243866'nin sistolik KY prognozu Gizerine bir etkisi bulunamamistir. Ayrica higbir genotipin proMMP-2 plazma diizeyleri
Uzerine bir etkisi gésterilememigtir.

3.2. Dominant modelde MMP-2 rs17859821 Cox analizi

Rs17859821 polimorfizmlerinin survey tUzerine bagimsiz bir etkisi olup olmadigini degerlendirmek igin; hem polimorfizmleri
hem de klinik yardimci degiskenleri (yas, dal blogu, LVEF ve NYHA statlis(l) kapsayan cox analizi yapildi. Sonuglar ayni
kaldi. Ayrica rs17859821 (AG+AA vs GQ) ile ilgili kardiyak mortalite ve MACE odds oranlari sirasiyla 0.65 (0.43-0.98) ve
0.75 (0.57-0.99) (p<0.05) idi.

3.3. Haplotip analizi

Rs243866 ile rs243864 arasinda gUglu bir badlanti dengesizligi mevcuttu (r2=0.748, D’=0.873). Bu 3 TNP tarafindan
yapilandiriimis 4 haplotipin frekansi>1% idi ve Kuzey Han GCin populasyonundaki tim haplotiplerin 97%/’sinden fazlasini
olusturmaktaydilar. Haplotip TAG (rs 243864-rs 17859821-rs 243866), sistolik KY prognozu ile yakindan iligkili bulundu. TAG
tasiyicilarinin 81im orani, kardiyak 610m orani, KY 6lim orani ve MACE oraninin TGG tasiyicilarina kiyasla daha disik
oldugu gorildu (Tablo-4).

4. Tartisma

Bu takip ¢alismasinda, MMP-2 geninin rs 17859821 A alelinin sistolik KY’de surveyi uzatan bagimsiz bir TNP oldugunu
saptandi.

MMP-2, kardiyomiyozitler, kardiyak fibroblastlar ve endokardiyal hiicreler tarafindan Gretilir. Tip IV kollajen, laminin, elastin
ve interstesiyel fibriler kollajen gibi birgok substratin yikiminda gérev alir. MMP-2 ayrica endotelin, kalsitonin gen iligkili
peptid ve adrenomedullin gibi bircok ESM ile iliskili olmayan substratin da yikiminda rol oynar.

Bircok patofizyolojik durumda, MMP-2 ekspresyonunda ve aktivitesinde degisiklik oldugu gésterilmistir. KY durumunda
MMP-2, miyokardiyal fibrozis, artmis miyokardiyal sertlik ve bozulmus kardiyak kontraktiliteye sebep oldugu hususunda
suglanmigtir. Kardiyak spesifik MMP-2 ekspresyonu, esasen kontraksiyonu bozmakta ve inotropik uyarana cevabi
azaltmaktadir. Bu bulgular, Gzerine eklenen hasar olmadigi durumlarda, ventrikal fonksiyonlarini direk olarak bozdugunu
gbstermektedir. KY olan hastalarin miyokard érneklerinde artmis MMP-2 aktivitesi gdsterilmistir. Tim bu ¢calismalar, MMP-2
aktivasyonunun, miyokard disfonksiyonu ve kardiyak yeniden sekillenmede roli oldujuna isaret etmektedir. Bu nedenle
MMP aktivitesini etkileyebilecek polimorfizmlerin sistolik KY prognozu Gzerine etkisi olabilir.

Rs17859821; MMP-2 geninin promotor bdlgesi transkripsiyon kisminda yer alir. Bu galismada rs17859821’in sistolik KY
prognozu ile iliskili oldugu saptanmistir. rs17859821 A alel tasiyicilarinin GG genotip tasiyicilarina kiyasla survey oranlarinin
daha iyi oldugu belirlenmigtir. Her ne kadar bu TNP, bugline kadar yapilmis higbir gen fonksiyonu ¢alismasinda bulunmamig
olsa da; kdtl prognoza katkisi olan sebepsel bir varyasyon ile baglanti dengesizligi iliskisi olabilir veya MMP-2 aktivite
regllasyonunda diger TNP’ler ile birlikte ¢alisabilir. Bu ¢alismada, MMP-2 rs17859821 A alelinin MMP-2 ekspresyonunu
inhibe ettigi ve sistolik KY seyrine olumlu katkida bulundugu spekuile edilmistir.

Populasyonda TNP’lerin sistolik KY prognozuna kombine etkilerini saptamak amaciyla ayrica multilokus analizleri yapild..
Haplotip spesifik skor testi, Hap-1 (T-G-G)’e kiyasla Hap-4 (T-A-G)’Un sistolik KY’de survey oranlarini iyilestirdigini gésterdi.
Bu sonug, tek lokus sonucu ile uyumlu idi.

MMP-2 ekspresyonundaki farkhliklar, kismen genotipik varyasyonun minér etkisi ile agiklanabilir. MMP-2’nin arastirilan
TNP’leri genin promotor bélgesine yerlestiginden polimorfizm ile protein ekspresyonu arasinda korelasyon olmasi
beklenebilir. Ancak bu ¢alismada MMP-2 polimorfizmleri ile plazma protein diizeyleri arasinda higbir iliski saptanamamistir.
Bu durum MMP-2 icin komplike diizenleyici mekanizmalar olmasindan kaynaklanabilir. Birincisi; son kanitlar igiginda DNA
metilasyonu, kromatin yeniden sekillenmesi ve MMP mRNA yari &mriinii uzatan posttranskripsiyonel mekanizmalar gibi
epigenetik siiregler timiyle MMP ekspresyonu kontroliinde rol alirlar. ikincisi; MMP aktivasyonu ve TIMP baglanmasi,
miyokardiyal interstisyumda gergeklesen kompartmantalize siireglerdir. Bu nedenlerle plazma diizeyleri, sistolik KY’li
hastalarin miyokardinda cereyan eden ESM proteolitik aktivitesini yansitmayabilir. Ugiinciisii; plazma MMP-2 diizeyleri, hem
kardiyak hem de bdbrekler ve damar sistemi gibi nonkardiyak kaynaklardan salinan MMP-2’nin timuna gdsterir ve
nonkardiyak kaynaklardaki disfonksiyonlar da KY’ye eslik edebilir.

Bu calismadan ¢ikan sonucun sistolik KY prognozu ile gercekten sebep-sonug iligkisi icerisinde olup olmadidini kontrol
etmek icin replikasyon calismalarina ihtiyag vardir. Bu galismada da yalanci pozitif sonuglari kontrol edebilmek igin farkli
yaklasimlarda bulunuldu: Birincisi; ¢alismaya sadece etnik homojen Kuzey Han Ginlileri dahil edildi. ikincisi; KY’nin iyi
tanimlanmis ve dnemli bir alt tipi olan sistolik KY’ye odaklanildi. Uglinciisli; coklu istatistiksel testler nedeni ile potansiyel
yalanci pozitif sonuglari kontrol etmek igin ‘Conservative Bonferroni Correction’ ydontemi kullanildi.

Bu calismanin 2 potansiyel eksikligi vardir: birincisi; calismaya hem miyokard infarktisi hem de idiyopatik dilate
kardiyomiyopatiye bagh sistolik KY gelisen hastalar alindi. Ancak KY’de farkli etyolojiler, sonuglarda da farkliliklara yol



acabilir. Ikincisi; bagka ¢alismalarda saglikl bireylerde genotipler ile proMMP’nin plazma diizeyleri arasindaki iligkiyi
arastirmak énemli olacaktir. Sonug olarak bu takip ¢alismasi, MMP-2 genindeki genetik varyasyonlarin Kuzey Han Gin
populasyonunda sistolik KY prognozunu etkileyebilecegini géstermektedir. Bu bulgu, sistolik KY siirecinin ve tedavi
mekanizmalarinin daha iyi anlagiimasina katkida bulunabilir. MMP-2 geninin sistolik KY ile iligkisini konfirme etmek igin
baska populasyonlarda yapilacak benzer ¢alismalara ihtiyag vardir.



