PUVODNI PRACE

Asociace polymorfizmu v genu pro matrix
metalloproteinazu-2 a tkanovy inhibitor
metalloproteinazy-2 s roztrousenou sklerézou

An Association between Matrix Metalloproteinase-2 and TIMP-2
+853G/A Gene Polymorphisms and Multiple Sclerosis

Souhrn

Uvod: Matrix metalloproteinazy (MMPs) hraji ddleZitou roli vimunopatogenezi roztrousené skle-
rézy (RS). Vyznamné se podileji na progresi zanétlivého procesu, poruseni hemato-encefalické
bariéry, formovani zanétlivych RS lézi a demyelinizaci. Jedna se zejména o metalloproteindzu-9
(MMP-9) a metalloproteinazu-2 (MMP-2), exprimované T lymfocyty a monocyty, které jsou preva-
Zujici populaci zanétlivych bunék v aktivnich demyelinizacnich plakach. V nasi pfedchozi studii jsme
prokazali hrani¢ni asociaci polymorfizmu MMP-2-1575G/A s RS. Jiné studie zabyvajici se vztahem
genetickych polymorfizm( lokalizovanych v genech pro MMP-2 a tkanovy inhibitor metalloprotei-
nazy-2 (TIMP-2) s RS dosud nebyly provedeny. Cil: Cilem prace bylo ur¢it asocia¢ni vztah genetic-
kych polymorfizma (-168G/T, —=735C/T) lokalizovanych v genu pro MMP-2 a polymorfizmu +853
G/A v genu pro TIMP-2 s vnimavosti k RS; nalézt mozné rozdily mezi pohlavimi a zjistit, zda ovliv-
nuji tizi onemocnéni a stupen postizeni. Soubor a metodika: Do studie bylo zafazeno 240 pacientt
s RS, diagnostikovanou dle McDonaldovych kritérii, kontrolni soubor byl tvofen 135 zdravymi je-
dinci. Klinicky stav byl hodnocen pomoci Expanded Disability Status Scale (EDSS), stuperi postizeni
byl kvantifikovan pomoci Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS). Genotypizace byla provedena
metodou polymerazové fetézové reakce a restrikéni analyzou. Vysledky: Byla prokdzana hrani¢ni
asociace v distribuci TIMP-2 +853G/A genetického polymorfizmu s rizikem rozvoje relabuijici-
-remitentni RS (Pg = 0,04), odds ratio (OR) 1,46; 95% Confidence Interval (Cl): 0,91-2,36). V dis-
tribuci ostatnich vy3etfenych polymorfizmi asociace nalezena nebyla. Nebyl zjistén rozdil mezi
pohlavimi ani asociace s tiZi onemocnéni. Zaver: Viysetfené polymorfizmy nejsou rizikovym fakto-
rem vnimavosti k RS v ¢eské populaci.

Abstract

Background: Matrix metalloproteinases (MMPs) play an important role in the immunopathogen-
esis of multiple sclerosis (MS). They are notable contributors to the progression of inflammatory
process, blood-brain barrier disruption, formation of MS lesions and demyelination. The matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9) and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) are the most important.
They are expressed by T-lymphocytes and monocytes, the predominant group of inflammatory
cells in active demyelinating plaques. In our previous study, we demonstrated a borderline asso-
ciation of MMP-2-1575G/A gene polymorphism with MS susceptibility. To date, no other genetic
association study involving MMP-2 and (tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2) genes
variability and MS have been carried out. Objective: The aim of this study was to investigate the
possible association of MMP-2 (-168G/T, —735C/T) and TIMP-2 (+853G/A) gene polymorphisms
with MS susceptibility; to find potential gender differences; and to investigate whether these
polymorphisms influence disability. Materials and methods: A study group consisted of 240 pa-
tients fulfilling McDonald'’s criteria of MS, a control group consisted of 135 healthy volunteers.
Clinical status was evaluated with the Expanded Disability Status Scale (EDSS) and the disease
severity was calculated using the MS Severity Score (MSSS). Polymerase chain reaction (PCR)
methods and restriction analysis were used for genotyping in MMPs genes. Results: We demon-
strated a borderline association between TIMP-2 +853G/A gene polymorphism and a risk of de-
veloping relapsing-remitting MS (Pg = 0.04), odds ratio (OR), 1.46; 95% confidence interval (Cl):
0.91-2.36). Other polymorphisms were associated neither with MS susceptibility nor with the
disease phenotype. No association with disability was found. Conclusion: MMP-2 and TIMP-2
gene polymorphisms are not a risk factor for MS susceptibility in the Czech population.
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ASOCIACE POLYMORFIZMU V GENU PRO MATRIX METALLOPROTEINAZU-2 A TKANOVY INHIBITOR

Uvod

Roztrousena skleréza mozkomisni (RS) je
chronické, zanétlivé, autoimunitni one-
mocnéni centralniho nervového sys-
tému (CNS), vedouci ke ztraté myelinu
v zanétlivych loZiscich bilé hmoty a posti-
zeni axond [1].

Jednd se o komplexni onemocnéni,
jehoz rozvoj a progresi ovliviiuje nékolik
patofyziologickych procesu, které nejsou
rovnomeérné zastoupeny u jednotlivych pa-
cientd a podminuji rdzny klinicky pribéh,
prognozu a efekt [é¢by [2]. Migrace aktivo-
vanych lymfocytl, makrofagu, zanétlivych
bunék, autoprotilatek a komplementu
pres hemato-encefalickou bariéru (HEB)
do CNS je povazovano za klicové pro ak-
tivitu onemocnéni a formovani zanétlivych
RS |ézi [3,4]. Dalezitou roli vtomto procesu
hraji adhezivni molekuly, chemokiny a ma-
trix metalloproteinazy (MMPs).

MMPs jsou enzymy, které se podileji na
remodelaci tkani za normdlnich i patolo-
gickych stavd a jsou schopné degrado-
vat vétsinu proteinovych slozek zakladni
mezibunécné hmoty [5-7]. Je zndmo nej-
méné 26 MMPs [8,9], jejichZ exprese byla
zjisténa v rdznych bunecnych populacich,
zejména v T lymfocytech, monocytech
a B lymfocytech [5,6]. Matrix metallopro-
teindza-2 (MMP-2), nazyvana také jako
gelatindza A, hraje ddlezitou roli v pato-
fyziologii RS. Dosavadni studie prokazuji,
Ze se spolu s matrix metalloproteindzou-9
(MMP-9) vyznamné podili na poruseni
HEB a Stépeni myelinového bazického
proteinu [5,10-12] u RS a experimentalni
autoimunitni encefalomyelitidy [13-16].

MMP-9 hraje vyznamnou roli také v pa-
togenezi mnoha dalsich, zejména auto-
imunitnich onemocnéni — napf. u sys-
témového lupusu, revmatoidni artritidy,
systémové sklerdzy, arteriosklerdzy a kar-
diovaskuldrnich onemocnéni [17]. Byla
zjisténa zvysena exprese MMP-9 v nesta-
bilnich plakach ve studii 41 pacientl po
endarterektomii [18]. Dalsi experimen-
taIni studie na zvifecim modelu prokazala
signifikantné zvysenou expresi MMP-9

v kortexu ischemického loziska po podani

intravendzni trombolyzy s uzitim tkaro-
vého aktivatoru plazminogenu [19].
Gelatindza A je exprimovana nejen
perifernimi leukocyty, ale také astro-
cyty, neurony a endotelidlnimi burikami
v CNS [20-23]. Byla prokadzana zvy3ena
exprese MMP-2, tkarfiového inhibitoru
metalloproteindz-2 (TIMP-2) a MMP-14

monocyty u RS pacientd ve srovnani se
zdravymi jedinci [6]. Vzhledem k tomu, Ze
monocyty se v CNS transformuji na mak-
rofagy a mikroglii, které tvofi hlavni po-
pulaci zanétlivych bunék v aktivnich de-
myeliniza¢nich plakach [6], MMP-2 se
pravdépodobné vyznamné podili na pro-
gresi zanétlivého procesu a vlastniho
onemocnéni.

Byla nalezena zvysena hladina MMP-2
v séru [24,25] u primdrné progresivni
RS, zvysena exprese mRNA v perifer-
nich mononukledrech (PBMC) u RS pa-
cientd [14] a v chronickych demyelinizac¢-
nich lézich [15,26,27]. Autofi Fainardi et
al (2009) prokézali zvysenou hladinu ak-
tivni MMP-2 intratékalné a zvyseny pomér
MMP-2/TIMP-2 v mozkomiSnim moku
a séru u RS pacientd ve srovnani s neza-
nétlivymi a jinymi zanétlivymi stavy [28].

Exprese a aktivita MMPs je regulovana
na nékolika Urovnich: genové exprese;
transkripce, zahrnuijici cytokiny a rdstové
faktory [5,6,8,29,30]; aktivace proen-
zymu; sekrece enzymu [31,32]; je inhi-
bovana specificky tkarovymi inhibitory
(TIMPs), které se vazi na proformy nebo
aktivované MMPs a nespecificky alfa-2
makroglobulinem. Dochazi k modifiko-
vané expresi genl kodujicich tyto pro-
teiny. Mutace téchto genl pravdépo-
dobné ovliviiuje stupen exprese, stabilitu
mRNA a vlastnosti danych proteind, coz
mUZe ovlivnit etiopatogenezi procesu.

V nasi predchozi studii jsme prokazali
hrani¢ni asociaci polymorfizmu MMP-2
—-1575G/A s RS [33]. Jiné studie za-
byvajici se vztahem genetickych poly-
morfizmd lokalizovanych v genech pro
MMP-2 a TIMP-2 s RS dosud nebyly pro-
vedeny. Z tohoto dlvodu jsme vy3etfili
dal3i funkéni polymorfizmy lokalizované
v téchto kandidatnich genech.

Cilem préace je analyza genetickych poly-
morfizm (-168G/T, —=735C/T) lokalizova-
nych v genu pro MMP-2 a polymorfizmu
+853 G/A v genu pro TIMP-2, stanoveni
frekvence alel a genotypové distribuce
ve studovaném souboru. Urcit asocia¢ni
vztah s vnimavosti k RS; nalézt mozné roz-
dily mezi pohlavimi a zjistit, zda ovliviujf
tizi onemocnéni a stuperi postizeni.

Material a metodika
Charakteristika souboru
Demograficka data jsou shrnuta v tab. 1.

Jednd se o studii typu case-control.
Bylo do ni zafazeno 375 jedincl, 240 pa-
cientd s RS, diagnostikovanou dle revido-
vanych McDonaldovych kritérif [34], pra-
mérny vék 38 + 10,2 let (x = SD), 181 Zen
a 59 muzd. Primérnad délka onemocnéni
¢inila 7,5 £ 6,3 let (x + SD). Kontrolni sou-
bor byl tvofen 135 zdravymi jedinci, pri-
mérny vék 36 + 11,9 let (x = SD), 85 Zen
a 50 muzl. Klinicky stav byl hodnocen
pomoci Expanded Disability Status Scale
(EDSS) mimo ataku [35]. Stuperi posti-
Zeni byl spocitdn podle Multiple Sclero-
sis Severity Score (MSSS) (graf 1) [36].
Nemocni byli rozdéleni podle formy one-
mocnéni do skupin nasledovné: 182 pa-
cientd s relabujici remitentni RS (RRRS),
32 nemocnych s sekundarné chronicko-
progresivni RS (SPRS) a 26 nemocnych
s primdrné progresivni RS (PPRS) formou
onemocnén.

Vsichni pacienti byli vy3etfeni ve spe-
cializovaném centru pro RS stejnym lékafem
(YB). Studie byla schvélena etickou komisi
FN Brno a vsichni jedinci podepsali informo-
vany souhlas pred vstupem do studie.

Geneticka analyza
Genotypizace byla provedena me-
todou polymerdzové ftetézové re-

Tab. 1. Demograficka data.

Skupina n Vék

x + SD
RS 240 38,5(10,2)
RRMS 182 35(8,8)
SPMS 32 46 (10,1)
PPMS 26 48 (10,1)
kontroly 135 36(11,9)

RS — roztrousena skleréza; RRRS — relabujici-remitentni roztrousena skleréza; SPRS — se-
kundarné-progresivni roztrousena skleréza; PPRS — primarné progresivni roztrousena
skleréza; EDDS — Expanded Disability Status Scale

EDSS MSSS Muzi/zeny
x +SD x + SD
3,5(1,8) 5,6 (2,3) 59/181
2,7 (1,1) 8(2,1) 40/142
5,6 (1,2) 1(1,8) 9/23
6,1(1,3) 8(1,6) 10/16
- 50/85
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akce (PCR) a restrik¢ni analyzou. DNA
byla izolovana z leukocytl periferni
krve pomoci metody s vyuzitim protei-
nazy K. Izolace DNA spocivala v lyze
bunék v roztoku, ktery obsahuje 10
mM Tris-HCI (pH = 8,5); 0,1% SDS;
0,17 mg/ml proteindzy K. Proteindza K
byla odstranéna extrakci fenolem a po
etanolové precipitaci a vysuseni byl vzo-
rek DNA rozpustén v TE pufru (10 mM
Tris-Cl pH = 8,1 mM EDTA pH = 8).

Detekce polymorfizma (-168G/T,
—735C/T) v genu pro MMP-2 a polymor-
fizmu +853G/A v genu pro TIMP-2 byla
provedena pomoci PCR se specifickymi
primery navrzenymi pUvodnimi autory
[37,38] a nasledné restrikeni analyzy spe-
cifickymi endonukledzami. Popis meto-
diky je uveden v tab. 2 a 3.

Statistické hodnoceni
K testovani rozdill mezi vybranymi skupi-
nami nemocnych nebo asociacemi mezi
sledovanymi parametry byly pouzity tyto
statistické techniky: Normalni rozlozeni
bylo testovédno Kolmogorov-Smirnovo-
vym testem normality. Normalni rozlo-
zeni dat bylo prezentovéno jako pramér
+ smérodatna odchylka (x + SD).
Vzhledem k tomu, Ze distribuce vét-
Siny ziskanych hodnot se liSila od nor-
malniho rozloZeni, byly déle pouZity ne-
parametrické testy. V case-control studii
bylo provedeno srovnani mezi genovou
distribuci a alelovou frekvenci ve sku-
piné nemocnych a kontrolni skupinég.
K testovani rozdilt mezi vybranymi pod-
skupinami nemocnych byla pouZita Har-
dyho-Weinbergova rovnovaha, rozdily

v genové distribuci byly testovany chi-
kvadrét (x?) testem a v alelové frekvenci
polymorfizmd jednotlivych nukleotidd
Fisherovym exaktnim testem. Pro ordi-
narni kategorické proménné byl pouZit
neparovy test ANOVA. Odds Ratio (OR),
95% Confidence Interval (Cl) a signifi-
kance hodnot byla spocitdna béznymi
metodikami.

Pro mnohocetné srovnani byla spoci-
tdna Bonferroniho korelace (Pcorr). Pro
zjisténi korela¢niho vztahu mezi genotypy
a tizi onemocnéni vyjadrenou EDSS a stup-
ném postiZzeni vyjadfenou MSSS byl pouzit
Kruskal-Wallisiv ANOVA test. Pro viechny
analyzy byla povazovéna za statisticky sig-
nifikantni hodnota p < 0,05. Ke zpracovani
vysledkl byl pouzit program STATISTICA
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA), verze 8.

years 0O 1 1,5 2 2,5

0 N Oy Ul A WN -

m 15t decile, m 2™ decile, m 3™ decile, m 4" decile,

EDSS
3,5 4 45 5 5,5 6
8,64 9,09 935 950 963 9,74
7,98 858 895 9,18 9,38 9,59
7,54 8,14 855 883 9,07 935
7,65 8,12 842 8,70 9,08
7,26 7,75 8,08 8,38 8,83
7,33 7,98 8,50
8,24
7,97
7,65

5t decile, m 6 decile, m 7t decile,

9,84
9,79
9,63
9,47
9,32
9,08
8,91
8,71
8,53
8,31
8,15
7,93
7,83
7,59
7,41
7,14

8" decile,

7 7,5 8 8,5 9 9,5
9,90 9,94 997 9,98 9,98 9,99
9,88 9,93 9,97 9,99 999 9,99
9,77 9,86 9,92 9,97 9,98 9,99
9,68 9,80 9,88 9,95 9,98 9,99
9,60 9,76 9,86 9,95 9,98 9,99
9,45 9,68 9,81 993 997 9,99
9,33 9,59 9,76 9,90 9,95 9,99
9,21 9,55 9,74 9,89 9,96 9,99
9,09 9,47 9,70 9,87 9,95 9,99
8,92 934 961 983 994 9,99
879 9,24 9,52 9,78 9,92 9,98
8,63 9,13 943 9,71 9,88 9,97
855 9,03 934 9,65 985 9,96
8,34 886 9,20 9,57 9,82 9,95
8,17 870 9,11 9,551 9,78 9,95
8,54 9,04 9,49 9,75 9,94
8,38 899 9,52 9,79 9,96
8,23 894 9,51 9,78 9,96
8,22 898 9,57 9,81 9,96
8,23 898 9,58 9,80 9,95
8,08 8,87 9,49 9,77 9,96
8,10 884 942 9,73 9,95
8,20 887 9,43 9,75 9,95
8,15 881 9,39 9,74 9,96
8,00 873 935 9,75 9,98
821 889 9,48 9,80 9,96
8,15 891 9,56 9,85 9,98
7,90 875 9,45 9,80 9,98
7,66 862 938 9,75 9,96
7,54 847 8,27 9,67 991

9t decile, @ 10* decile

Graf 1. Multiple Sclerosis Severity Score vygenerované v souboru 9 892 evropskych RS pacientd.
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Polymorfizmus

PCR — polymerazova fetézova reakce

Sekvence primer( (sense/antisense)

Tab. 2. Sekvence primerd, teplota pro pfipojeni primeru.

MMP-2 5-ATAGGGTAAACCTCCCCACATT-3 95/5°
—735C/T 5- GTAAAATGAGGCTGAGACCTG-3’

10/10°
MMP-2 5-CTGACCATTCCTTCCCGTTC-3 95/5
-168G/T 5-CGCCTGAGGAAGTCTGGAT-3’

10/10°
TIMP-2 5-GCCCAGGGTGTTCTGGATGG-3" 96/3"
+853G/A 5- CTCCGGCTGATGGCCCCACT- 37

10/10°

PCR (teplota - °C, cas)

95/45"-59,2/45"-72/45" (35%) 72/7

95/50"-51/45"-72/50" (35x%) 72/7"

95/40"- 63,5/ 30"-72/40" (30x) 72/7'

Polymorfizmus Restrikéni enzym

Tab. 3. Restrikéni enzymy, podminky a délka PCR produktl pro analyzu gent MMP-2 a TIMP-2.

Podminky

Délka fragmentu (bp)

MMP-2 Hinfl G{ANTC 37 °C for 4 h: PCR product 15 ul, H,0 2,5 ul, CC 300/300
—735C/T buffer R 2 ul, Hinfl 5 U TT 45, 255/45, 255
CT 300/45, 255
MMP-2 BseD | C{CNNGG 55 °C for 4h: PCR product 15 ul, H,0 2,7 ul, GG 26, 194, 205/26, 194, 205
—168G/T buffer Y/Tango 2 ul, BseD | 3 U TT 26, 399/26,399
GT 26, 194, 205/26, 399
TIMP-2 Bsr | ACTGGN|, 65 oC for 4h: PCR product 15 ul H,0, 2,5 ul, GG 221/221
+853G/A buffer R 2 ul, Bsr12,5U AA 61, 160/61, 160
GA 221/61, 160
Vysledky viak nezistal signifikantni po mnohona-  fizmd (=735C/T, —168G/T) lokalizovanych

Geneticka studie

Genotypova distribuce a alelova frek-
vence polymorfizmQ (-168G/T, —=735C/T)
v genu pro MMP-2 a polymorfizmu
+853G/A v genu pro TIMP-2 v celé RS
skupiné a kontrolni skupiné je shrnuta
v tab. 4.

Genotypova distribuce a alelova frek-
vence polymorfizmu +853G/A v genu pro
TIMP-2 ve skupiné RRRS a kontrolni sku-
piné je shrnuta v tab. 5.

Genotypova distribuce se nelisila v Har-
dyho-Weinbergové rovnovédze v Zadném
polymorfizmu v Zadné skupiné (p > 0,05).

Nebyla prokazana signifikantni asociace
vySetfenych polymorfizm@ s vnimavosti k RS
a nebyl prokazan rozdil mezi pohlavimi.

Po rozdéleni nemocnych na skupiny
podle prdbéhu onemocnéni na RRRS,
SPRS a PPRS jsme prokazali v distribuci po-
lymorfizmu TIMP-2 +853G/A signifikantni
rozdil genové distribuce (Pg = 0,04) mezi
skupinou RRRS a kontrolni skupinou. Ho-
mozygoti GG a heterozygoti GA se vysky-
tovali frekventnéji u pacient s RRRS (OR
1,46; 95% Cl: 0,91-2,36). Tento rozdil

sobném srovnan.

Nebyl prokazan signifikantni rozdil vy-
Setfenych polymorfizmC mezi skupinami
RRRS, SPRS PPRS.

Korelace genotypu s tizi
onemocnéni a stupném postizeni
Nebyla nalezena signifikantni korelace
mezi genotypy a tiZzi onemocnéni vyja-
dfenou EDSS ani stupném postiZzeni vy-
jadfenou MSSS podle Roxburgha. EDSS
skore v celé RS skupiné cinilo 3,5 £ 1,8
(x = SD), MSSS skére v celé RS skupiné ¢i-
nilo 5,6 + 2,3 (x + SD).

Diskuze
RS je multifaktoridlni choroba, vnimavost
k tomuto onemocnénf je podminéna ge-
netickou predispozici. Mezi kandidatni
geny fadime geny pro MMP-2, -9 a jejich
inhibitory, nebot hraji ddleZitou roli v mi-
graci zanétlivych bunék pres HEB, coz je
jednim z nejdalezitéjsich faktort podmi-
nujicich rozvoj a progresi RS.

V prezentované asociacni studii byl po-
prvé testovan vztah genetickych polymor-

v kandidatnim genu pro MMP-2 a TIMP-2
+853G/A genetického polymorfizmu s ri-
zikem rozvoje RS. Nase predchozi stu-
die prokazala Cetné&jsi zastoupeni homo-
zygotl GG a heterozygotd GA MMP-2
—-1575G/A genetického polymorfizmu ve
skupiné RS pacientd ve srovnani s kon-
trolnim souborem [33]. Alela-=1575G zvy-
Suje promotorovou aktivitu MMP-2 ovliv-
nénim vazby estrogenniho receptoru [39].

Alela T MMP-2-735C/T genetického
polymorfizmu je také funkéni, snizuje
promotorovou aktivitu nasledkem pre-
ruseni Sp1-vazebného mista (CCACC
box) ve studii in vitro [40]. Bunécny
transkripcni faktor Sp1 se vaze na kri-
tické regula¢ni prvky v r@znych bunéc-
nych a virovych promotorech. Chybéjici
Sp1-vazebna sekvence MMP-2 -735T
alely mdze vést ke snizeni produkce pro-
teinu MMP-2 u jedincl nesoucich CT nebo
TT genotyp ve srovnani s jedinci nesoucimi
CC genotyp [37]. Tato alela je funk¢né
spojena s alelou T =1306C/T genetického
polymorfizmu, kterd také silné snizuje
promotorovou aktivitu prerusenim Sp1-
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Polymorfizmus
-168 G/T MMP-2
MS (n = 216)
kontroly (n = 114)
—735 /T MMP-2
MS (n = 239)
kontroly (n = 130)
+853 G/A TIMP-2
MS (n = 240)
kontroly (n = 135)

Genotyp

GG (%)
180/216 (83,2)
95/114 (83,3)
CC (%)
176/239 (73,6)
103/130(79,2)
GG (%)
184/240 (76,7)
95/135 (70,4)

Tab. 4. Srovnani genotypové distribuce a alelové frekvence u skupiny RS a kontrol.

Genotyp Genotyp Pg Pcorr Alela Alela Pa Pcorr
GT (%) TT (%) 0,89 NS G (%) T (%) 0,93 NS
35/216(16,2) 1/216 (0,5) 395/432 (91,4) 37/432 (8,6)

18/114 (15,8) 1/114 (0,9) 208/228 (91,2) 20/228 (8,8)

CT (%) TT (%) 0,27 NS C (%) T (%) 0,18 NS
60/239 (25,1) 3/243(1,3) 412/478 (86,2) 66/478 (13,8)

27/130(20,8) 0/130 (0) 233/260 (89,6) 27/260(10,4)

GA (%) AA (%) 0,13 NS G (%) A (%) 0,33 NS
53/240 (22) 3/244 (1,3) 429/480 (87,7) 59/480(12,3)

40/135 (29,6) 0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

Pg — pravdépodobnost rozdilu v genotypové distribuci; Pa — pravdépodobnost rozdilu v alelové frekvenci; RS — roztrousend skleréza;
n — pocet; NS — nesignifikantni rozdil, Pcorr — Bonferroniho korekce

Polymorfizmus
+853 G/A TIMP-2
RRMS (n = 182)
kontroly (n = 135)

SPRS (n = 32)
kontroly (n = 135)
PPRS (n = 26)

kontroly (n = 135)

Genotyp
GG (%)

146/182 (80,2)

95/135 (70,4)
23/32(71,9)
95/135 (70,4)
16/26 (61,5)
95/135 (70,4)

Tab. 5. Srovnani genotypové distribuce a alelové frekvence TIMP-2 +853G/A polymorfizmu skupin RS a kontrol.

Genotyp Genotyp Pg Pcorr Alela Alela Pa Pcorr
GA (%) AA (%) G (%) A (%)

34/182(18,7) 2/182(1,1) 0,04 NS 326/364 (89,6) 38/364(10,4) 0,11 NS
40/135(29,6)  0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

8/32 (25) 1/32 (3,1) 0,11 NS 54/64 (84,4) 10/64 (15,6) 0,98 NS
40/135 (29,6) 0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

10/26 (38,5) 0/27 (0) NS NS 42/52 (81,6) 10/52 (19,2) 0,31 NS
40/135(29,6)  0/135 (0) 230/270 (85,2) 40/270 (14,8)

dil; Pcorr — Bonferroniho korekce

Pg — pravdépodobnost rozdilu v genotypové distribuci; Pa — pravdépodobnost rozdilu v alelové frekvenci; RS — roztrousend sklerdza;
RRRS - relabujici-remitentni roztrousena skleréza; PPRS — primarné progresivni roztrousena skleréza; n — pocet, NS — nesignifikantni roz-

-vazebného mista in vitro [37] a bylo pro-
kazéno synergni ovlivnéni exprese mRNA
MMP-2 [41]. Byla zjisténa asociace haplo-
typu CC se zvy3enym rizikem karcinomu
jicnu [40] a plicniho karcinomu [41,42].
U revmatoidnf artritidy byla zjisténa zvy-
send frekvence alely T u nemocnych
muzU [43] ve srovnani se zdravymi kon-
trolami. V nasem souboru nebyl nale-
zen signifikantni rozdil mezi RS pacienty
a kontrolni skupinou u tohoto genetic-
kého polymorfizmu.

Asocia¢ni studie zabyvajici se vztahem
genetickych polymorfizma lokalizovanych
v genu pro TIMP-2 s RS nebyly dosud
provedeny. Studovali jsme TIMP-2 +853
G/A polymorfizmus, ktery je lokalizovan
na chromozomu X17923-9g25 a nachazi
se na 3. exonu. V nasem souboru nebyl
nalezen signifikantni rozdil mezi RS pa-
cienty a kontrolni skupinou. Po rozdé-
leni souboru na skupiny podle pribéhu
onemocnéni bylo prokadzano cetnéjsi za-
stoupeni homozygott GG a heterozygot(
GA ve skupiné RRRS pacientl ve srov-

nani s kontrolnim souborem. Byla zjisténa
také zvysena frekvence alely G u pacientd
s tézkou chronickou obstrukéni chorobou
bronchopulmonalni [44] a u nemocnych
s aneuryzmaty bfisni aorty [45] ve srov-
nani s kontrolami. Ackoli substituci +853
G/A nukleotidu nedochdzi ke zméné ami-
nové kyseliny, je pravdépodobné snizeni
aktivity TIMP-2. Dalsi moznosti je sekun-
darni ovlivnéni struktury mRNA, coZ vede
k inhibici miry translace a/nebo snizenf
stability mRNA [44]. Tento enzym inhibuje
specificky MMP-2, kterd se vyznamné po-
dili na poruseni HEB, remodelaci extrace-
luldrni matrix, poskozeni neurond, axont
a reparaci tkani [46]. Pfi nedostatecné in-
hibici dochazi ke zvy3ené aktivité MMP-2,
coz mUZze vést k progresi onemocnéni.
Nase nalezy neprokazuji asocia¢ni vztah
vysetfenych polymorfizmd v genu pro
MMP-2 a TIMP-2 s vnimavosti k RS. Nena-
lezli jsme ani asociaci genotyp s tizi one-
mocnéni nebo stupném postiZzeni vyjad-
fené EDSS a MSSS skore. Jedna se viak
o prvni asociacni studii uvedenych SNPs

v genech pro MMP-2 a TIMP-2 s RS. Vzhle-
dem k vyznamu MMP-2 a TIMP-2 v pato-
fyziologii RS je potfeba provést dalsi ne-
zavislé studie ve vétsim souboru pacientl
a ovefit ziskané vysledky.

RS je multifaktoridlni onemocnéni, vni-
mavost k rozvoji a progresi choroby je ge-
neticky determinovana. Na spusténi au-
toimunitniho procesu se pravdépodobné
podili velké mnoZstvi malych gend, které
podminuji vysokou interindividudini va-
riabilitu choroby [47-49]. Zjisténi rizi-
kovych genetickych polymorfizmd v re-
gulacnich oblastech kandidatnich gena,
které modifikuji expresi metaloproteindz
a jejich tkanovych inhibitort, maze po-
skytnout dllezité informace o patoge-
nezi onemocnéni a nalézt jednotlivce se
zvysenym rizikem. Mimoto, zjisténi rizi-
kovych alel pro dané onemocnéni maze
napomoci ve vyvoji specifické terapie
a prispét ke zjisténi individualni odpovédi
pacientl na terapii.

MMPs jsou slibny biologicky marker, je-
jich vyznam v patofyziologii RS a vyuziti
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v klinické praxi vsak jesté musi byt ovéren
v dalsich studiich.
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