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Turk populasyonunda MMP2 ve MMP9 degisimlerinin spontan abortus

etiyolojisindeki roli

The role of MMP2 and MMP9 variants in spontaneous abortions in

Turkish population
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Amag¢: Embriyo implantasyonu ve plasental dolagsimin temel sorumlusu olan kapiller damarlardaki
patolojilerin abortus etiyolojisindeki mekanizmalar Gzerinde etkileri oldugu bilinmektedir. Matriks
metalloproteinaz (MMP) ailesinden MMP2 ve MMPQ'un ekstrasellller matriks organizasyonunda ve
trofoblast implantasyonunda 6énemli gérevleri vardir. Bu calismada, fonksiyonel oldugu bilinen MMP2 -
735 C>T, -1306 C>T ve MMP9 -1562 C>T polimorfizmlerinin spontan abortus (SA) materyallerindeki
genotip farkhliklarini belirlemek ve bu polimorfizmlerin SA etiyolojisinde roli olup olmadigina i1sik
tutabilmek amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Polimorfizmlerin genotiplerinin analizinde restriksiyon fragman uzunluk
polimorfizmi (RFLP) yontemi kullaniimistir. Calisma grubu 80 spontan abortus 6rneginden, kontrol
grubu 100 saglikli gondllt bireyin periferik kan érneginden olusmaktadir.

Bulgular: MMP2 -735 C>T ve MMP9 -1562 C>T polimorfizmleri igin SA 6rnekleri ve kontrol grubu
arasinda anlamli fark saptanmadi. MMP2 -1306 C>T polimorfizminin heterozigot genotip sikligi SA
orneklerinde kontrol grubuna kiyasla 2,2 kat daha fazla bulundu (p=0.043). MMP2 genindeki normal -
735 C>T ve heterozigot -1306 C>T genotiplerinin birlikte goértlme sikhd SA o6rneklerinde kontrol
grubuna gore 3,7 kat fazla idi (p=0.021).

Sonug: MMP2 -1306 C>T fonksiyonel polimorfizmi ile SA olusmasi arasinda bir iliski bulunmustur.
Daha yuksek sayilardaki SA calismalarindaki ileri genetik ¢alismalar ve ekspresyon analizleri MMP2
ve MMP9 polimorfizmlerinin SA Uzerindeki potansiyel rollerini net olarak belirlemede katkida
bulunacaktir.
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ABSTRACT

Aim: It is known that pathologies related to capillaries, which are responsible for maintenance of
implantation and placental nutrition, have effects on mechanisms underlying abortion.  Matrix
metalloproteinase 2 and 9 (MMP2 and MMP9) 2, which are members of MMP family, having key roles
at organization of extracellular matrix and endometrial trophoblast implantation. The aim of this study
was to investigate the frequencies of functional MMP2 -735 C>T, -1306 C>T and MMP9 -1562 C>T
polymorphisms in spontaneous abortion (SA) materials.

Materials and Methods: Restriction fragment length polymorphism (RFLP) was used to analyze the
genotypes of these polymorphisms. Study group consisted of samples collected from 80 SA
specimens, and control group consisted of peripheral blood samples collected from 100 healthy
subjects.

Results: There was no significant difference between SA samples and control group for MMP2 -735
C>T and MMP9 -1562 C>T polymorphisms. Frequency of heterozygous MMP2 -1306 C>T genotype
was 2.2-fold higher in SA samples compared to control group (p=0.043). Coexistence of normal MMP2
-735 C>T genotype and heterozygous -1306 C>T genotype was 3.7-fold higher in SA samples
compared to control group (p=0.021).

Conclusion: MMP2 -1306 C>T functional polymorphism have a role in spontaneous abortion. Further
genetic studies on a larger number of SA samples and expression analysis of the genes may
contribute to determining potential roles of MMP2 and MMP9 polymorphisms in SA.

Keywords: Spontaneous abortion, MMP2, MMP9, polymorphism, implantation.

GiRiS

Gebeligin gorulebilen sik komplikasyonlardan
birisi de spontan abortustur (SA) ve Klinik olarak
tanimlanmig gebeliklerin yaklasik %10 kadari SA
ile sonuglanir (1, 2). Kromozomal olarak normal
olan embiyolarda abortusa neden olan desidual

Tek nukleotid polimorfizmleri (SNPs) gen
ekspresyonunu degistirebilmektedir. MMP2 ve
MMP9 genlerinin promotor bélgelerinde yer alan
polimorfizmlerin genlerin transkripsiyonel
aktivitesinde azalmaya yol a¢tigi bulunmustur.

Calismamizda, ilk ve ikinci trimester SA

inflamatuvar reaksiyonu asil| tetikleyen  6rneklerinde MMP2 -735 C>T, MMP2 -1306 C>T
mekanizma hala daha aydinlatimayr  ve MMP9 -1562 C>T polimorfizmlerinin genotip
beklemektedir ve etiyolojideki ana odak ve allel sikliklarini arastirmayi hedefledik. Ayrica
implantasyon strecindeki adimlardir. bu arastirmada, literatirden farkli olarak,
Endometriyal epitel hicrelerinin istilasi  ve  polimorfizmler direk olarak SA &rneklerinde
sonrasinda bu hicrelerin stromal kompartmana  jncelenmis ve abortus ile sonuglanmayip saglikli
ulagabilmesi igin trofoblastik hlcreler  gogumla  sonuglanmis  kontrol  grubu ile
ekstraselliler matriksin  bazal membranini karsilagtirimistr.

parcalamak durumundadir (3, 4).

Gelatinazlar olarak da bilinen MMP2 ile ..

MMP9'’nin desidua ve ekstravillsz GEREG ve YONTEM

trofoblastlardaki ekspresyonu ve lokal Olgu grubuna Ege Universitesi Tip Fakiiltesi,

aktivasyonu, erken gebelik déneminde gebeligin
devami icin olduk¢a 6nemli role sahiptir (5, 6, 7).
Bu enzimler, erken gebelik déneminde o6zellikle
sinsityotrofoblast invazyonunda goérev yaparlar.
insan trofoblast hicreleri, blastosistin
endometriyuma implantasyonundan sonra MMP2
ve MMP9 Uretir (8).

Daha Once yapilan galismalarda, erken spontan
abortusu olan olgularda MMP2 ve MMP9
ekspresyon seviyelerinin farkl oldugu
g6zlenmisti. Buradan yola c¢ikilarak da
tekrarlayan spontan abortuslar ile bu enzimleri
kodlayan genlerdeki fonksiyonel polimorfizmler
arasinda bir iligkili olabilecegi belirtilmistir (9, 10,
11).
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Tibbi Genetik Anabilim Dali argivinde yer alan ve
karyotip sonuglari normal bulunmus olan 80 SA
ornegi dahil edilmistir. Kontrol grubu igin 50
kadin, 50 erkekten olugsan 100 saglkli birey
planlanmigtir. Her bir bireye bilgilendiriimis onam
formu okutulmus ve gonilliler ¢alismaya dahil
edilmistir. Bu calisma, Ege Universitesi Tip
Fakiltesi Etik Kurulu'ndan onay almistir (Karar
no: 09-7.1/48).

DNA eldesi:

Abortus 6rneklerinin DNA eldesi icin High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics) kullaniimistir. Kontrol grubundan
EDTA’L tiplere 2 ml periferik kan 6rnegi alinip
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Magna Pure LC Robotic DNA Isolation
Instrument (Roche Diagnostics) ile DNA eldesi
yapilmistir.

Polimorfizmlerin allel ve genotip analizleri:

Polimorfizmlerin genotiplerinin belirlenmesi igin
restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP)
yontemi uygulanmistir. Hedeflenen bodlgelerin
PCR ile amplifikasyonlari sonrasinda restriksiyon
enzimleri ile kesim iglemleri yapilmistir. PCR
artnleri MMP2 -735 C>T polimorfizmi i¢in HinFl
enzimi ile 254 ve 46 bazlik fragmanlara, MMP2 -
1306 C>T polimorfizmi igin Accl enzimi ile 103 ve
19 bazlik fragmanlara, MMP9 -1562 C>T
polimorfizmi icin Sphl enzimi ile 244 ve 192
bazlik fragmanlara kesilmistir. Ug enzim de
mutant allelleri kesmeye yoOnelik fonksiyona
sahipti. Enzim kesimi iglemini takiben PCR
artinleri %4’lik agaroz jelde yuratilip enzimlerin
PCR drlnlerini  kesip kesmedigine gore
genotiplemeler yapildi.

istatistiksel analiz:

Olgu ve kontrol grubu arasindaki genotip ve allel
siklik farklihklarinin istatistiksel analizi icin SPSS
v.15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanildi ve ki-kare testi yapildi. Odd orani
degerleri hesaplandi ve risk skor tahmininde
kullanildi. Baglanti esitsizligi ve Hardy-Weinberg
esitligi Helix-Tree SNP ve Variation Suite v.5.0.9
(Golden Helix, Bozeman, MT, USA) kullanilarak
hesaplandi. Bulunan sonuglarda 0,05’in altindaki
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

SONUGLAR

Arsivden bulunan karyotip olarak normal spontan
abortus 6rneklerinden 80 tanesi planlanan analiz
icin  uygundu. Gebelik haftasina  gbre
grupladiimizda, %8%’i (68/80) ilk trimester,
%15’i (12/80) ikinci trimester abortusu idi ve
ortalama gebelik haftasi 9,8 (6-20) hafta idi. Anne
yasl ortalamasi 30,5 (20-44) yas idi. Anne
yasinin 35 yas ve uzeri oldugu 65 (%81,3) ve 35
yas altinda oldugu 15 (%18,7) olgu vardi.
Polimorfizmlerin Ugl de kontrol grubunda Hardy-
Weinberg esitligine uyuyordu (p>0.05). Spontan
abortuslarin = 12'si  (%15) yardimci Ureme
teknikleri ile olusmus gebeliklerdi. Ailelerin
46’'sinda (%57,5) ilk abortus, 34’'Unde (%42,5)
tekrarlayan abortus (ikinci veya Ustu) idi.

MMP2 -735 C>T polimorfizmi:

Abortus 6rneklerinde CC genotip sikhidr %61,3
(49/80); CT genotip sikligr %35 (28/80); TT
genotip sikhgr %3,7 (3/80) olarak bulundu.
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Genotip dagilimlari abortus 6rneklerinde ve
kontrol grubunda benzerdi, istatistiksel olarak
anlamli farklihk yoktu (p>0.05) (Tablo-1).

Allel sikliklarina bakildiginda C alleli abortus
orneklerinde %78,8 (126/160), kontrol grubunda
%76 (152/200); T alleli ise sirasiyla %21,2
(34/160) ve %24 (48/200) oraninda bulundu ve

allel sikliklari agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik yoktu
(Tablo-2).

MMP2 -1306 C>T polimorfizmi:

Abortus 6rneklerinde CC genotip sikhdr %75
(60/80); CT genotip sikhgi %23,8 (19/80); TT
genotip sikhgr %1,2 (1/80) olarak bulundu.
Kontrol grubunda ise CC genotip sikhg %86
(86/100); CT genotip sikhgi %12 (12/100); TT
genotip sikhdi %2 (2/100) idi. Heterozigot genotip
(CT) abortus orneklerinde kontrol grubuna
kiyasla 2,3 kat daha fazlaydi ve bu oran
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.043) (Tablo-1).

Allel sikliklarina bakildiginda C alleli abortus
orneklerinde %86,9 (139/160), kontrol grubunda
%92 (184/200); T alleli ise sirasiyla %13,1
(21/160) ve %8 (16/200) oraninda bulundu. T
allel sikligi abortus érneklerinde kontrol grubuna
kiyasla 1,7 kat daha fazla gorilmekteydi, ancak
bu durum istatistiksel olarak anlamli degildi
(Tablo-2).

MMP9 -1562 C>T polimorfizmi:

CC genotipi abortus 6rneklerinde %77,5 (62/80),
kontrol grubunda %73 (73/100); CT genotipi ise
sirasiyla  %22,5 (18/80) ve %27 (27/100)
bulundu. TT genotipine iki grupta da rastlanmadi.
CC ve CT genotip sikliklar iki grup arasinda
benzerdi ve istatistiksel olarak anlamh farklilik
yoktu (Tablo-1).

Allel sikliklarina bakildiginda C alleli abortus
orneklerinde %88,8 (142/160), kontrol grubunda
%86 (172/200); T alleli ise sirasiyla %11,2
(18/160) ve %14 (28/200) oraninda bulundu. Allel
sikliklari arasinda iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulunmadi (Tablo-2).

Ug polimorfizm igin genotip sikliklari anne yast,
abortusun haftasi ve abortus sayisina gore ayri
ayri gruplandi ve higbirinde istatistiksel olarak
anlamli fark gézlenmedi.

Kombine genotipler arasindaki iliski:

MMP2 ve MMP9 genlerindeki t¢ polimorfizm igin
birlikte goérilme durumlarina bakildiginda, MMP2
-735 C>T i¢in normal genotip (CC), MMP2 -1306
C>T i¢in heterozigot (CT) genotip ve MMP9 -
1562 C>T ic¢in normal (CC) genotipin birlikte
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olmasi abortus 6rneklerinde kontrole kiyasla 2,7
kat daha fazla, MMP2 -735 C>T igin normal
genotip (CC), MMP2 -1306 C>T igin heterozigot
(CT) genotip ve MMP9 -1562 C>T igin
heterozigot (CT) genotipin birlikte olmasi 6,8 kat
daha fazla; MMP2 -735 C>T igin homozigot
genotip (TT), MMP2 -1306 C>T igin normal (CC)
genotip ve MMP9 -1562 C>T igin normal (CC)
genotipin birlikte olmasi 4,1 kat daha fazla
goéruldi. Ancak bu durum istatistiksel olarak
anlamh degildi (Tablo-3).

U¢ polimorfizm icin birlesik genotipler ve
abortusun  ICSI  gebeligi olup olmadigi

karsilastirildiginda, -1306 C>T polimorfizminin
heterozigot, diger iki polimorfizmin normal oldugu
durumda ICSI gebeligi olanlarda abortus riski 8,3
kat artmis olarak saptandi ve bu durum
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,023).

Polimorfizmlerin birlesik genotiplerine ikili olarak
baktigimizda, -735 C>T polimorfizminin normal, -
1306 C>T polimorfizminin heterozigot oldugu
durumda abortus riskinin 3,7 kat artmis oldugu
gbzlendi ve bu durum istatistiksel olarak
anlamhydi (p=0,021).

Tablo-1. MMP2 -735 C>T, -1306 C>T ve MMP9 -1562 C>T polimorfizmlerinin abortus ve kontrol gruplarindaki

genotip frekanslari.

Grup o
Abortus Kontrol 7695 Cl
Polimorfizm Genotip p degeri OR En p degeri
En alt -
n % n % L ust
Limit S
Limit
cc 49 613 56 56,0 1,000 - - -
CT 28 35,0 40 40,0 0,774 0,857 0,432 1,482 0,845
- >
MMPz2 -735 C>T TT 3 3,7 4 4,0 0,875 0,183 4,019 0,495
Toplam 80 100,0 100 100,0
CcC 60 75,0 86 86,0 1,000 - - -
MMP2 -1306 CT 19 23,8 12 12,0 0,111 2,269 1,026 5,022 0,043
C>T TT 1 1,2 2 2,0 0,717 0,064 8,084 0,788
Toplam 80 100,0 100 100,0
CcC 62 77,5 73 73,0
MM}29>:IELS62 cT 18 225 27 270 0,604 0,785 0,395 1,558 0,489
Toplam 80 100,0 100 100,0

(MMP: Matriks metalloproteinaz; OR: Odd ratio)

Tablo-2. MMP2 -735 C>T, -1306 C>T ve MMP9 -1562 C>T polimorfizmlerinin abortus ve kontrol gruplarindaki

allel frekanslari.

Grup OR
_ ) L %95 ClI
Polimorfizm Allel Abortus Kontrol p degeri

n % n % En alt En ust
C 126 78,8 152 76,0

0,613 0,854 0,519 1,407
MMP2 -735 C>T T 34 21,2 48 24,0
Toplam 160 100,0 200 100,0
C 139 86,9 184 92,0

0,119 1,737 0,874 3,452

MMP2 -1306 C>T T 21 13,1 16 8,0

Toplam 160 100,0 200 100,0
C 142 88,8 172 86,0

0,526 0,779 0,414 1,466
MMP9 -1562 C>T T 18 11,2 28 14,0
Toplam 160 100,0 200 100,0

(MMP: Matriks metalloproteinaz; OR: Odd ratio).
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Tablo-3. Tim polimorfizmlerin abortus ve kontrol gruplarinda kombine genotip frekanslari.

Grup

OR %95 ClI

p degeri
-735 C>T/-1306 C>T/-1562 C>T Abortus Kontrol
n % n % OR  Enalt Enust
limit limit

CcC/cc/cc 28 37,3 38 38,0 1,000 - - -
CC/CC/CT 7 9,3 12 12,0 0,792 0,276 2,267 0,663
CC/CT/CC 10,7 4 40 2,714 0,743 9,917 0,131
CCICTI/CT 5 6,7 1 1,0 6,786 0,751 61,353 0,088
CC/TT/CC 1 1,3 1 1,0 1,357 0,081 22,643 0,832
CT/CC/CC 17 22,7 24 24,0 0,961 0,436 2,118 0,922
CT/CCICT 5 6,7 8 80 0848 0,251 2,871 0,791
CT/CT/CC 0 0,0 4 4,0 - - -

CTICTICT 1 1,3 3 30 0452 0,045 4,581 0,502
CT/TT/ICC 0 0,0 1 1,0 - - - -
TT/CC/CC 3 4,0 1 1,0 4,071 0,402 41,232 0,235
TT/CCICT 0 0,0 3 3,0 - - - -

Total 80 100,0 100 100,0

(OR: Odd ratio)

TARTISMA

Basarili endometriyal implantasyon igin proteolitik
sureclerin sorunsuz ilerlemesiyle basarili embriyo
invazyonu gerekir. Bu asamalarda gorevli olan

matriks  metalloproteinazlar (MMP'ler) ve
plazminojen  aktivatorleri, bazal membranin
kollajen IV'Unu pargcalamada ve maternal

dolasimdaki trofoblastlara niifuz etmede oldukga
onemlidir (5-8). Matriks metalloproteinazlar
(MMP’ler), ¢inko bagimh endopeptidaz
ailesindendir ve jelatinazlar olarak adlandirilan
MMP2 ve MMP9, embriyonel implantasyon ve
hicre digi matris (ECM) yeniden organizasyonu
icin  hiz sinirlayici  enzimlerdir (8). Matriks
metalloproteinazlarin aktivasyon ve inhibisyon
dengesi degisirse reproduktif problemler ortaya
cikabilir.  Calismalar, MMP2, MMP9 ve
inhibitérlerinin -~ (TIMP'ler)  bozulmus  enzim
seviyelerinin kisirlik, kendiliginden dusuk (SA) ve
idiyopatik tekrarlayan kendiliginden disik (IRSA)
gibi dogurganlik sorunlarina yol agabilecegini
go6stermistir (9, 11, 12).

Nissi ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada,
devam eden gebelikleri olan 129 hastada ve
spontan erken distigu olan 89 hastada serum
MMP9  ekspresyon  seviyeleri  bakilmigtir.
Sonucunda, abortus olan hastalarda MMP9
duzeyleri anlamh olarak yuksek bulunmustur
(p<0.0001). Elde ettikleri sonuglarin 1s1§ginda
yazarlar, MMP9'un spontan erken dusuklerde rol
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oynayabilecegi konusunda go6ris bildirmislerdir
(9). Takip eden yillarda yapilan bir arastirmada,
30 erken spontan distk ve 20 istenen dusik
ornegdinin villus dokularinda MMP9 ve TIMP3
MRNA ekspresyonlari incelenmis; kendiliginden
disik yapan grubun MMP9 mRNA ifade dizeyi
ve MMP9/TIMP3 mRNA orani diger gruba goére
anlamli olarak yuksek bulunmustur (p<0.01) (10).
Bunun disinda, Chen ve arkadaslari, infertil
kadinlarda MMP2 ve MMP9 aktivasyonunun fertil
kadinlara gbére daha yiksek olmasi nedeniyle
MMP aktivitesinin endometriyal implantasyon igin
biyobelirte¢ olabilecegini gostermistir (12).

Bazi fonksiyonel polimorfizmler enzim seviyelerini
degistirebilir. Ornegin MMP2 -735 C>T, MMP2 -
1306 C>T ve MMP9 -1562 C>T polimorfizmleri
genlerin  promotér bdlgelerinde yer alan,
fonksiyonel olduklari bilinen polimorfizmlerdir. Bu
polimorfizmlerin mutant genotipleri nedeniyle,
islevsiz MMP2 ve MMP9 proteinleri olugabilir ve
islevi etkilenen proteinler kusurlu endometrial
implantasyona yol agabilir.

Bu calismada, spontan abortus Ornekleri ve
saglikh kontroller arasinda MMP2 -735 C>T,

MMP2 -1306 C>T ve MMP9 -1562 C>T
polimorfizmlerinin genotipik farkhliklarini
belirlemeyi ve mutant genotiplerin abortus

etiyoloji ile iliskisi olup olmadigini saptamayi
amagcladik. Calismamizin gugli yanlarindan biri
dogrudan abortus orneklerinden bu
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polimorfizmlerin genotiplerini arastiran ilk calisma
olmasidir.

Pereza ve arkadaslari, idiyopatik tekrarlayan
spontan disik (IRSA) olgularinda bes MMP gen
promotor bdlge polimorfizmini (MMP1 -1607
1G/2G, MMP2 -735 C>T, MMP2 -1306 C>T,
MMP3 -1612 5A/6A ve MMP9 -1562 C>T) analiz
etmisler ve en az Ug¢ tekrarlayan disik yapmis
149 cift ve 149 fertil ¢ift arasinda MMP 2 -735 CT
ve MMP9 -1562 CC genotip frekanslari
istatistiksel olarak anlamh farkli bulunmustur.
Sonug olarak arastirmacilar MMP2 -735 C>T ve

MMP9 -1562 C>T polimorfizmlerinin IRSA
olusumu ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir
(12).

Li ve arkadaslari, 129 tekrarlayan spontan dusik
(RSA) vakasinda ve 116 kontrolde MMP2 ve
MMP9  promotér  bdlge  polimorfizmlerini
incelemigler ve sonuglara gére, MMP2 geni
rs243865 (-1306 C>T) polimorfizminin CT
genotipi ve T aleli, RSA riskinin artmasiyla
anlamli sekilde iligkili bulunmustur. Ek olarak,
MMP9  geninin  rs3918242 (-1562 C>T)
polimorfizmi RSA olgularinda istatistiksel olarak
daha yiksek saptanmistir. Sonug olarak yazarlar,

MMP2  rs243865 ve MMP9 rs3918242
polimorfizmlerinin  Cin populasyonundaki RSA
vakalari ile 6nemli Olgude iligkili oldugunu

belirtmislerdir (13).

Ramu ve arkadagslarinin bulgularina gére, IRSA
ciftleri ile kontrol grubu arasinda MMP2 -1306
C>T ve MMP9 -1562 C>T polimorfizmlerinin
genotipleri agisindan aksine bir  fark
bulunmamistir (14). Calisma az sayida vaka (35
IRSA cifti) ve kontrol (35 fertil ¢ift) grubunu
icerdiginden, vaka sayisinin fazla olmasinin
sonugclari degistirebileceginden bahsedilmigtir.

Calismamizda, 80 SA o6rnedi ve 100 saglkli
kontroli MMP2 -735 C>T, -1306 C>T ve MMP9 -
1562 C>T polimorfizmleri agisindan inceledik.
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