306

Marzena Zalewska-Ziob', Brygida Adamek', Jolanta Kasperczyk?, Dorota tyko®,

© Pediatr Med Rodz 2014, 10 (3), p. 306-314

Received: 14.04.2014
Accepted: 22.05.2014

Anna Prachetka', Marek Rokicki?, Agnieszka Machorowska-Pieniazek?, Stefan Baron?, Published: 31.10.014
Iwona Niedzielska®, Andrzej Wiczkowski'

Uwarunkowania genetyczne rozszczepu wargi gornej i/lub podniebienia -
czy polimorfizm genu MMP2 ma znaczenie w rozwoju tej wady?

Cleft lip and/or palate genetic conditioning — is MMP2 gene polymorphism important

for this defect development?

" Katedra i Zaktad Ogélnej Biologii Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, Wydziat Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu, Polska.
Kierownik: prof. dr hab. n. med. Andrzej Wiczkowski

? Katedra Dysfunkeji Narzadu Zucia i Ortodongji Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, Wydziat Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu, Polska.
Kierownik: prof. dr hab. n. med. Stefan Baron

 Katedra Chirurgii Czaszkowo-Szczekowo-Twarzowej i Chirurgii Stomatologicznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, Wydziat Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu, Polska.
Kierownik: dr hab. n. med. lwona Niedzielska

Adres do korespondendji: Dr n. med. Marzena Zalewska-Ziob, Katedra i Zaktad OgdInej Biologii Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach,

Wydziat Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym, ul. Jordana 19, 41-808 Zabrze, Polska

" Department of General, Medical Biology at the Medical University of Silesia, School of Medicine with the Division of Dentistry in Zabrze, Poland. Head: Professor Andrzej Wiczkowski, MD, PhD

2 Department of Temporomandibular Joint Dysfunction and Orthodontics, Medical University of Silesia, School of Medicine with the Division of Dentistry in Zabrze, Poland. Head: Professor Stefan Baron, MD, PhD
3 Department of Craniomaxillofacial and Oral Surgery at the Medical University of Silesia, School of Medicine with the Division of Dentistry in Zabrze, Poland. Head: Iwona Niedzielska, MD, PhD
Correspondence: Marzena Zalewska-Ziob, MD, PhD, Department of General, Medical Biology at the Medical University of Silesia, School of Medicine with the Division of Dentistry in Zabrze,

Jordana 19, 41-808 Zabrze, Poland

Streszczenie

Abstract

Wstep: Rozszczep wargi gornej i/lub podniebienia jest jedng z najczesciej wystepujacych wad rozwojowych. W Polsce
kazdego roku przychodzi na §wiat okoto 500 dzieci z rozszczepem w okolicy twarzoczaszki. W proces tworzenia struktur
twarzoczaszki zaangazowane sa metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomdrkowej, odpowiedzialne za przebudowe
i degradacje podloza facznotkankowego. Polimorfizm w regionie promotorowym genu kodujacego MMP2 moze mie¢ wpltyw
na efektywnos$¢ transkrypcji, a tym samym na aktywno$é¢ produktu biatkowego tego genu. Celem niniejszej pracy byta ocena
polimorfizmu 1306 C/T promotora genu MMP2 w grupie dzieci z rozszczepem wargi i/lub podniebienia oraz w grupie
kontrolnej, a takze ocena czestosci wystepowania poszczegolnych genotypéw w réznych typach rozszczepow. Material
i metoda: Badanie przeprowadzono w grupie 150 dzieci z rozpoznanym rozszczepem wargi i/lub podniebienia oraz w grupie
102 dzieci bez wady rozszczepowej twarzoczaszki. Genomowe DNA uzyskano z komoérek nablonkowych blony §luzowej jamy
ustnej. Polimorfizm promotora genu MMP2 oznaczono metoda tetra-primer ARMS-PCR. Wyniki: Nie stwierdzono istotnych
réznic w czestosci wystepowania poszczegélnych alleli w réznych typach rozszczepow. Czestos¢ wystepowania genotypu CC
w grupie dzieci z rozszczepem wargi i podniebienia byla znaczaco wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolng (p = 0,005).
Whiosek: Okreslenie polimorfizmu sekwencji promotorowych genéw kodujacych metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej moze przyczynic si¢ do wyjasnienia etiopatogenezy rozszczepu wargi i/lub podniebienia.

Stowa kluczowe: rozszczep wargi i/lub podniebienia, metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 2, polimorfizm
promotora genu MMP2

Introduction: Cleft lip/palate is one of the most common congenital malformations. In Poland, approximately 500 children
with an orofacial cleft are born every year. Matrix metalloproteinases are involved in periodontal tissue remodelling and
degradation. Polymorphisms in the promoter region of the MMP2 gene may affect transcription and activity of the protein
produced by this gene. The aim of the study was to examine 1306 C/T MMP2 gene promoter polymorphisms in the group
of children with cleft lip/palate and in the control group as well as to determine the frequency of individual genotypes
in different types of orofacial clefts. Material and methods: The study was conducted in the group of 150 children with
cleft lip/palate and 102 children without an orofacial cleft. Genomic DNA was obtained from oral mucosa epithelium.
The MMP2 gene promoter polymorphism was genotyped by tetra-primer ARMS-PCR. Results: There are no significant
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differences in the frequency of individual alleles in different types of orofacial clefts. The occurrence of the CC genotype
was significantly higher in the group with cleft lip and palate than in the healthy group (p = 0.005). Conclusion: Determining

the polymorphism of matrix metalloproteinase gene promoter sequence can contribute to the elucidation of cleft lip/palate

aetiopathogenesis.

Key words: cleft lip and/or palate, matrix metalloproteinase 2, MMP2 gene promoter polymorphism

WSTEP

ozszczep wargi gornej i/lub podniebienia jest mal-
Rformach polegajaca na nieprawidowym rozwoju
truktur wchodzacych w sklad twarzoczaszki. Roz-
szczepem nazywamy szczeling, ktéra wystepuje w miejscu
niezro$niecia sie¢ czeéci tworzacych warge i/lub podniebie-
nie. Wystepowanie rozszczepu podniebienia polega na nie-
pelnym oddzieleniu jamy nosowej od jamy ustno-gardto-
wej). Rozszczep wargi i/lub podniebienia stwierdzany jest
w réznych populacjach z czestoscig od 1:500 do 1:1000 i na-
lezy do najczesciej wystepujacych wad rozwojowych twarzo-
czaszki®®). W Polsce wskaznik ten wynosi od 1,07 do 1,7 na
1000 zywych urodzen, co oznacza, ze co roku rodzi si¢ okoto
500 dzieci z tg malformacja™. Rozszczep wargi obserwowany
jest czesciej u chlopcdw, natomiast izolowany rozszczep pod-
niebienia zazwyczaj wystepuje u dziewczat®. Nieprawidto-
we uksztaltowanie wargi gérnej i/lub podniebienia wymaga
kompleksowego postepowania, a w skfad zespotu leczacego
powinni wchodzi¢ pediatra, chirurg szczekowy, pedodonta,
ortodonta, stomatolog ogolny, protetyk, logopeda, laryngolog,
foniatra, nierzadko ze wsparciem psychologa®®.
Rozszczepy w obrebie twarzy sg efektem zaburzen w prze-
biegu proceséw prowadzacych do uformowania si¢ podnie-
bienia pierwotnego (odcinek lezacy do przodu od otworu
siecznego, czyli warga, wyrostek zebodolowy i ko$¢ przy-
sieczna), a nastepnie wtdrnego (obszar lezacy ku tylowi od
otworu siecznego, obejmujacy podniebienie twarde i miek-
kie) w okresie od 3. do 12. tygodnia zycia plodowego™?).
Rozszczep wargi definiowany jest jako wada wrodzona
obejmujaca podniebienie pierwotne, natomiast rozszczep
podniebienia stanowi wade rozwojowa podniebienia wtér-
nego. Rozszczepowi wargi moze towarzyszy¢ rozszczep
podniebienia i wyrostka z¢bodolowego, niemniej taka wada
jest epidemiologicznie i etiologicznie rézna od izolowanego
rozszczepu podniebienia'?. Wada obejmujaca rozszczep
podniebienia i/lub wargi bez innych malformacji okresla-
na jest jako rozszczep izolowany - przypadki te stanowia
50-70% wad rozszczepowych. W pozostalych sytuacjach
rozszczepy wystepuja w zespotach wad wrodzonych, na kto-
re skfada sie okoto 300 jednostek chorobowych®!®.
Juz od lat 40. ubieglego wieku postuluje sie¢ wspdtudziat
czynnikéw $rodowiskowych i uwarunkowan genetycznych
w powstawaniu rozszczep6w®>”!1), Koncepcje znaczenia
predyspozycji genetycznych wspiera obserwacja, ze u bliz-
niat monozygotycznych (jednojajowych) rozszczep wargi
i/lub podniebienia wystepuje z 36-procentowa zgodnoscia,
podczas gdy u bliznigt dizygotycznych obserwowana jest
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INRODUCTION

left lip and/or palate is a malformation that results

in anomalous development of the facial skeleton.

A cleft is a fissure or a gap in the place where the
parts creating the lip and/or palate failed to fuse. Cleft palate
consists in an incomplete division of the nasal cavity from
the oropharyngeal cavity"). Cleft lip and/or palate is diag-
nosed in various populations with the frequency ranging
from 1:500 to 1:1000 and is one of the most common cra-
niofacial malformations®?. In Poland, the incidence rang-
es from 1.07 to 1.7 in 1000 live births, which means that
each year, 500 children are born with this malformation®.
Cleft lip is more frequently observed in boys, but isolated
cleft palate occurs usually in girls®. Anomalous develop-
ment of the upper lip and/or palate requires comprehensive
management, and the medical team should consist of a pae-
diatrician, oral surgeon, paedodontist, orthodontist, general
dentist, prosthetist, speech therapist, laryngologist, phonia-
trist and sometimes even a psychologist©9.
Facial clefts result from disorders in the course of the process-
es that shape the primary palate (the fragment anterior to the
incisive foramen, i.e. lip, alveolar process and incisive bone)
and, subsequently, the secondary palate (the area posterior to
the incisive foramen encompassing the hard and soft palate)
in the period from the 3" to 12 week of gestation”. Lip cleft
is defined as a congenital anomaly encompassing the prima-
ry palate, and a congenital defect involving the secondary pal-
ate is referred to as cleft palate. Cleft lip may be accompanied
by cleft palate and alveolar process. Nevertheless, such a de-
fect is different from isolated cleft palate in both epidemiolog-
ical and aetiological aspects™'?). The defect involving cleft pal-
ate and/or lip without other malformations is referred to as an
isolated cleft — such cases constitute 50-70% of all cleft defor-
mities. In the remaining cases, clefts are part of congenital de-
fect syndromes which comprise approximately 300 entities®!?.
Since the 1940s, it has been postulated that environmental
and genetic factors play a role in cleft development®*711,
The theory of genetic predispositions is supported with
an observation that in monozygotic (identical) twins, cleft
lip and/or palate occurs with the agreement level of 36%
whereas in the dizygotic twins the agreement reaches 4.7%.
However, the risk that a child will be born with a cleft when
his/her siblings have been born with one, is estimated at
3-4%, and if the defect occurs in two children, the probabil-
ity of another one developing it rises to 9%12'4,
Observations of facial skeleton development on animal
models indicate that there is an active shift of the groups
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zgodnos¢ na poziomie 4,7%. Z kolei w sytuacji, gdy u jed-
nego dziecka wystepuje taka wada, ryzyko urodzenia si¢
kolejnego dziecka z rozszczepem szacowane jest na 3-4%,
a w przypadku wystapienia wady u dwojki dzieci w rodzinie
ryzyko rozwoju rozszczepu u kolejnego rosnie do 9%12-19),
Obserwacje przebiegu rozwoju struktur twarzoczaszki na
modelach zwierzecych wskazuja, ze nastepuje aktywne
przemieszczanie si¢ grup komorek tworzacych wyrostki
szczgkowe, a w nastepnej kolejno$ci wyrostki podniebien-
ne. Te grupy komoérek muszg polaczy¢ sie w linii posrod-
kowej i zla¢é, tworzac ciagly strukture, co musi by¢ precy-
zyjnie skoordynowane w czasie. Proces Iaczenia si¢ tych
fragmentéw tkanek zarodkowych realizowany jest w cig-
gu minut lub godzin, a kazde opdznienie skutkuje brakiem
prawidlowego wytworzenia podniebienia®*-'9. Proliferacja
i migracja komdrek wiaze sie cisle z przebudowa i mode-
lowaniem podloza tacznotkankowego, tzw. macierzy zewng-
trzkomorkowej (extracellular matrix, ECM). W toku iden-
tyfikacji genow aktywnych w procesie tworzenia struktur
twarzoczaszki zainteresowanie kierowane jest réwniez na
geny kodujace sktadowe ECM, zaréwno w grupie czynni-
kow wzrostowych, ich receptoréw, czynnikéw transkryp-
cyjnych, jak i bialek strukturalnych czy modyfikujacych ich
aktywnos¢ enzyméw — metaloproteinaz macierzy zewnatrz-
komorkowej (matrix metalloproteinases, MMPs) — oraz ich
tkankowych inhibitoréw®”'”!8 "W grupie MMPs aktywnie
modulujacych ECM w rozwoju zarodkowym podkreslany
jest udzial zelatynazy A (MMP-2), stromelizyny (MMP-3),
zelatynazy B (MMP-9), kolagenazy 3 (MMP-13), jak réwniez
zwigzanej z blonami komérkowymi MMP-140519). Udziat
czasteczek biatkowych w regulacji proceséw zyciowych opie-
ra si¢ gtéwnie na interakcjach przestrzennych, a te sg po-
chodna skladu aminokwasowego, zaleznego od realizacji za-
pisu kodu genetycznego®. Zmienno$¢ miedzyosobnicza na
poziomie genetycznym manifestuje si¢ zmianami pojedyn-
czych nukleotydéw w strukturze danego genu, co okreslane
jest jako polimorfizm. Zjawisko to moze skutkowa¢ niewiel-
ka zmiang skladu aminokwaséw w biatku docelowym, po-
wodujac czasem istotng zmiane jego aktywnosci®*2.

W niniejszej pracy wykonano analize¢ polimorfizmu 1306
C/T promotora genu MMP2 w grupie dzieci z rozpozna-
nym rozszczepem wargi i/lub podniebienia oraz porow-
nano czesto$¢ wystepowania stwierdzonych wariantéw
polimorficznych z obecnymi w grupie dzieci bez wady roz-
SZCZEPOWE;].

MATERIAL | METODY

Badanie przeprowadzono w Zakladzie Ortodoncji Katedry
i Kliniki Stomatologii Wieku Rozwojowego Wydziatu Le-
karskiego z Oddzialem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach w gru-
pie 150 dzieci z rozszczepem wargi i/lub podniebienia (gru-
pa badana) oraz 102 dzieci bez rozpoznanych wad rozwojo-
wych twarzoczaszki (grupa kontrolna). Rozpoznanie wady

308 rozszczepowej definiowano zgodnie z Miedzynarodowsa

of cells forming the maxillary process and, subsequently,
the palatal process. These groups of cells must join in the
median line and fuse to create a continuous structure.
The timing must be precisely coordinated. The fusing pro-
cess of tissues is completed within minutes or hours and any
delay results in the lack of normally formed palate*'9. Cell
proliferation and migration are closely associated with the
remodelling and modelling of the connective tissue base,
so-called extracellular matrix (ECM). In identifying genes
that are active in forming the structures of the facial skele-
ton, the interest is also directed to the genes that code ECM
components in the group of growth factors, their receptors,
transcription factors as well as structural proteins or en-
zymes that modify their activity - matrix metalloprotein-
ases (MMPs), and their tissue inhibitors®”!”19), The group
of MMPs that actively modulate ECM in embryonic de-
velopment includes: gelatinase A (MMP-2), stromelysin
(MMP-3), gelatinase B (MMP-9), collagenase-3 (MMP-13)
as well as MMP-14 associated with cellular membranes!>'?.
The participation of protein molecules in the regulation
of life processes is primarily based on spatial interactions,
which are associated with the amino acids composition that
depends on the realisation of the genetic code®. The in-
ter-individual variability on the genetic level is manifested
with changes in single nucleotides in the structure of a giv-
en gene, which is referred to as polymorphism. This phe-
nomenon may result in a slight change in the amino ac-
ids composition in the target protein and sometimes cause
a significant change in its activity®*?".

This study analysed 1306 C/T MMP2 gene promoter poly-
morphism in the group of children with cleft lip/palate and
compared the frequency in which individual polymorphic
variants occurred in this group with the frequency observed
in the group of children without a cleft deformation.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted in the Orthodontics Unit of the
Department of Developmental Age Stomatology at the
School of Medicine with the Division of Dentistry in Zabrze
of the Medical University of Silesia in Katowice, Poland.
The study enrolled 150 children with cleft lip and/or pal-
ate (examined group) and 102 children without any con-
genital defect of the facial skeleton (control group). Cleft
defects were defined in accordance with the Internation-
al Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems, 10" revision (ICD-10). The examined group in-
cluded: Q35 - cleft palate, Q36 — cleft lip and Q37 - cleft
palate and lip. During the appointment conducted accord-
ing to the clinical needs of patients, their age, sex and diag-
nosis of a cleft (in the examined group) were noted. Subse-
quently, the aim of the study and the procedures planned
were explained. When the consent of the legal guardian and
patient (in the case of patients aged 13 and more) was ob-
tained, buccal smear was conducted in each patient with
the use of sterile cotton swabs manufactured by GEMINI,
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Statystyczna Klasyfikacjg Choréb i Probleméw Zdrowot-
nych, rewizja 10. (International Statistical Classification
of Diseases and Related Health Problems,1CD-10). W grupie
badanej rozpoznano: Q35 - rozszczep podniebienia, Q36 -
rozszczep wargi, Q37 — rozszczep podniebienia wraz z roz-
szczepem wargi. W toku wizyty, realizowanej zgodnie z po-
trzebami klinicznymi pacjentéw, odnotowywano wiek i ple¢
pacjenta, rozpoznanie wady rozszczepowej (w grupie bada-
nej), a nastepnie wyjasniano cel badania i planowane proce-
dury. Po uzyskaniu zgody prawnego opiekuna oraz pacjen-
ta w przypadku dzieci powyzej 13. roku zycia u wszystkich
badanych pobierano wymaz z wewnetrznej strony policzka
za pomoca bawelnianego konca sterylnych pateczek wyma-
zowych firmy GEMINI, ktére uprzednio zwilzano trzema
kroplami sterylnego roztworu fizjologicznego NaCl. Pobra-
ny material, zawierajacy komorki nablonka blony $luzowej
jamy ustnej, suszono przez 3-4 godziny na sterylnych jed-
norazowych tackach, po czym umieszczano go w steryl-
nej polipropylenowej probéwce dofaczonej do wymazowki
i zamrazano w temperaturze —80°C do czasu izolacji DNA.
Projekt badan uzyskat pozytywna opini¢ Terenowej Komi-
sji Bioetycznej dzialajacej przy Slaskim Uniwersytecie Me-
dycznym w Katowicach (KNW-6501-9/08).
Genomowy DNA uzyskiwano z komorek nablonkowych
przy uzyciu zestawu Swab-Extract (EURx, Polska). Ze-
staw ten zawiera minikolumny do izolacji oraz oczyszcza-
nia DNA i wykorzystuje zdolnos$¢ z16z krzemionkowych
do wigzania kwaséw nukleinowych w obecno$ci wyso-
kich stezen soli chaotropowych (izotiocyjanianu guanidy-
ny). Podczas procedury izolacji DNA postepowano zgodnie
z protokotem dotaczonym do zestawu. W kolejnym etapie
oznaczano polimorfizm promotora genu MMP2 metodg te-
tra-primer ARMS-PCR, w ktorej stosuje si¢ dwie pary star-
teréw do jednoczesnej amplifikacji dwoch roznych alleli ba-
danego genu. Uzywajac po 2 pl kazdego ze starterow®?:
o outer forward: 5-ACC AGA CAA GCC TGA ACT TGT
CTG A-3
o outer reverse: 5-TGT GAC AAC CGT CTC TGA GGA
ATG-3%
o inner forward: 5-ATA TTC CCC ACC CAG CAC GCT-3%
o inner reverse: 5-GCT GAG ACC TGA AGA GCT AAA
GAGTTG-3
o stezeniu 10 pmol/pl (zsyntetyzowanych w firmie Ge-
nomed, Warszawa), namnozono wybrany fragment DNA
w aparacie Mastercycler Personal (Eppendorf, Niemcy).
Mieszanina reakcyjna o objetosci 25 pl oprocz starterow
zawierata 9 pl sterylnej, dejonizowanej wody dla celéw bio-
logii molekularnej (Eppendorf, Niemcy), 2 ul mieszaniny
deoksyrybonukleotydéw dATP, dCTP, dGTP, dTTP o ste-
zeniu 2,5 mmol (Epicentre Technologies), 0,5 pl termosta-
bilnej polimerazy Taq (DyNAzyme™ II DNA Polymerase)
o stezeniu 2 U/pl (Finnzymes), 2,5 pl 10 x stezonego bu-
foru reakcyjnego dla polimerazy DyNAzyme™ o skladzie
10 mM Tris-HCl (pH = 8,8 w 25°C), 1,5 mM MgCl,, 50 mM
KCl oraz 0,1% Triton X-100 (FINNZYMES), 3 pl roztwo-
ru DNA (czyli 100 ng DNA). Reakcje prowadzono zgodnie
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which were moistened with three drops of a sterile saline
solution (NaCl) prior to the swab. The material collected,
which contained epithelial cells of the mucosa of the oral
cavity, was dried for 3-4 hours in sterile single-use trays.
Subsequently, it was placed in a sterile polypropylene test
tubes delivered with the cotton swab and frozen in the tem-
perature of —80°C until DNA could be extracted. The study
protocol was approved of by the Local Ethics Committee
acting at the Medical University of Silesia in Katowice, Po-
land (KNW-6501-9/08).
Genomic DNA was obtained from the epithelial cells with
the use of a Swab-Extract kit (EURx, Poland). The kit in-
cludes mini-columns for DNA extraction and purification.
It uses the capacity of silica particles to bind to nucleic ac-
ids in the presence of high concentrations of chaotropic
salts (guanidine isothiocyanate). DNA extraction pro-
ceeded in accordance with the protocol attached to the kit.
The subsequent stage involved determination of the MMP2
gene promoter polymorphism by means of the tetra-prim-
er ARMS-PCR method that uses two pairs of primers for si-
multaneous amplification of two different alleles of the ex-
amined gene. The selected DNA fragment was amplified
in a Mastercycler Personal device (Eppendorf, Germany)
using 2 ul of each primer®?:
« outer forward: 5-ACC AGA CAA GCC TGA ACT TGT
CTG A-3%
« outer reverse: 5-TGT GAC AAC CGT CTC TGA GGA
ATG-3’;
« inner forward: 5-ATA TTC CCC ACC CAG CAC GCT-3%
o inner reverse: 5’-GCT GAG ACC TGA AGA GCT AAA
GAGTTG-3
with the concentration of 10 pmol/pl (synthesised in Ge-
nomed, Warsaw, Poland). The reaction mix with the volume
of 25 ul contained, apart from the primers, 9 ul of sterile,
deionised water for molecular biology (Eppendorf, Ger-
many), 2 ul of dATP, dCTP, dGTP, dTTP deoxyribonucle-
otide mixture with the concentration of 2.5 mmol (Epicen-
tre Technologies), 0.5 pl of thermostable Taq polymerase
(DyNAzyme™ II DNA Polymerase) with the concentration
of 2 U/ul (Finnzymes), 2.5 pl of 10 x concentrated DyNA-
zyme™ buffer consisting of 10 mM Tris-HCl (pH = 8.8 at
25°C), 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCl and 0.1% Triton X-100
(FINNZYMES) and 3 pl of DNA solution (i.e. 100 ng
of DNA). The reaction was conducted in accordance with
the temperature profile: initial denaturation for 5 minutes
in 95°C; 35 cycles: 45 seconds in 95°C, 45 seconds in 58°C,
45 seconds in 72°C; final extension for 5 minutes in 72°C.
The amplification products of the polymorphic MMP2 gene
fragments and the negative control were separated in a 2%
agarose gel dyed with ethidium bromide. Electrophoresis was
conducted for 90 minutes at 100 mV in a Sigma Maxi Hori-
zontal Gel Electrophoresis device, model SHU 20 (Sigma-Al-
drich, Germany). Following the separation, the image of the
band was obtained by placing the gel on the UV transillumina-
tor (BTX-20M, CBS Scientific, USA). The size of the PCR was
assessed according to DNA GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
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z profilem temperaturowym: wstepna denaturacja przez
5 minut w temperaturze 95°C; 35 cykli: 45 sekund w tem-
peraturze 95°C, 45 sekund w temperaturze 58°C, 45 sekund
w temperaturze 72°C; koncowe wydltuzanie przez 5 minut
w temperaturze 72°C.

Produkty amplifikacji polimorficznych fragmentoéw genu
MMP2 wraz z kontrola negatywna rozdzielano w 2-procen-
towym zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny.
Elektroforeze prowadzono przez 90 minut pod napieciem
100 mV w aparacie Sigma Maxi Horizontal Gel Electropho-
resis, model SHU 20 (Sigma-Aldrich, Niemcy). Po zakon-
czonym rozdziale obraz prazkoéw uzyskiwano, umieszcza-
jac zel na transiluminatorze UV (BTX-20M, CBS Scientific,
USA). Wielkos¢ produktéw PCR oceniano wedlug wzorca
wielko$ci DNA GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermen-
tas, Litwa). Na podstawie uzyskanych produktéw amplifi-
kacji zidentyfikowano trzy mozliwe uktady alleli: CC (542
pz 1379 pz), CT (542 pz, 379 pz i 211 pz) oraz TT (542 pz
i211 pz), co przedstawiono na ryc. 1.

Uzyskane dane po wprowadzeniu do bazy analizowano
za pomocy pakietu STATISTICA 10. Wstepnie wyliczo-
no statystyke opisowa (dla zmiennych ilo$ciowych sred-
nie i odchylenia standardowe, dla zmiennych jakosciowych
frakcje procentowe w badanych grupach). Istotno$¢ réznic

Ryc. 1. Rozdzial produktéw amplifikacji polimorficznych frag-
mentow genu MMP2 w 2-procentowym zelu agarozo-
wym barwionym bromkiem etydyny. Sciezka 1 - wzo-
rzec wielkosci 100 pz, Sciezka 2 - kontrola negatywna
PCR, $ciezka 3 - homozygota TT, Sciezka 4 - heterozy-
gota CT, Sciezka 5 - homozygota CC

Fig. 1. Separation of the amplicons of MMP2 gene polymorphic

fragments in 2% agarose gel dyed with ethidium bromide.
Lane 1 - 100 bp ladder, lane 2 - negative PCR control,
lane 3 - TT homozygote, lane 4 — CT heterozygote, lane
5 - CC homozygote

(Fermentas, Lithuania). Based on the amplification products
obtained, three possible allele arrangements were identified:
CC (542 bp and 379 bp), CT (542 bp, 379 bp and 211 bp) and
TT (542 bp and 211 bp), which is presented in fig. 1.

The data obtained were entered into the database and an-
alysed with the use of the STATISTICA 10 system. Initial-
ly, descriptive statistics were calculated (mean and standard
deviation values for quantitative variables and percentage
for qualitative variables). The significance of differences be-
tween the groups analysed was tested with the use of max-
imum likelihood ?* test. The value of p < 0.05 was consid-
ered statistically significant.

RESULTS

The group of children with cleft defects consisted of 76 boys
aged 11.0 * 4.6 and 74 girls aged 11.1 + 4.3. The control
group consisted of 46 boys aged 8.4 + 3.6 and 56 girls aged
9.4 + 4.2. Age difference between boys and girls in the ex-
amined and control groups were not significant. Since the
subject of this analysis is the MMP2 gene promoter poly-
morphism, which is a constant feature of the genome cre-
ated at the time when the genetic material of reproductive
cells is connected, possible age differences between the ex-
amined and control groups do not affect this parameter.
The most common defect was cleft lip and palate - Q37
(66.7%), followed by cleft palate - Q35 (21.3%). The most
rarely diagnosed defect was cleft lip - Q36 (12.0%). In the
examined group, none of the defects occurred significantly
more frequently in either boys or girls (tab. 1). Moreover, no
significant differences were observed in the incidence of in-
dividual defects in the group of girls and boys compared to
all subjects (fig. 2).

Gelatinase A is one of the most common ECM enzymes that
undergoes a constitutive expression in the majority of con-
nective tissue cells®*?%. Xu et al. demonstrated MMP2 ex-
pression in human cytotrophoblast cells from the 6* to 11*
weeks of fetal development with gradual decrease in its ac-
tivity over time®). The palate forming process that takes
place at this stage of fetal development, the essential ele-
ment of which is ECM structure remodelling, among oth-
ers requires the activity of metalloproteinases, including
MMP-20517_The studies of Blavier et al. revealed that pro-
teolytic activity of MMPs, accurately regulated by growth
factors and tissue inhibitors of metalloproteinases, is a cru-
cial condition for normal fusion of the secondary palate'®).
Changes in the sequence of nucleotides that make up a gene
may cause significant alteration in its expression, and sub-
sequently in the function of the entire protein product@?9.
Over 90% of polymorphisms within DNA are so-called sin-
gle nucleotide polymorphis (SNPs), which consist in replac-
ing one base in the DNA strand into another®?". The pos-
sibility of binding proteins that give a signal to commence
the transcription process (“reading information”) and de-
termine the course of this process depend on the structure
of the gene promoter®”. The MMP-2 gene was localised on
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Chtopcy Dziewczeta Chtopcy vs dziewczeta Ogotem
Boys Girls Boys vs. girls Total
P
Q35 12(15,8%) 20 (27,0%) 32(21,3%)
., Q36 11(14,5%) 7(9,5%) NS 18 (12,0%)
Rozpoznanie
Diagnosis Q37 53 (69,7%) 47 (63,5%) 100 (66,7%)
6 bad a 30(39,5%) 28 (37,8%) 58(38,7%)
Polimorfizm rupa badana

1306 UT Examined gioup « 42 (55,3%) 42 (56,8%) NS 84 (56,0%)

promotora MMP2 i) 4(5,2%) 4(54%) 8(53%)
1306 (/T MMP2 Grupa a 29.(63,0%) 28(50,0%) 57 (55,9%)

gene promoter kontrol « 15 (32,6% 26 (46,4% NS 41 (40,2%
polymorphism ontro'na (32,6%) (46,4%) (40,2%)

Control group ™ 2(44%) 2(3,6%) 4(3,9%)

Tab. 1. Rozpoznane wady rozszczepowe oraz czestos¢ wystgpowania odmian polimorficznych promotora MMP2 w grupie badanej i kontrolnej
Tab. 1. Diagnosis of a cleft defect and frequency of occurrence of the MMP2 gene promoter polymorphisms in the examined group and controls

pomiedzy analizowanymi grupami testowano, wykorzystu-
jac test X* NW. W analizach za poziom istotny przyjeto war-
tod¢ p < 0,05.

WYNIKI

Grupe dzieci z rozpoznanymi wadami rozszczepowymi sta-
nowilo 76 chlopcéw w wieku 11,0 + 4,6 roku oraz 74 dziew-
czeta w wieku 11,1 + 4,3 roku. Grupe kontrolng tworzylto
46 chlopcow w wieku 8,4 + 3,6 roku i 56 dziewczat w wie-
ku 9,4 + 4,2 roku; roznice wieku pomiedzy przedstawiciela-
mi obu plci w grupach badanej i kontrolnej nie byly istotne.
Wobec faktu, ze przedmiotem docelowej analizy jest polimor-
fizm promotora genu MMP2, ktdry to zapis jest stala cecha
genomu powstajacego w chwili polaczenia si¢ materiatu ge-
netycznego komorek rozrodczych, ewentualne réznice wieku
pomiedzy grupa badana i kontrolng nie maja wplywu na ana-
lizowany parametr. Najczesciej rozpoznawang wadg okazat sie
rozszczep podniebienia wraz z rozszczepem wargi — Q37
(66,7%), drugi co do czgstosci byt rozszczep podniebienia —
Q35 (21,3%), za$ najrzadziej wystepowal rozszczep wargi —
Q36 (12,0%). W grupie badanej zadna z rozpoznanych wad
nie wystepowala istotnie czesciej u ktorej$ z pici (tab. 1), nie
stwierdzono réwniez istotnych réznic czestosci wystepowa-
nia poszczegolnych wad rozszczepowych w grupie chtopcow
i dziewczat w poréwnaniu ze wszystkimi badanymi (ryc. 2).

Zelatynaza A jest jednym z najbardziej rozpowszechnio-
nych enzyméw ECM, podlegajacym konstytutywnej eks-
presji w wiekszo$ci komorek tkanki tgcznej@ 9. Xu i wsp.
wykazali ekspresje MMP2 w ludzkich komérkach cytotro-
foblastu w okresie od 6. do 11. tygodnia rozwoju zarodko-
wego, odnotowujac stopniowe obnizenie jej aktywnosci
w miare uplywu czasu®. Zachodzgcy na tym etapie rozwo-
ju zarodkowego proces formowania si¢ podniebienia, cze-
go koniecznym elementem jest remodeling struktur ECM,
wymaga m.in. aktywno$ci metaloproteinaz, w tym MMP-
20517 Badania Blavier i zespolu pokazaly, ze aktywnosé
proteolityczna MMPs, precyzyjnie regulowana przez czyn-
niki wzrostowe i tkankowe inhibitory metaloproteinaz, jest
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the chromosome 16 (16q13), but several polymorphic loci
were identified within its promoter. Three polymorphic
variants of the MMP2 promoter occurred to be associated
with gene activity. The most common variant is C—>T tran-
sition (change of cytosine into thymine) at 1306 (rs243865),
which causes considerably smaller activity of the promoter
if TT genotype occurs. The CC genotype, in turn, is associ-
ated with a high transcription level and enzymatic activa-
tion of MMP-2; the CT variant determines indirect promot-
er activity®?.

100%
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Dziewczeta
Girls

Q6 m Q7 m Qb
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Total

Q35 - rozszczep podniebienia, 36 — rozszczep wargi,

Q37 — rozszczep podniebienia wraz z rozszczepem wargi.

Q35— cleft palate, Q36 — cleft lip, Q37 — cleft palate and lip.

Ryc. 2. Czgstos¢ wystgpowania poszczegblnych wad rozszczepo-
wych u chlopcow i dziewczgt w grupie badanej vs ogot
badanych (brak znamiennych réznic)

Fig. 2. Frequency of occurrence of individual cleft defects in boys
and girls in the examined group vs. all subjects (no sig-
nificant differences)
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warunkiem koniecznym do prawidlowej fuzji podniebienia
wtornego™.

Zmiany w sekwencji nukleotydow tworzacych gen moga po-
wodowac znaczace zmiany w jego ekspresji, a nastepnie funk-
cjonowaniu produktu biatkowego®*Y. Ponad 90% polimor-
fizméw w obrebie DNA to tzw. polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (single nucleotide polymorphisms, SNPs), ktore po-
legaja na zamianie (podstawieniu) jednej zasady w nici DNA
na inng®?2Y, Od struktury promotora genu zalezy mozliwos¢
przylaczenia sie do niego biatek dajacych sygnat do rozpocze-
cia procesu transkrypgji (,odczytywania informacji’) i deter-
minujgcych przebieg tego procesu®?. Gen kodujacy MMP-2
zlokalizowano na chromosomie 16 (16q13), natomiast w ob-
rebie jego promotora zidentyfikowano kilka miejsc polimor-
ficznych. Trzy warianty polimorficzne promotora MMP2
okazaly sie mie¢ zwigzek z aktywnoscig genu - spoérod nich
najczestszy wariant to tranzycja C—T (zamiana cytozyny na
tymine) w pozycji 1306 (rs243865), ktora powoduje znacza-
co mniejszg aktywno$¢ promotora w przypadku wystapienia
genotypu T'T, natomiast genotyp CC zwigzany jest z wysokim
poziomem transkrypcji i aktywnoscig enzymatyczng MMP-2;
wariant CT warunkuje posrednig aktywno$¢ promotora®?.
W analizowanych grupach: badanej i kontrolnej oznaczong
czesto$¢ wystepowania poszczegolnych wariantéw polimor-
ficznych promotora MMP2 zamieszczono w tab. 1. Nie stwier-
dzono istotnie czestszego wystepowania zadnego z warian-
tow wzgledem plci, zar6wno w grupie badanej, jak i u dzieci
bez wad rozszczepowych (tab. 1), pomimo publikowanych

100%
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80% —
70% —
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Q35 — rozszczep podniebienia, Q36 — rozszczep wargi, Q37 — rozszczep
podniebienia wraz z rozszczepem wargi, TT, (T, CC — warianty polimorficzne.
Q35— dleft palate, Q36 — cleft lip, Q37 — cleft palate and lip; TT, CT, (C— polymorphic variants.

Ryc. 3. Warianty polimorficzne 1306 C/T promotora MMP2
w zaleznosci od rozpoznanej wady rozszczepowej

Fig. 3. 1306 C/T polymorphisms in the promoter of MMP2 gene
depending on a cleft defect

The frequency in which individual MMP2 promoter poly-
morphic variants occurred in the analysed groups, both the
examined one and controls, is presented in tab. 1. Sex-de-
pendent occurrence of any of the variants was not found
either in the examined group or in children without cleft
defects (tab. 1) despite published information that suggest
variable occurrence of these defects in boys and girls®.
Nonetheless, the groups are not sufficiently large to under-
mine the epidemiological data based on large populations
or to state that the observations are in agreement.

The analysis of the polymorphisms determined in the ex-
amined group did not reveal significantly more frequent oc-
currence of any of the variants depending on the cleft defect
diagnosed, as is illustrated in fig. 3.

The comparison of the distribution of the frequency
in which individual MMP2 promoter polymorphisms oc-
curred in children with cleft defects with the distribution
of frequency in the control group revealed significantly dif-
ferent distribution of individual variants only in the group
with cleft lip and palate (fig. 4).

According to earlier presumptions, the CC genotype that oc-
curred significantly more frequently in the Q37 group is as-
sociated with the promoter activity and, subsequently with
greater MMP2 gene expression. It is postulated that despite
similar genetic factors determining cleft defects, cleft palate
may result from expression activation/disorders of a differ-
ent set of genes than cleft palate and lip®®. The observations

100%
90%
80%

Q35 036 37 Kontrola
Control

mT e md

Q35 - rozszczep podniebienia, 36 — rozszczep wargi, Q37 — rozszczep
podniebienia wraz z rozszczepem wargi, TT, (T, CC — warianty polimorficzne.
Q35— cleft palate, Q36 — cleft ljp, Q37 — dleft palate and fip; TT, CT; (C— polymorphic variants.

Ryc. 4. Czestos¢ wystgpowania odmian polimorficznych promo-
tora MMP2 u dzieci z rozpoznanymi wadami rozszcze-
powymi w poréwnaniu z grupg kontrolng

Fig. 4. Frequency in which the MMP2 gene promoter polymor-

phisms occurred in children with cleft defects as against
the controls
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danych sugerujacych zmienng czestos¢ tych wad w zalezno-
$ci od plci®. Niemniej grupa badana nie jest na tyle liczna, by
obserwacje mogly by¢ calkowicie zgodne lub podwaza¢ dane
epidemiologiczne oparte na duzych populacjach.

Analiza oznaczonych polimorfizméw w grupie badanej nie
wykazala istotnie czestszego wystepowania ktdregos z wa-
riantéw w zaleznoéci od rozpoznanej wady rozszczepowej,
co zilustrowano na ryc. 3.

Poréwnanie rozkladu czestosci poszczegdlnych wariantow
polimorficznych promotora MMP2 u dzieci z rozpoznany-
mi wadami rozszczepowymi z rozkltadem czestos$ci w grupie
kontrolnej wykazalo istotnie rézny udziat poszczegdlnych
odmian jedynie w grupie dzieci z rozszczepem podniebie-
nia wraz z rozszczepem wargi (ryc. 4).

Istotnie czesciej wystepujacy w grupie z rozpoznaniem Q37
genotyp CC, wedlug wczeéniejszych ustalen, powigzany jest
z wigkszg aktywnoscig promotora i nastepnie wigkszg eks-
presja genu kodujacego MMP-2. Postuluje si¢, ze pomimo
podobnego podtoza genetycznego wad rozszczepowych
rozszczep podniebienia moze by¢ skutkiem aktywacji/za-
burzen ekspresji innego zestawu gendéw niz w przypad-
ku rozszczepu podniebienia wraz z rozszczepem wargi®®®.
Poczynione w naszej grupie badanej obserwacje sugeruja,
ze jednym z czynnikéw réznicujacych moze by¢ wlasnie po-
limorfizm promotora MMP2, co oczywiscie wymaga dal-
szej eksploracji. Metaloproteinazy stanowia grupe enzymow
o0 zréznicowanym powinowactwie do sktadowych ECM,
a proces ich syntezy, aktywacji i inhibicji podlega wielopo-
ziomowym regulacjom®. Tym samym stwierdzong istotng
statystycznie zaleznos¢ nalezy interpretowac z duzg ostroz-
noscig, ktéra nakazuje nie wigza¢ bezpoérednio zjawisk:
polimorfizm 1306 C/T - rozpoznanie Q37. Modyfikacja
oddziatywan aktywnej MMP-2 realizowana jest poprzez in-
terakgcje z tkankowym inhibitorem metaloproteinaz 2 (tissue
inhibitor of metalloproteinase-2, TIMP2)?®. Badanie prze-
prowadzone w populacji dzieci brazylijskich pozwolilo na
potwierdzenie istotnego (p = 0,002) zwiazku wad rozszcze-
powych, rozpoznanych tak jak w opisywanej przez nas gru-
pie badanej, z polimorfizmem promotora genu TIMP2®).
Analiza zmian polimorficznych w obrebie promotoréw genéw
MMPs pozostaje przedmiotem badan nakierowanych na oce-
ne zjawisk patofizjologicznych lezacych u podloza zaburzen
rozwojowych, jak réwniez wielu proceséw chorobowych. Zna-
czace wydaja sie wyniki badan potwierdzajace zwiazek poli-
morfizmu 1306 C/T promotora MMP2 ze zwigkszonym ry-
zykiem opdznienia rozwoju wewnatrzmacicznego plodu; nie
znaleziono takiego zwigzku z polimorfizmami w obrebie pro-
motora MMP9®?. Obserwacje Letra i wsp. wykazaly zwiazek
wystepowania rozszczepu wargi i podniebienia z polimorfi-
zmem promotora genu kodujacego stromelizyne (MMP3), na-
tomiast nie znaleziono istotnej zaleznosci z polimorfizmem
w obrebie promotora MMP1. Poczynione spostrzezenia skto-
nily autoréw do sugestii, ze polimorfizm promotoréw genow
kodujacych MMPs, zaangazowanych w rozwdj twarzoczasz-
ki, moze prowadzi¢ do wyja$nienia pewnych aspektow etio-
patogenezy wad rozszczepowych®.
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made in our subjects suggest that one of the differentiating
factors may be the MMP2 gene promoter polymorphism,
which certainly requires further investigation. Metallopro-
teinases constitute a group of enzymes with diversified af-
finity to ECM components, and their synthesis, activation
and inhibition is subject to multilevel regulations®”. There-
fore, the statistically significant correlation demonstrat-
ed should be interpreted with great caution which dictates
that the phenomena of 1306 C/T polymorphism and Q37
diagnosis should not be directly combined. The modifica-
tion of active MMP2 interactions is carried out by interac-
tion with tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP2)
% The study conducted in the Brazilian paediatric popula-
tion enabled confirmation of a significant (p = 0.002) cor-
relation of cleft defects, diagnosed as in our subjects, with
polymorphism of TIMP2 gene promoter®.

The analysis of polymorphic changes within MMP gene pro-
moters remains the subject of research, the aim of which is to
assess pathophysiological phenomena underlying the devel-
opmental disorders and numerous disease entities. The re-
sults that confirm the correlation of 1306 C/T polymorphism
of MMP2 gene promoter with increased risk of delayed intra-
uterine fetal development appear significant. No such corre-
lation was found between polymorphisms within the MMP9
gene promoter®”. The investigation of Letra ef al. revealed cor-
relation between cleft lip and palate and stromelysin (MMP-3)
gene promoter polymorphism, but no significant correlation
was found concerning polymorphism within MMPI gene
promoter. Based on these observations, the authors suggested
that polymorphism of MMP gene promoters involved in the
development of the facial skeleton may help elucidate certain
aetiopathogenetic aspects associated with cleft defects®V.
According to our best knowledge, no extensive studies on
genetic factors, including polymorphisms within promot-
ers of genes that code ECM modulating particles in fetal
development and those associated with the risk of cleft de-
fects, have been conducted in the Polish population till now.
Moreover, the role of genes participating in the develop-
ment of facial structures may be modified by environmental
factors influencing embryonic and fetal development and
therefore, plans of such studies should also include a de-
tailed environmental interview.

CONCLUSION

The analysis of polymorphic variants of MMP gene pro-
moters, which are active in the first trimester of gestation,
in children with cleft defects is an important direction
of research on genetic factors determining the occurrence
of such malformations. A significant difference in the fre-
quency in which the 1306 C/T polymorphism in the pro-
moter of MMP2 gene occurs in children with cleft palate
and lip indicates that this factor plays a certain role in nor-
mal development of the facial skeleton. Extensive popula-
tion-based studies are essential for a comprehensive assess-
ment of complex causes of cleft defects.
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Zgodnie z naszg najlepsza wiedza w populacji polskiej nie
przeprowadzono do tej pory szeroko zakrojonych badan
uwarunkowan genetycznych, w tym polimorfizméw w ob-
rebie promotoréw genow kodujacych czasteczki modelujace
ECM w rozwoju zarodkowym i powigzane z ryzykiem roz-
woju wad rozszczepowych. Co wigcej, rola gendéw wspol-
uczestniczacych w rozwoju struktur twarzoczaszki moze
by¢ modyfikowana wpltywem czynnikéw srodowiskowych
oddzialujacych w okresie rozwoju zarodkowego i ptodowe-
go, wiec projekty takich badan powinny uwzgledni¢ row-
niez szczegolowy wywiad $rodowiskowy.

PODSUMOWANIE

Analiza odmian polimorficznych promotoréw genow ko-
dujacych MMPs aktywne w pierwszym trymestrze cigzy
u dzieci z rozpoznanymi wadami rozszczepowymi stanowi
istotny kierunek badan nad uwarunkowaniami genetyczny-
mi wystepowania tych malformacji. Istotna réznica czesto-
$ci wystepowania wariantéw polimorficznych 1306 C/T pro-
motora MMP2 w grupie dzieci z rozszczepem podniebienia
wraz z rozszczepem wargi wskazuje na role tego czynnika
w prawidtowym rozwoju struktur twarzoczaszki. Dla kom-
pleksowej oceny zfozonych przyczyn wad rozszczepowych
niezbedne sg szeroko zakrojone badania populacyjne.

Konflikt interesow
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