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polymorphism is not a susceptibility factor
of abdominal aortic aneurysm or aortoiliac
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Abstract

Abdominal aortic aneurysm (AAA) and aortoiliac occlusive disease (AIOD) are common vascular diseases with
both genetic and environmental risk factors involved. Matrix metalloproteinases (MMPs) play a major role in
the remodelling of the extracellular matrix of aorta, and their contribution to the pathogenesis of abdominal
aortic aneurysm is unquestionable. The purpose of this study was to examine the role of MMP 3 (=77A>G)
gene polymorphism in the development of abdominal aortic aneurysm (AAA) or aortoiliac occlusive disease
(AIOD) in the Polish population. We investigated 925 individuals in 3 groups: AAA (n = 300), AIOD (n = 312),
and control (n = 313). The MMP|3 (=77A>G) genotyping analysis was performed by PCR-RFLP methods
and gel electrophoresis. The MMP 3 (—77A>G) genotype distribution and allele frequencies were consistent
with the Hardy-Weinberg equilibrium. No significant differences in genotype distribution and allele frequencies
between patients with the AAA or AIOD and the control group were observed. There were also no significant
differences in MMP 3 (=77A>G) genotype distribution and allele frequencies between the study groups in
regard to gender, hypertension, myocardial infarction, or other risk factors. The results of our study indicate
that MMP 3 (=77A>G) gene polymorphism is a susceptibility factor neither of abdominal aortic aneurysm
nor aortoiliac occlusive disease in the Polish population.

Key words: AAA, abdominal aortic aneurysm, AIOD, aortoiliac occlusive disease,
gene polymorphism, MMP| 3, susceptibility factor

Streszczenie
Tetniak aorty brzusznej (AAA) oraz niedroznosc aortalno-biodrowa (AIOD) sq czestymi chorobami, ktdrych
wystepowanie jest determinowane przez czynniki genetyczne i srodowiskowe. Jednoznacznie potwierdzono
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udziat metaloproteinaz macierzy (MMPs) w patogenezie AAA poprzez udziat w przebudowie macierzy ze-
wngqtrzkomorkowej $ciany aorty. Celem badania byfo okreslenie roli polimorfizmu genu MMP3 (=77A>G)
w rozwoju tetniaka aorty brzusznej i niedroznosci aortalno-biodrowej w populacji polskiej. Badaniu podlegato 925
o0séb zakwadlifikowanych do 3 grup: AAA (n = 300), AIOD (n = 312) i do grupy kontrolnej (n = 313). Analiza
genotypowania MMP | 3 (=77A>G) zostata przeprowadzona metodq PCR-RFLP i elektroforezy w zelu. Rozktad
genotypéw MMP |3 (—77A>G) i czestos¢ wystepowania alleli byly zgodne z prawem Hardy 'ego-Weinberga.
Nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie genotypdw i czestosci wystepowania alleli pomiedzy pacjentami
z AAA lub AIOD oraz grupg kontrolng. Nie zaobserwowano istotnych réznic w rozkfadzie genotypéw MMP | 3
(~77A>G) i czestosciq alleli pomiedzy badanymi grupami w odniesieniu do pici, wystepowania nadcisnienia
tetniczego, zawatu serca i innych czynnikéw ryzyka. Wyniki badania autoréw wskazujq, ze polimorfizm genu
MMP3 (=77A>G) nie jest czynnikiem roznicujgcym wystepowanie tetniaka aorty brzusznej i niedroznosci

aortalno-biodrowej w populacji polskiej.

Stowa kluczowe: AAA, tetniak aorty brzusznej, AIOD, niedrozno$¢ aortalno-biodrowa,
polimorfizm genéw, MMP| 3, czynniki ryzyka
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Introduction

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a common
vascular disease affecting approximately 2—-6% of the
population and up to 9% of men over 65 years old
in developed countries [, 2]. Pathogenesis of AAA is
a multifactorial degenerative process characterized by
histological signs of chronic inflammation, destruction of
elastin and collagen in the media and adventitia, smooth
muscle cell depletion with thinning of the medial wall,
and neovascularization [3]. AAA is considered to be
a complex disease with both genetic and environmental
risk factors involved [4, 5].

Aortoiliac occlusive disease (AIOD) is a symptom of
systemic atherosclerosis localized in the distal segment
of the abdominal aorta and frequently extending to the
iliac arteries.

Matrix metalloproteinases (MMPs) play a major role
in the remodelling of the extracellular matrix of aorta,
and their contribution to the pathogenesis of abdominal
aortic aneurysm is unquestionable [6—8]. The expression
of MMPs is regulated predominantly at the transcriptional
level, and a number of MMP genes contain single nucleo-
tide polymorphisms in a promoter region that appear to
affect the respective MMP production in an allele-specific
manner [9]. These functional polymorphisms may con-
tribute to interindividual differences in susceptibility to
different diseases which are dependent on the activity
of MMPs [10]. While the gelatinases MMP2 and MMP9,
with their elastolytic activity, seem to play a key role
in aneurysm pathogenesis [| 1], other members of the
MMP family are likely also to be involved.

Matrix metalloproteinase-13 (MMP13) was found
to be expressed abundantly in both AAAs and athero-

Wstep

Tetniak aorty brzusznej (AAA, abdominal aortic aneu-
rysm) jest czesta chorobg uktadu naczyniowego, rozpo-
znawang u 2—6% populacji. Schorzenie czesciej wyste-
puje u mezczyzn — dotyczy nawet 9% oséb w wieku
powyzej 65 lat, zyjacych w krajach rozwinietych [1, 2].
Powstawanie AAA jest determinowane przez wielo-
czynnikowy proces zwyrodnieniowy z histologicznymi
wykfadnikami przewlektego stanu zapalnego, rozpadem
widkien sprezystych i kolagenowych w btonie $rod-
kowej naczynia i przydance, spadek liczby komoérek
miesni gtadkich ze $cienczeniem bfony srodkowej oraz
neowaskularyzacja [3]. Przypuszcza sie, ze dynamika
powyzszych proceséw podlega regulacji przez czynniki
genetyczne i sSrodowiskowe [4, 5].

Niedroznos¢ aortalno-biodrowa (AIOD, aortoiliac
occlusive disease) jest jedna z postaci uogdlnionej miaz-
dzycy zlokalizowanej w dalszym odcinku aorty brzusz-
nej oraz w tetnicach biodrowych. Podobnie jak tetnia-
ki aorty, AIOD czesciej wystepuje u mezczyzn i jest
determinowana przez wiele czynnikéw genetycznych
i Srodowiskowych.

Metaloproteinazy macierzy (MMPs) odgrywaja
dominujaca role w przebudowie macierzy zewnatrz-
komérkowej $ciany aorty a ich udziat w patogenezie
tetniaka aorty brzusznej jest bezsporny [6—8]. Ekspres-
ja MMPs jest regulowana w przewazajacej czesci na
poziomie transkrypcji, a pewna liczba genéw MMPs
zawiera w regionie promotora pojedyncze polimorfizmy
nukleotydowe, ktére wydaja sie¢ wptywac na synteze
MMPs w sposéb allelospecyficzny [9]. Takie funkcjonalne
polimorfizmy moga sie przyczynia¢ do wystepowania
indywidualnych réznic w podatnosci na wystapienie réz-
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sclerotic lesions but not in normal aortic controls [12].
The elevated RNA expression levels of MMP13 were
observed in human AAAs [12, 13], in cultured vascular
smooth muscle cells [12], and recently in a rodent model
of AAA [14]. The presence of MMPI3 protein in the
aneurismal wall was demonstrated by Yoon, Tromp, and
Cho [13-15]. MMP1 3 has a wide spectrum of substrate
specificity: preferentially hydrolyses type Il collagen
and is also active on other matrix components such as
gelatine, fibronectin, aggrecan, and type IV, IX, X, and
X1V collagens [16]. MMP13 activity is controlled in vivo
by naturally occurring inhibitors such as a,-macroglob-
ulins and tissue inhibitors of metalloproteases (TIMPs).
The human MMPI3 gene is transcribed into several
transcripts, and MMPI3 promoter has several bind-
ing sites implicated in transcriptional regulation. The
MMP[3(-77A>G) polymorphic site is located within
the Ets/PEA-3 binding site (—77 to —83 nt) [16]. Yoon et
al. showed that MMPI3(-77A>G) polymorphism had
allele-specific effects on the regulation of the metallo-
proteinase- | 3 gene expression and that the —77A alleles
had higher promoter activity than the —77G alleles [ 15].

The aim of the present study was to examine a single
nucleotide polymorphism (-77A>G) of the promoter
of the MMPI3 gene in Polish patients with abdominal
aortic aneurysm and evaluate it as a potential suscep-
tibility factor to developing AAA. We also investigated
MMP-13 (-77A>G) gene polymorphism in patients with
aortoiliac occlusive disease to compare the results of
abdominal aortic aneurysm with disease involving ath-
erosclerosis located in abdominal aorta.

Materials and methods

Subjects

The study included consecutive patients with either
AAA (n = 300) or AIOD (n = 312) referred to and sub-
jected to surgery in the Department of General and Vascu-
lar Surgery of the Poznan University of Medical Sciences in
the years 2003—-2006 and 2008-2010. AAA was defined as
a focal dilation of the abdominal aorta at least 50% larger
than the adjacent suprarenal segment. Aneurysms with
diameter of > 48 mm were included in the study. Familial
AAA cases and patients with aneurysm characterized by
inflammation, dissection, or having emerged as a result of
trauma were excluded from the study. Aortoiliac occlusive
disease was defined as a chronic atherosclerotic occlusion
of distal segments of aorta and iliac arteries. The AIOD
group included patients with clinical symptoms of ischaemia
in degrees lll, IV, and V (Rutherford’s) diagnosed by both
symptomatic and anatomical criteria.

Controls (n = 313) comparable for age and sex
to patients with aneurysm were recruited from the

nych choréb zaleznych od aktywnosci poszczegdlnych
MMPs [ 10]. Prawdopodobnie zelatynazy MMP2 i MMP9,
z ich aktywnoscig elastolityczng, odgrywaja dominujaca
role w patogenezie tetniaka [I 1], jednak jest bardzo
prawdopodobne, ze takze inne enzymy z rodziny me-
taloproteinaz biora udziat w tym procesie.

W dotychczasowych badaniach stwierdzono, ze
ekspresja macierzowej metaloproteinazy |3 (MMP13)
jest zwiekszona w przypadku obydwu analizowanych
schorzen, przy niezmienionych wartosciach ekspresji
w wycinkach $cian aorty pochodzacych od oséb z grupy
kontrolnej [12] Podwyzszone poziomy ekspresji RNA
dla MMP13 obserwowano w skrawkach scian oraz
w hodowlach komérek miesni gtadkich pozyskanych
ze $cian tetniakdw u ludzi, jak réwniez w tetniakach
aorty brzusznej wygenerowanych w modelach zwierze-
cych u gryzoni [12-15]. MMP |3 ma szerokie spektrum
aktywnosci substratowej: chociaz preferencyjnie hy-
drolizuje typ Il kolagenu, wykazuje réwniez aktywnosé
w odniesieniu do innych skfadowych macierzy, takich jak
zelatyna, fibronektyna, agrekan, a takze kolageny typu
IV, IX, Xi XIV [16].

Aktywnos¢ MMP |3 jest regulowana in vivo poprzez
naturalnie wystgpujace inhibitory, takie jak a,-mak-
roglobuliny i tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(TIMPs). Ludzki gen MMP13 sktada sie z kilku trans-
kryptéw, a promotor MMP13 ma kilka miejsc wiaza-
cych, bioracych udziat w regulacji transkrypciji. Poli-
morficzne miejsce MMPI3(-77A>G) jest zlokalizowane
W regionie miejsca wigzacego czynniki transkrypcyjne
Ets/PEA-3 (pozycja —77 do —83 nt) [16]. Yoon i wsp.
wykazali, ze polimorfizm MMP|3(-77A>G) w sposob
allelospecyficzny wptywa na regulacje ekspresji genu
metaloproteinazy |3, co wynika z faktu, ze allel —-77A
ma wiekszg aktywno$¢ promotora niz allel -77G [15].

Celem prezentowanego badania byto okreslenie
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (-77A>G) w re-
gionie promotora genu MMPI3 u polskich pacjentéw
z tetniakiem aorty brzusznej lub niedroznoscig aortalno-
-biodrowa oraz przydatnosci oceny tego polimorfizmu
genetycznego jako potencjalnego czynnika podatnosci
dla rozwoju AAA lub zmian miazdzycowych w tej lo-
kalizacji.

Materiat i metody

Pacjenci

Do badania zostato wigczonych 300 pacjentéw z tet-
niakiem aorty brzusznej i 312 chorych z niedroznoscia
aortalno-biodrowa, leczonych operacyjnie w Klinice
Chirurgii Ogdlnej i Naczyn Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Tetniak aorty zostat zdefiniowany jako miej-
scowe poszerzenie odcinka dalszego aorty brzusznej
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abdominal aortic aneurysm screening studies con-
ducted in the Department of General and Vascular
Surgery of the Poznan University of Medical Sciences
in 2009 and 2010.

All studied individuals underwent complete clinical
examination in order to exclude subjects suffering from
connective tissue disorders and malignant or other in-
flammatory disease. Data concerning medical records,
medication history, and smoking habit were collected
based on a detailed questionnaire. Lipid fractions were
measured after overnight fasting.

All subjects underwent Doppler ultrasound scan-
ning examination. The aortic diameter was measured
below the origin of the renal arteries. The measure-
ments were obtained in aorta transverse view, in two
planes by applying measurement calipers to the outer
surfaces of the walls. Patients with AAA or AIOD were
subjected to further examinations by computed tomog-
raphy angiography (CTA). The subjects were considered
as hypertensive when they had diastolic pressure above
90 mm Hg, systolic pressure above 140 mm Hg, or were
on antihypertensive therapy.

The research protocol was reviewed and approved
by the institutional ethics committee. All individuals en-
rolled in this study were Polish, living in the Wielkopolska
region (western part of Poland).

Detection of MMP13(-77A>G) gene
polymorphism (rs2252070)

DNA was isolated from 5 ml of peripheral blood
samples by standard methods. The genotyping of the
MMP|3 (-77A>G) gene polymorphism was performed
by polymerase chain reaction and restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) methods as de-
scribed previously [15, 17]. The sequence surrounding
the single nucleotide polymorphism at position —77 of
MMP-1 3 gene promoter was amplified with the primers:
F5’-GATACGTTCTTACAGAAGGC-3’ (forward primer)
and R 5’-GACAAATCATCTTCATCACC-3’ (reverse
primer). For restriction fragment length polymorphism,
the 445 bp PCR-products were digested with Bsrl
(BseNl) restriction enzyme. Fragments corresponding
to allele A (445 bp) and allele G (197 bp 248 bp) were
analysed on agarose gel stained with ethidium bromide.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statistica
software version 9.0. Demographic and clinical data
were expressed as mean * SD, median, and range.
Genotype and allele frequencies were obtained by di-
rect count. Consistency with the Hardy-Weinberg rule
and the differences between the groups were assessed

o co najmniej 50% w stosunku do przylegtego podner-
kowego odcinka aorty. W badaniu uwzgledniono tetniaki
o $rednicy > 48 mm. Przypadki rodzinnego wystepowania
tetniakéw aorty brzuszneji pacjenci z tetniakami zapalnymi
lub ostrymi, bedacymi wynikiem urazu, zostali wytaczeni
z badania. Niedroznos¢ aortalno-biodrowa zostata zdefi-
niowana jako przewlekta miazdzycowa niedroznos¢ od-
cinka dalszego aorty i tetnic biodrowych. Grupa z AIOD
obejmowata pacjentéw z objawami klinicznymi niedo-
krwienia w I, IV 1V stopniu wg klasyfikacji Rutherforda,
na podstawie kryteriéw objawowych i anatomicznych.

Grupa kontrolna (n = 313), poréwnywalna pod
wzgledem wieku i ptci w stosunku do pacjentéw z tetnia-
kami, zostata utworzona podczas badar przesiewowych
w kierunku tetniakéw aorty brzusznej, przeprowadzo-
nych w Klinice Chirurgii Ogoélneji Naczyn Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w latach 2009 i 2010.

U wszystkich oséb wigczonych do badania przeprow-
adzono petne badanie kliniczne w celu wykluczenia oséb
z chorobami tkanki tacznej, nowotworami lub innymi
schorzeniami zapalnymi. Dane dotyczace dokumen-
tacji medycznej, zazywanych lekéw i palenia tytoniu,
zostaty zebrane na podstawie szczegétowej ankiety.
Poszczegodlne frakcje lipidowe osocza byly okreslane
po nocnej przerwie w jedzeniu.

Srednice aorty brzusznej w odcinku ponizej poziomu
odejscia tetnic nerkowych autorzy niniejszej pracy mierzyli
w badaniu ultrasonograficznym. Pomiar wykonywano na
przekroju poprzecznym aorty, w dwéch ptaszczyznach,
przyktadajac znaczniki do powierzchni zewnetrznej $cian.
U wszystkich chorych z AAA i AIOD zakwalifikowanych
do leczenia zabiegowego wykonano badanie tomogra-
ficzne. Nadci$nienie tetnicze rozpoznano u pacjentéw
z wartosciami ci$nienia skurczowego > 140 mm Hg
i/lub ci$nienia rozkurczowego > 90 mm Hg oraz u oséb
przyjmujacych leki hipotensyjne.

Protokét badania zostat sprawdzony i zaakceptowa-
ny przez Komisje Etyczng Uniwersytetu Medycznego.
Wszystkie osoby wtaczone do badania byty Polakami,
zamieszkujacymi w Wielkopolsce.

Oznaczanie polimorfizmu genu MMP3(-77A>Q)
(rs2252070)

DNA byt izolowany z 5 ml prébek krwi obwodo-
wej, za pomocg standardowych metod. Genotypowanie
polimorfizmu genu MMPI3 (-77A>G) byto przepro-
wadzane za pomoca polimerazowej reakcji fancucho-
wej, a polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych
(PCR-RFLP) przy uzyciu metod opisanych wczesniej
[15, 17]. Sekwencja otaczajaca pojedynczy polimorfizm nu-
kleotydowy w pozycji —77 promotora genu MMP| 3 byta
amplifikowana przy zastosowaniu starteréw: F5’-GA-
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by two-tailed y?-test with 95% CI. Two models of in-
heritance: recessive (A/A vs. A/G+G/G) and dominant
(A/A+ A/G vs. G/G), were tested. The non-parametric
Mann-Whitney test, y2-test, and exact Fisher test were
used. The odds ratio (OR) with a 95% CI was deter-
mined. A P-value < 0.05 was considered to indicate
statistical significance. All tests were two-tailed.

Results

Demographic and clinical characteristics of the pa-
tients and controls are shown in Table |. The AAA pa-
tients and controls were matched by age and gender.
The AAA patients were also comparable with controls by
risk factors: hypertension and total and LDL-cholesterol.
A history of myocardial infarction was the most frequent
in the AAA patient group. The frequency of diabetes was
comparable in all three studied groups. The percentage
of past or present smokers was significantly higher in
both groups of patients in comparison with the control
group.

Genotyping results were available from 925 individu-
als: 300 patients with AAA, 312 patients with AlIOD,
and 313 controls. The MMPI3 genotype distribution
and allele frequencies were consistent with the Har-
dy-Weinberg equilibrium and are described in Table II.
No significant differences in genotype distribution and al-
lele frequencies between patients with the AAA or AIOD
and the control group were observed (neither in domi-
nant, nor in recessive model of inheritance). We did not
observe any significant differences in MMP I3 (-77A>G)
genotype distribution and allele frequencies between
the study groups in regard to gender, hypertension,
myocardial infarction, or other risk factors (data not
shown). The A allele frequency was the highest in the
AAA patient group (0.748) in comparison with the con-
trol group (0.738) and AIOD (0.713) (Tables Il and IIl).
The frequencies of A allele in our Polish study population
were higher in comparison with Caucasian data from
other authors and the NCBI-SNP Database (Table IIl).
The A allele frequencies were most closed to those re-
ported for Blacks and African-Americans (15, NCBI-SNP
Database).

Discussion

Genetic analysis in abdominal aortic aneurysm has
been dominated by candidate gene association studies
[5, 18, 19]. Based on SNP analysis, a number of sus-
ceptibility genes for AAA were postulated, including:
methylene-tetra-hydrofolate reductase (MTHFR), angio-
tensin converting enzyme (ACE), MMP?9, tissue inhibitor
of matrix metalloproteinase -1 (TIMP-1), interleukins,
and other genes [5, 18-21]. In a whole-genome analysis

-TACGTTCTTACAGAAGGC-3’ (starter wiodacy)
i R5’-GACAAATCATCTTCATCACC-3’ (starter odwré-
cony). W celu uzyskania polimorfizmu dtugosci fragmen-
téw restrykeyjnych produkty PCR o diugosci 445 pz byty
hydrolizowane przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Bsrl
(BseNl). Fragmenty odpowiednie dla allelu A (445 pz)
i allelu G (197 pz i 248 pz) analizowano w zelu agaro-
zowym barwionym bromkiem etydyny.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata wykonana przy uzyciu
oprogramowania Statistica wersja 9.0. Dane kliniczne
i demograficzne wyrazono jako $rednie + SD, mediana
i zakres. Genotyp oraz czesto$¢ wystepowania alleli
okreslono metoda bezposredniego liczenia. Zgodnos¢
z regufa Hardy’ego-Weinberga i réznice miedzy grupami
byty oceniane dwustronnym testem y2 z przedziatem
ufnosci Cl 95%. Testowaniu podlegaty dwa modele
dziedziczenia — recesywny (A/Avs. A/G+G/G) oraz do-
minujacy (A/A+A/Gvs. G/G). Uzyto nieparametrycznego
testu Manna-Whitneya, testu 2 oraz testu doktadnosci
Fishera. lloraz szans (OD, odds ratio) zostat okreslony
z 95-procentowym przedziatem ufnosci. O uzyskaniu
statystycznej istotnosci $wiadczy p < 0,05. Wszystkie
testy byty dwustronne.

Wyniki

Charakterystyke demograficzng i statystyczna pa-
cjentéw oraz grupy kontrolnej przedstawiono w tabeli I.
Grupa chorych z AAA byta poréwnywalna z grupa kon-
trolng pod wzgledem wieku i pici oraz wystepowania
czynnikéw ryzyka, takich jak nadcisnienie tetnicze, ste-
zenia cholesterolu catkowitego i frakcji LDL. Dodatni
wywiad w kierunku przebytego zawatu serca byt czestszy
w grupie AAA. Czestos¢ cukrzycy byta poréwnywalna
we wszystkich trzech badanych grupach. Odsetek bytych
i obecnych palaczy tytoniu byt znaczaco wyzszy w obu
grupach pacjentéw w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Whyniki badan genetycznych byty dostepne w odnie-
sieniu do 925 oséb: 300 pacjentéw z AAA, 312 pacjentow
zAlIOD i 313 oséb z grupy kontrolnej. Rozktad genotypu
MMPI13 i alleli byt zgodny z réownowaga Hardy-Wein-
berga i zostat opisany w tabeli Il. Nie zaobserwowano
istotnych réznic w rozkfadzie genotypéw i czestosci
wystepowania alleli pomiedzy pacjentami z AAA lub
AIOD a grupa kontrolng (zaréwno w modelu dziedzi-
czenia dominujacego, jak i recesywnego). Autorzy nie
zaobserwowali zadnych istotnych réznic w rozktadzie
genotypdw MMP| 3 (-77A>G) ani czestosci wystepowa-
nia alleli pomiedzy badanymi grupami, w odniesieniu do
pici, nadcisnienia tetniczego, przebytego zawatu serca
czy innych czynnikéw ryzyka (dane nie zostaty przedsta-
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Table I. Demographic and clinical characteristics of the study population

Tabela I. Charakterystyka demograficzna i kliniczna badanej populaciji

Variable AAA AIOD Control p value p value p value
n =300 n=3I12 n=3I3 AAA AIOD AAA
vs vs vs
Control Control AIOD
AAA vs AIOD vs
grupa grupa
kontrolna kontrolna
Male 85.6% 73.7% 85.9% ns. 0.0001 0.0002
Mezczyzni
Female 14.4% 26.3% 14.1% n.s. 0.0001 0.0002
Kobiety
Age (y)
Wielk (lata)
Mean + SD 66.9 =84 60.4 = 8.3 669 =72 ns. < 0.0001 < 0.0001
Srednia = SD
Median (min—max) 67.0 60.0 65.5 n.s. < 0.0001 < 0.0001
Mediana (min.-maks.) (33.0-92.0) (38.0-86.0) (43-89)
BMI [kg/m?]
Mean + SD 27.1 £39 24.6 =45 283+4 0.0007 < 0.0001 < 0.0001
Srednia = SD
Median (min—-max) 27.1 24.2 28.1 0.0007 < 0.0001 < 0.0001
Mediana (min.—-maks.) (17.8-45.0) (13.0-37.6) (16.5-43.7)
Total cholesterol [mmol/L]
Cholesterol catkowity [mmol/l]
Mean * SD 52+ 14 53+ 14 53+ 1.1 n.s. ns. ns.
Srednia = SD
Median (min—-max) 5.0 5.25 53 n.s. n.s. n.s.
Mediana (min.—maks.) (1.6-9.7) (2.1-11.3) (2.6-8.9)
HDL-cholesterol [mmol/L]
Cholesterol frakcji HDL
[mmol/l]
Mean + SD 1.2 +£05 1.2 +04 1.4+04 < 0.0001 < 0.0001 n.s.
Srednia = SD
Median (min-max) .1 .1 1.4 < 0.0001 < 0.0001 n.s.
Mediana (min.—maks.) (0.3-7.1) (0.4-4.9) (0.7-4.5)
LDL-cholesterol [mmol/L]
Cholesterol frakcji LDL
[mmol/I]
Mean = SD 3313 3312 33x£1.0 n.s. n.s. n.s.
Srednia + SD
Median (min-max) 3.1 32 32 n.s. n.s. n.s.
Mediana (min.—maks.) (0.7-7.7) (0.8-6.9) (0.9-6.4)
TG [mmol/L]
TG [mmol/l]
Mean + SD 1.7x£09 1.8x13 1.4 +0.7 < 0.0001 < 0.0001 ns.
Srednia + SD
Median (min-max) |.42 1.55 1.2 < 0.0001 < 0.0001 n.s.
Mediana (min.-maks.) (0.4-9.9) (0.5-19.6) (0.3-5.1)
Myocardial infarction 32.6% 22.2% 17.3% < 0.0001 ns. 0.0041
Zawal serca
Hypertension 73.6% 49.0% 67.4% ns. < 0.0001 <0.0001
Nadcisnienie tetnicze
Smoking habit 84.0% 82.5% 53.9% < 0.0001 < 0.0001 n.s.
Palenie tytoniu
Diabetes 11.8% 15.4% 14.4% ns. n.s. ns.
Cukrzyca

AAA — abdominal aortic aneurysm (tgtniak aorty brzusznej); AIOD — aortoiliac occlusive disease (niedrozno$¢ aortalno-biodrowa); BMI — body mass index (wskaznik
masy ciafa); TG — triglycerides (triglicerydy); n.s. — non-significant (nieistotne statystycznie)
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Table Il. Genotype distribution and allele frequencies of MMP[3 (-77A>G) gene polymorphism [rs2252070] in all studied

groups: AAA, AIOD, and control

Tabela Il. Rozkiad genotypow i czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu genu MMP 3 (-77A>G) [rs2252070] we wszystkich

grupach badanych: AAA, AIOD i grupie kontrolnej

Genotype Allele AAA AIOD Control P value
Genotyp Allel Grupa kontrolna Wartos¢ p
n =300 n=3I12 n=3I3
n % n % n % n.s
A/A 165 55 159 51.0 172 55.0 n.s.
AlG 19 39.7 127 40.7 118 37.7 n.s
G/G 16 5.3 26 8.3 23 73 n.s.
A 0.748 0.713 0.738 n.s
G 0.252 0.287 0.262 n.s.

n.s. — non-significant both in dominant (4/4 + A/G vs. GG) and recessive (A/A vs. A/G +GG) models of inheritance: AAA vs. control; AIOD vs. control; AAA vs. AlOD
n.s. — nieistotne statystycznie w dominujacym (A/A + A/G vs. G/G) i recesywnym (A/A vs. A/G + G/G) modelu dziedziczenia: AAA vs. kontrola; AIOD vs. kontrola;

AAA vs. AIOD)

AAA — abdominal aortic aneurysm (tetniak aorty brzusznej); AIOD — aortoiliac occlusive disease (niedroznos$¢ aortalno-biodrowa)

of familial AAA three different susceptibility loci were
identified: 19ql3, 4931 [22], and 9p21 [23]. However,
the association of AAA with 19ql3 loci was not con-
firmed in a study of sporadic AAA [24].

Recently, in a genome-wide association approach,
a sequence variant on 9q33 that associates with risk of
AAA was demonstrated [25].

The present study found no evidence of an associa-
tion between MMP[3(-77A>G) gene polymorphism and
abdominal aortic aneurysm in the Polish population. So
far, one study exploring the association of functional
MMP13 variant (~77A>G) with AAA in Canadians and
Belgians was also reported with a negative result [17].
Part of this group reported earlier an increased de-
velopment of atherosclerotic lesions in aorta in young
black males, which was attributed, in part, to the poly-
morphisms observed in the MMPI13 promoter [I5].
However, in our studies we did not observe any as-
sociation of MMP 3 gene polymorphism with aortoiliac
occlusive disease. MMP|3(—77A>G) gene polymorphism
was found to be associated with functional status in
rheumatoid arthritis [ | 0] and implicated in endometrio-
sis progression together with MMP|2 (-82A>G) gene
polymorphism [26].

We would like to stress our observation of higher
frequency of MMP| 3-A allele in the Polish population in
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wione). Czestos¢ wystepowania allelu A byta najwyzsza
u pacjentéw z AAA (0,748) w pordwnaniu z grupa kon-
trolng (0,738) i pacjentéw z AIOD (0,713) (tab. II, IlI).
Czestos¢ wystepowania allelu A w badaniu autoréw byta
w populacji polskiej wieksza w poréwnaniu z danymi
dotyczacymi rasy kaukaskiej przedstawionymi przez in-
nych autoréw i zawartymi w bazach danych NCBI-SNP
(tab. Ill). Czestos¢ wystepowania allelu A byta bardziej
zblizona do podawanej dla Afroamerykanéw (15, baza
danych NCBI-SNP).

Omoéwienie

Analiza genetyczna etiologii tetniaka aorty brzusznej
zostata zdominowana przez badania asocjacji genetycz-
nych genéw kandydatow [5, 18, 19]. Na podstawie
analizy polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNPs)
wytypowanych kilka genéw podatnosci na AAA, takich
jak: reduktaza metylenotetrahydrofolianowa (MTHFR),
konwertaza angiotensynowa (ACE), MMP9, tkanko-
wy inhibitor metaloproteinazy-1 (TIMP-1), interleukiny
i inne geny [5, 18-21]. W analizie catego genomu wy-
stepujacego rodzinnie tetniaka aorty brzusznej zidenty-
fikowano trzy rézne loci podatnosci: 19ql3, 4q31 oraz
9p21 [22, 23]. Jednak w odniesieniu do tetniakow wy-
stepujacych sporadycznie asocjacja pomiedzy AAA a loci
19913 nie zostata potwierdzona [24].
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0.713-0.761

NCBI-SNP
0.287-0.239

comparison with Caucasian data from other references
(Table 111). Since A allele was found to have an almost
two-fold higher transcriptional activity in compari-
son with minor allele (G) this might be an interesting
observation of the genetic background of the Polish
population.

The lack of association of MMPI3 (-77A>G) gene

African-Americans
Afroamerykanie

[15]
n =35I
0.710-0.730
0.290-0.270

polymorphism with AAA does not exclude the possibil-
ity of other SNPs in this gene that may increase a risk
of developing AAA. MMP13 has a central position in
MMP activation cascade: MMP1 3 is activated by mem-
brane-type | matrix metalloproteinase (MT1-MMP),
MMP2, and MMP3 whereas MMP2 and MMP9 are acti-

Europeans
Europejczycy
(NCBI-SNP)

0.667-0.720

0.333-0.280

vated by MMP13 [27]. Cho et al. reported recently that
a decrease in types | and Ill collagen is accompanied by
simultaneous increase of MMPI3 in males compared
with females in the rodent model of AAA after elastase
perfusion [14]. The role of MMP 3 in aneurysm patho-
genesis is unclear, although these are indications that it

Other studies
Inne badania

[15]
n =35I
0.650
0.350

may play an important function by activation of other
MMPs.

In conclusion, this gene association study shows that
MMPI3 (-77A>G) gene polymorphism is a susceptibility
factor neither of abdominal aortic aneurysm nor aor-
toiliac occlusive disease in the Polish population.

baza danych SNP

Caucasians
Rasa kaukaska
Canadians
Kanadyjczycy
[17]
n= 156
0.700
0.300
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Belgians
Belgowie
[17]
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0.710
0.290
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Ostatnio w badaniach typu GWAS (Genome Wide As-

[26]
n =351
0.669
033

sociation Studies) wykazano zalezno$¢ pomiedzy zmiang

sekwencji w 9933 a ryzykiem rozwoju AAA [25].
Przeprowadzone przez autoréw badanie nie wyka-

zafo zaleznosci pomiedzy polimorfizmem genu MMP I3

Control
Grupa
kontrolna
n=3I3
0.738
0.262

(-77A>G) a wystepowaniem tetniaka aorty brzusznej
w populagji polskiej.

Podobny wynik uzyskano w jedynym przeprowa-
dzonym dotychczas badaniu dotyczacym podobnej za-

AIOD
n=3I2
0.287

Populacja polska
0.713

leznosci, uwzgledniajacym populacje Kanadyjczykéw
i Belgow [17]. Czes¢ autorow zaangazowanych w reali-
zacje tego projektu pisata wczesniej o przyspieszonym

Polish population

AAA

n =300
0.748
0.252

rozwoju zmian miazdzycowych w aorcie u mtodych
mezczyzn rasy czarnej, co byto po czesci przypisywa-
ne polimorfizmowi obserwowanemu w promotorze
MMP13 [15]. Jednak w prezentowanym badaniu autorzy

Allele
Allel
A

G

Table Ill. Comparison of MMP-13 (-77A>G) [rs2252070] allele frequencies in the current and other studies
Tabela Ill. Poréwnanie czestosci alleli MMP-13 (—77A>G) [rs2252070] w obecnym i innych badaniach

nie zaobserwowali zadnego zwiazku polimorfizmu genu
MMP1 3 z niedroznoscia aortalno-biodrowa.

NCBI — The National Center for Biotechnology Information — SNP database; NCBI — Narodowe Centrum Informacii Biotechnologicznej
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Inni autorzy stwierdzili powiazanie polimorfizmu
genu MMP[3(-77A>G) ze stanem czynnosciowym
w reumatoidalnym zapaleniu stawoéw [10] oraz, tacznie
z polimorfizmem genu MMP12(-82A>G), w rozwoju
endometriozy [26].

Autorzy chcieliby podkresli¢ wtasna obserwacje do-
tyczaca czestszego wystepowania allelu MMP[3-A w po-
pulacji polskiej w poréwnaniu z rozktadem u oséb rasy
kaukaskiej, okreslonego w innych badaniach (tab. lll). Po-
niewaz allel A ma prawie dwukrotnie wieksza aktywnos$¢
transkrypcyjna w poréwnaniu z wystepujacym rzadziej
allelem (G), moze to by¢ interesujaca obserwacja tfa
genetycznego polskiej populacji.

Brak asocjacji polimorfizmu genu MMP 13 (-77A>G)
z AAA, nie wyklucza mozliwosci innych polimorfizméw
pojedynczego nukleotydu (SNPs) w tym genie, ktére
moga podwyzszac ryzyko rozwoju AAA. MMP | 3 ma cen-
tralne potozenie w kaskadzie aktywacji metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs): MMP13 jest
aktywowana przez typ | btonowej metaloproteinazy
macierzy (MTI-MMP), MMP2 oraz MMP3, natomiast
MMP2 i MMP9 s3 aktywowane przez MMP13 [27]. Cho
i wsp. donosili niedawno, ze spadkowi kolagenu typu
I i lll towarzyszy réwnoczesny wzrost MMP13 u plci
meskiej w poréwnaniu z picig zenska na modelach AAA
u gryzoni wywotanych poprzez perfuzje elastaza [14].
Rola MMP13 w patogenezie tetniakdow nie jest jasna,
jednak powyzsze fakty wskazuja na to, ze moze ona od-
grywac wazna role w aktywacji innych metaloproteinaz
istotnych dla powstania tetniaka.

Uzyskane przez autoréw wyniki wskazuja, ze po-
limorfizm genu MMPI3(-77A>G) nie jest czynnikiem
réznicujagcym w tetniaku aorty brzusznej i niedroznosci
aortalno-biodrowej w populacji polskiej.
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