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ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal c¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini1 ihlal
etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde
yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmas1 zorunlu
metinlerin yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye

teslim etmeyi taahhiit ederim.

0 Tezimin/Raporumun tamami diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir
kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir.

(Bu secenekte teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra
tezinizin erisim statiisiiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu talebinizi

yerine getirse bile, teziniz arama motorlarinin Onbelleklerinde kalmaya devam

edebilecektir.)

0 Tezimin/Raporumun ....... tarihine kadar erisime ac¢ilmasini ve
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0 Tezimin/Raporumun...... tarihine kadar erisime acilmasim
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OZET

SENDROMSUZ DUDAK DAMAK YARIKLI HASTALARDA MSX1 GEN
POLIMORFIZMININ YARIK BOLGESINDEKIi ETKINLIiGININ
INCELENMESI

Bu ¢alismada, herhangi bir sendromu bulunmayan yalnizca damak yarikli
(YDA) veya dudak damak yarikli (DDY) hastalardan alinan tiikiirik 6rneklerinin
DNA analizinin yapilmasi, taranan orneklerdeki MSX1 gen varyantlar tespit edilip,
degiskenlerin yarik bolgesinin fenotipine bir etkisinin olup olmadigini incelenmesi

hedeflenmistir.

Calismaya Izmir Katip Celebi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ortodonti
Anabilim Dali’na bagvurmus, ortodontik tedavi ihtiyaci olan toplam 40 birey dahil
edildi. Bireyler digsel siniflamaya gore Sinif 1, Sinif 2 ve Sinif 3 fenotipli olmak iizere
3 gruba ayrildi. Yine ayn1 bireyler yarik bolgesi simiflamasina gore YDA, tek tarafli
DDY ve cift tarafli DDY fenotipi olmak iizere 3 gruba ayrildi. Tiim bireylerden
calisma dncesinde goniillii onam formu alindi. Daha sonra tiikiiriik 6rnekleri alinarak,
ornekler analiz testi icin Ege Universitesi Molekiiler Tip ve Genetik Tan1 Arastirma
merkezine gotiiriildi. MSX1 geni icin her ekzona ayri ayri Polimeraz Zincir
Reaksiyon (PCR) amplifikasyonu uygulanmigtir. Gen c¢alismasi yapilan tiim

bireylerin ortodonti tedavilerine klinigimizde baglanilmistir.

Calismamizda YDA ve DDY fenotipli bireylerde MSX1 gen etkisi
degerlendirilmis ve bu gende saptanan degisiklikler incelenmistir. Dahil edilen
hastalarda tespit edilen MSX1 degiskenlerinin deformasyon alanina etkisinin risk
degerlendirilmesi Odds orant ve giiven araliglt ile belirlenmistir. Arastirma
bulgularimiza gore 40 hastanin 36’sinda MSX1 geninin 6 ayr1 bolgesinde varyantlar
(G26E, C.77G>A; A40G, c.119C>G; G116G, €.348C>T;
IVS1+35_46delICCGGGTGGGGG; ¢.452-15delT; c¢.*6C>T, c¢.1152 C>T)
saptanmigtir. Tespit ettigimiz bu 6 varyantin 4’iine ait bulgularin, gerek dogrudan
gerek transkripsiyonu etkileyen faktorleri dolayl etkileyerek dudak damak yariklart

ile iligkili oldugu diistiniilmiistiir.



Elde ettigimiz sonuglar dudak damak yariklarinin olusmasina neden olabilecek
degiskenlerle ilgili yapilacak gen calismalar1 i¢in yeni bir kaynak olusturacak
niteliktedir. Gorlisiimiiz calismamizin dudak damak yariklarinin olugsmasina engel
olabilecek yeni arastirmalara ve toplumdaki sikliklarin1 azaltacak muhtemel gen

tedavilerine 151k tutacagini yoniindedir.

Anahtar Kelimeler: Dudak Damak Yariklari, Genetik, MSX1

Vi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFICACY OF MSX1 GENE
POLYMORPHISM ON CLEFT REGION IN PATIENTS WITH NON-
SYNDROMIC CLEFT LIP AND PALATE

Within this study, salivary samples were obtained from the individuals with
non-syndromic cleft palate (CP) or cleft lip and palate (CLP). It was aimed to analyse
DNA from the samples, to detect MSX1 gene variants in the samples and to

investigate whether the variables had an effect on the phenotype of the cleft region.

A total of 40 individuals with non-syndromic cleft lip palate, who applied for
treatment to the Orthodontics Department of the Faculty of Dentistry of Izmir Katip
Celebi University and who needed orthodontic treatment were included in this study.
Individuals were divided into 3 groups according to dental classification as Class 1,
Class 2 and Class 3 phenotypes. The same individuals were divided into three groups
according to cleft region classification: cleft palate, unilateral cleft lip and palate and
bilateral cleft lip and palate phenotype. Voluntary consent forms were obtained from
all individuals before the study. Then, saliva samples were obtained from individuals
and samples were taken to Ege University Molecular Medicine and Genetic Diagnosis
Research Center for analysis test. Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification
was applied one by one to each exons for MSX1 gene. Orthodontic treatments of all
individuals who selected for this gene study were started in our clinic.

In our study, the effect of MSX1 gene was evaluated in individuals with cleft
palate and cleft lip and palate phenotype and the changes detected in this gene were
examined. In the included patients, the risk assessment of the effect of detected MSX1
variables on the deformation area was determined by the Odds ratio and confidence
interval. According to our findings, in 36 patients among 40, variants (G26E,
c.77G>A; A40G, ¢.119C>G; G116G, ¢.348C>T; IVS1+35_46del CCGGGTGGGGG;
€.452-15delT; ¢.*6C>T, ¢.1152 C>T) were detected in 6 different regions of MSX1
gene. The findings of four of these six variants were found to be related to cleft lip

and palate and it made us thought that the MSX1 gene can directly or indirectly be in

vii



relation with the formation of cleft lip and palates by affecting the transcription
factors.

These results may provide a new source for gene studies on the variables that
may cause cleft lip and palate to occur. We believe that our findings may shed light
to the further researches for avoiding the occurence of cleft lip and palates as well as
may develop potential gene therapies for reducing the frequency of the celft lip and

palates among the population.

Key words: Cleft lip and palate, Genetic, MSX1
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1. GIRIS

Dudak damak yariklari (DDY/CLP: Cleft Lip and Palte), kraniyofasiyal
bolgede, toplumda en sik karsilasilan kongenital anomalidir ve 700 canli dogumda 1
ile 1000 canli dogumda 1 oraninda malformasyonlar1 goriilmektedir’. Murray ve
Schutte yaptiklar1 epidiyolojik ¢aligmada, diinya capinda, etnik ve cografi
degiskenlere bagli olarak, DDY vakalarinin her 500-1000 dogumda 1 goriildiigiinii
bildirmislerdir?. Goriilme siklig1, cografik koken, 1rk, etnik ge¢mis ve sosyoekonomik
duruma gore degismektedir. DDY, agiz tavani ve list ¢ene kemigini olusturan
yumusak ve sert dokularin intrauterin donemde kaynasmasinda meydana gelen
anomalik durumlardan ve yetersizliklerden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir®. Dudak ve
damak gelisimi karmasik olaylar dizisidir ve normal gelisim i¢in hiicresel biiyiime,
migrasyon, differansiasyon, apoptozis gibi karmasik olaylarin sorunsuz ve yakin

koordinasyon ile ilerlemesi gereklidir?,

Embriyonik donemde iki boyutlu ultrasonografi (USG), ii¢ boyutlu manyetik
rezonans gortintiileme (MRG) ve bilgisayarli tomografi (CT) teknolojileri ile tanis1 konulan
dudak damak yariklari, dogumla birlikte bireyin dmiir boyu yiiziinde tastyacagi bir
deformasyondur. DDY"li bireylerin yiiz 6zellikleri kolaylikla normal yiiz yapisindan
ayrilabilmektedir®. DDYli bebegin dogumundan itibaren aile i¢in oldukga zorlu bir
siirec baslar ®. DDY, baslangicta yiiz bdlgesinde estetik bir problem gibi goriilmesine
ragmen, ciddi fonksiyonel problemleri de beraberinde getirmektedir. DDY ile dogan
bebeklerde beslenme problemleriyle baslayan siire¢; konusma problemleri, yumusak
doku problemleri ve deformitelerin diizeltilmesi, dentisyonun diizeltilmesini takiben
optimal kapanisin saglanmasi gibi tedavi adimlariyla devam eder. DDY’li birey,
dogumundan itibaren yetiskinlige kadar multidisipliner bir tedavi yaklagimina ihtiyag
duymaktadir. Bu multidisipliner ekipte, ortodontist, ¢cene cerrahi, plastik cerrah,

genetik uzman, psikolog, konusma terapisti gibi uzmanlar bulunmalidir®.

Embriyonik donemde iki boyutlu ultrasonografi (USG), ii¢ boyutlu manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) ve bilgisayarli tomografi (CT) teknolojileri ile tanis1 konulan
dudak damak yariklar, dogumla birlikte bireyin Omiir boyu yiiziinde tasiyacagi bir
deformasyondur. DDY"li bireylerin yiiz 6zellikleri kolaylikla normal yiiz yapisindan



ayrilabilmektedir®. DDY’li bebegin dogumundan itibaren aile i¢in oldukg¢a zorlu bir
siirec baslar ®. DDY, baslangicta yiiz bdlgesinde estetik bir problem gibi goriilmesine
ragmen, ciddi fonksiyonel problemleri de beraberinde getirmektedir. DDY ile dogan
bebeklerde beslenme problemleriyle baslayan siire¢; konugsma problemleri, yumusak
doku problemleri ve deformitelerin diizeltilmesi, dentisyonun diizeltilmesini takiben
optimal kapanigin saglanmasi gibi tedavi adimlariyla devam eder. DDY’li birey,
dogumundan itibaren yetiskinlige kadar multidisipliner bir tedavi yaklasimina ihtiyag
duymaktadir. Bu multidisipliner ekipte, ortodontist, ¢ene cerrahi, plastik cerrah,

genetik uzman, psikolog, konusma terapisti gibi uzmanlar bulunmalidir®.

Dudak damak yariklarinin yaklasik %30 unu olusturan kisminda sendromlarla
birlikte goriilen patolojiden sorumlu olan genler rapor edilmistir’. Non-Sendromik
karakterde olan ve dudak damak yariklarinin meydana gelmesinde etkili olan genetik

varyantlarin belirlenmesi amaciyla bircok ¢alisma yapilmustir’.

Sekanslama ve genotiplendirme gibi teknoloji alanindaki gelismelerle
biyoteknoloji ve genetik alanlarinda arastirmalar cogalmis, sendromsuz dudak damak
yariklarinin etiyolojisinde rol oynadig: diisliniilen pek ¢ok aday gen tespit edilmis ve
bildirilmistir®.

Sendromsuz DDY burun ve agiz boslugunun baska anomaliyle iligkisi
olmadan, tam olarak ayrilmamas: ile karakterizedir®. DDY ve damak yarig1 (YDA)
ayrimi ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, %25-35’1 dudak damak yarig,
%10-20’sinin sadece damak yarig1 patolojisine sahip oldugunu gostermektedir. Ancak
yarik fenotipi ile anamnez ve mendelyan kalittim modelinin iligkisini kanitlamak icin
yapilan arastirmalar yetersiz kalmaktadir'®. Embriyolojik olarak iki kategori
birbirinden farkli olsa da, hem DDY hem YDA vakalarinin erken embriyolojik evrede

olusumunun etkilendigi degiskenler aymdir!!.

Bugiline kadar Avrupa, Asya, Amerika ve Afrika gibi diinyanin bir¢ok
bolgesinde, sendromsuz DDY’li bireylerde aday genlerin saptanmasi ve haritalanmasi
konusunda arastirmalar yapilmistir'>, MSX1 genindeki varyantlar haritalanmis ve

goriilme sikliklar (frekanslari) gesitli gen veritabanlarinda rapor edilmistir?.

Bu calismada, Izmir Katip Celebi Universitesi Ortodonti Anabilim Dali’na
tedavi olmak iizere bagvurmus, herhangi bir sendromu bulunmayan DDY"li toplam

40 hastadan alinan tiikiiriik 6rnekleri iizerinde MSX1 geninin ekzonlar1 taranmistir.



Taranan gen Orneklerinde “sendromsuz DDY’li hastalarda MSX1 gen
polimorfizminin yarik bdlgesindeki etkinliginin incelenmesi” arastirmasinin

yapilmas1 hedeflenmistir.

Bu tez calismasmin sifir hipotezi, ‘‘Sendromsuz dudak damak yarikli
hastalarda MSX1 gen polimorfizminin yarik bdlgesindeki etkinligi agisindan fark

yoktur ’* olarak belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dudak ve Damagin Embriyolojik Gelisimi

Bas ve yiiz gelisimi, ¢esitli sinyal iletim sistemlerini, biiylime faktorlerini ve
reseptorlerini, transkripsiyon ve transisyon faktorlerini, hiicre adezyon molekiillerini
ve ekstraselliiler matriks komponentlerini igeren metabolik gelisim sistemlerinin

karmasik bir biitiiniinden olusmustur'®.

Tablo 1. Bas ve yiiz gelisiminde rol oynayan faktorler (Stainer ve Moore 2004)

Bliyiime Faktérleri ve Reseptérleri Egf, Egfr, Tgf, Fgf2, Fgf8, Fgfl, Fgflr, Fgf2r

Sinyal Yolaklar Shh, Bmp2, Bmp4, Bmp7, Wnt5a, Smad2-4

Ap2, DIx1-6, Gli2-3, Hoxa2, Irf6, Lhx8, Pax9,
Transkripsiyon Faktérleri
Pitx2, Prx1, Msx1, Tbx1, Tbx22

Hiicre Adezyon Molekiilleri Pvrl1, Conn43, E- Kadherin

Col2A1, Col11A1, Col11A2, Mmp2-3, Mmp9,
Ekstraselliiler Matriks
Mmp13, Timp1-3, Fibronektin

Dudak ve damagin gelisim asamasinda; hiicrelerin gogli, biiylimesi,
farklilasmasi ve apopitoze (programli hiicre 6liimii) ugramasi gibi olaylar zinciri arka
arkaya meydana gelir'. Embriyonik yasami baslangi¢ haftalarinda anterior noral
tiiplin dorsalinden koken alan noral krest hiicreleri mezensim hiicreleriyle yiiz taslagini
(fasiyal primordia) meydana getirmek i¢in biraraya gelirler. Fasiyal primordia olugum
sathasinda, anteriorda néropodun kapanmasindan 6nce, oral plaka ¢evresinde yapilar
olugmaya baslar. Stomedium kapanirken, oral membrana rostal ve notokordal plakanin
eklendigi bolge basin orta noktasi olarak gecmekte ve ileride burun, agiz, damak ve
dudaklar1 olusturacak olan nazal, maksiller ve mandibular ¢ikintilari (prominens)

bulundurmaktadir 1°.



2.1.1. Damagin Embriyolojik Gelisimi

Embriyonel donem, dollenmeyi izleyen ilk ii¢ ayda organ taslaklarinin
yumusak doku olarak meydana geldigi prenatal hayattir. On beyin hiicre mitozu ile
biiyliyerek asagi dogru egimlenir ve alttaki birinci yutak kavisi ile arasinda bir bogluk

olusur. 3 haftalik embriyoda stomedium olarak bilinen ilkel agiz boslugu meydana

)16.

gelmis olur(Sekil 1

premaksilar
gikmtilar

o .. Lateral nazal
cikintilar
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Sekil 1: Hamileligin 4. ve 5. haftalarinda yiiz geligimi
(Smith, C. P. ve ark.,1984. Basic Human Embryology 3rd edition. Pitman Publishing,68,

London)

Brankial arklar gelisimin 4. ve 5. haftalarinda ortaya c¢ikmaktalardir.
Embriyonun dis goériiniimiinde 6nemli etkileri bulunmakta ve boynun sag ve sol
bolgesinde cift halinde olmak {izere alt1 ¢ifttir. En {istten baglayarak sirayla; birinci
brankial ark (mandibular ark), ikinci brankial ark (hyoid ark), tiglincii brankial ark
(hyotroid ark)’tir. 5. ve 6. arklar, 4. ve 5. haftalarda kiigiiktiirler ve embriyonun
yiizeyinde goriilmezler!’. Ote yandan birinci ve ikinci brankial arklar en gelismis
olanlardir!’,

Yiz gelisiminin Onemli bir bolimi 4. ve &. haftalar arasinda
gerceklesmektedir. Dordiincii haftanin sonunda, 1. brankial arklar ile olusturulan
stomadeumun c¢evresinde bes adet fasiyal ¢ikinti goriilmektedir (Sekil 1).
Stomadeumun lateral kisimlarinda mandibular c¢ikintilar meydana gelirken,
kaudalinde maksiller ¢ikintt olusmustur. Stomadeumun iizerinde ise fronto nazal
(median nazal) ¢ikint1 ve fronto nazal ¢ikintinin ventrolatarel kisimlarinda olfaktif

plakod denilen iki ektoderm kalinlagmas1 meydana gelmistir®®,



Ilerleyen embriyonik evrede, mezoderm tabakasi icerisine dogru girintiler
(invaginasyon) ilerler ve nazofrontal ¢ikintiy1 {ige ayirir; sag ve sol dis nazal ¢ikintt,
i¢ nazal ¢ikint1. Olfaktif plakod invaginasyonlari ilkel burun boslugu baslangici olan
nazal pitleri olusturur. Gebeligin 6-7. haftalar siiresince nazal gukurun premaksillar
ve lateral kisimlari, burun deliklerine dogru (anterior, 6n kisma) kaynasir ve nazal
cikintilarin ve maksillar primordianin premaksillar kisimlar1 primer damagin her bir
kismui ile kaynagsmaya baslar. (Sekil 2) Nazal kaviteleri olusturacak iki nazal ¢ukur
meydana gelmeye baslar. Bu sirada i¢ nazal ¢ikint1 da burun septumu ve premaksillay1

meydana getirecektir'®,

Sekil 2: Yiiz gelisiminde 6.7. ve 8. Haftalar
(Smith, C. P. W., Williams, P.L. and Treadgold, S. 1984. Basic Human Embryology 3rd edition.

Damak gelisimi (palatogenezis) primer damak ve sekonder damak olmak
tizere iki taslaktan meydana gelir. Embriyo 5 haftalik iken, maksiller c¢ikintilar
iclerinde yer alan mezodermin ¢ogalmasiyla mediala dogru ilerlerler ve nazal ¢ikint
orta hat bolgesinde birlestirmeye baslar. Boylece nazal ¢ikint1 ve maksiller ¢ikintilar
iist dudagi olusturmaya baglar ve {ist dudagin tiimii, intermaksiller segment ile her iki
maksiller ¢ikintinin birlesmesi olusturur'®.(Seki/ 3-4). Alt dudak ise mandibular
cikintilarin ise orta hat bolgesinde birlesmesiyle olusmaya baslar'®. Primer damak
(foramen insizivum anterior) maksillanin kama seklinde mezenkim tabakasi olan
intermaksiller segmentinden gelismeye baglar. Primer damak ti¢ kissmdan meydana
gelmektedir, bunlar; iist dudagin filtrumunu olusturacak olan kisim, dort kesici disi
iceren alveoler kisim (premaksilla) ve primer damagin bu dort keser disi tasiyan

kisimdir°,
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Sekil 3. 4. ve 8. haftalar arasindaki insan embriyosunun frontal ve lateral goriiniimii
(http://clinicalgate.com/head-and-neck-6/)
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Sekil 4. 4. ve 8. haftalar arasindaki insan embriyosunun frontal ve lateral goriiniimii
(http://clinicalgate.com/head-and-neck-6/)(http://clinicalgate.com/head-and-neck-6/)
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Sekil 5: Palatal bolgenin gelisimleri ve progesleri
(www.netterimages.com.)

En kritik donemin 6. haftanin sonundan 9. haftanin basina kadar olan donem
oldugu rapor edilmistir. 6. haftanin sonunda maksiller ¢ikintilar lateral nazal ¢ikintilar
ile birlesir ve nazolakrimal sulkus meydana gelir?>?’,

Sekonder damak, sert ve yumusak damagin %90’in1 meydana getirir (Seki/
5,6). Foramen incisivumun posteriorundaki sert ve yumusak damak bolgelerinde
cikintilarin mediale dogru uzanan kisimlarinin (palatal sehelves, palatin proges,
maksiller ¢ikint1, maksiller uzantr) birlesmesiyle meydana gelir?>?’. Sekonder damak
gelisimi ii¢ evreden olusur. 1. evrede (6. gestasyonel hafta) maksiller kisimlardan
uzanan iki mezenkim ¢ikintis1 (palatin proges), gelisen dilin her iki yaninda dikey

yonde hareketleriyle baglamaktadir. II. evrede (7 ve 8. gestasyonel haftalar) lateral


http://www.netterimages.com/

cikintilarin ilerlemesiyle dilin iizerinde yatay konumda yerlesirler?*?’. 111. evrede ise
(9-10. gestasyonel haftalar) yatay konumdaki hiicreler birbirine dogru ilerleyerek
birlesirler bu hiicresel aktiviteye mezodermizasyon da denilmektedir, ayrica nazal
septum ve primer damagin posterior kisimlariyla da kaynasarak sekonder damagi

(foramen insizivum posterior) meydana getirirler.
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Sekil 6. Dudak ve damagin embriyolojik gelisimi, sert damagin kaynasmasi
(Koyuncu M. 2012.)

10.haftada tiim ¢ikintilar arasinda birleserek ve oronazal bolgeyi, oral ve nazal
bosluklara ayirir®®?’. Palatal gelisim embriyonik hayatin 5. haftasinda baslar ve
yaklasik olarak 12. haftaya kadar devam eder?’. Dudak, damak ve nazal dokular
olusurken fibroblastik biiylime faktorleri ve sonic hedgehog (shh) sinyal yolagi
oldukca dnemlidir?" 28, (Sekil 7).
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Sekil 7. Palatogenesis sirasindaki sinyalsal etkilesimler (BMP, bone

morphogenetic protein; FGF, fibroblast growth factor; FGF R,

fibroblast growth factor receptor; Shh, sonic hedgehog).
(http://clinicalgate.com/head-and-neck-6/)
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Hedgehog yolagi, intrauterin donemin gelisim safhalarinda hiicrelerin
yonlendirilmesinde oldukca etkili sinyal iletim sistemi ile yakindan iligkilidir. Bu
sinyal iletim yolaginin diizenledigi siireglere 6rnek olarak, hiicre tiirliniin belirlenmesi
ve organlarin, sinir sisteminin, iskeletin, akcigerlerin, saclarin, dislerin ve gonadlarin

gelisimi esnasindaki hiicrelerin yapimlarindan bahsedilebilir?®.

2.1.2. Dudagin Embriyolojik Gelisimi

Dudagin embriyolojik gelisimi damakla kiyasladigimiz zaman daha basittir.
Alt dudak, yaklagik 11.-12. Haftalar arasinda mandibular ¢ikinti kisimlarindan
olusmaktadir®®. Ust dudagi, maksillar ¢ikinti kisimlar1 meydana getirir. Maksillar
cikintilarin mediyale dogru gocili esnasinda lateral ve mediyal nazal ¢ikintilarinda
mediyale dogru hareket etmesine neden olur®’. Nazal ¢ikintilar mediyalde kaynasarak
tist dudak filtrumunu ve Cupid yaymni, burun ucunu ve 6n kismi olusturur.
Hareketlerine devam eden maksillar ¢ikintilar {ist dudak ve iist yanak gelisimine de

devam eder®°,

2.2. Dudak ve Damak Yariklarimin Siniflandirilmasi ve Embriyolojisi

Dudak ve damak yariklari giliniimiize kadar pek ¢ok farkli agidan
siniflandirilmis olmasina ragmen klasik bir smiflandirma heniiz rapor edilmemistir.
Dudak damak yariklar1 baska bir sendroma eslik edebilecegi gibi (sendromik
yariklar), sendromlardan bagimsiz (non-sendromik yariklar) olarak da
goriilebilmektedir.  Sendromsuz/non-sendromik ~ veya  Sendromlu/sendromik

olmasinin disinda oral yariklar lokalizasyonlarina bagl olarak da siniflandirilabilirler.

11



2.2.1. Davis ve Ritchie Simiflamasi, 1922

Alveol ark temel alinarak siniflandirma yapilan siniflandirmadir. (Sekil 8)
e Grup I: Prealveolar yariklar
e Grup II: Postalveolar yariklar

e Grup III: Tam yariklar (damak, alveol, dudak yariklar1)®!

= 9N

Prealveolar Postalveolar Alveolar

Sekil 8. Davis & Ritchie siniflamasi®

2.2.2. Veau Simiflamasi, 1931

Bu smiflama yerlesim yeri ve yarik tipine gore yapilmis basit
siiflamadir. (Sekil 9)
e Veau I: Izole yumusak damak yariklar:
e Veau II: Yumusak ve sert damag igine alan yarik alani (foremen incisivusun
posteriorunda yer alir)
e Veau III: Tek tarafli yumusak damak, sert damak, alveol ve ¢ogunlukla dudagi
iceren yarik bolgeleri
e Veau IV: Cift tarafli yumusak damak, sert damak, alveol ve ¢ogunlukla dudag:

iceren yariklar®,
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Py

2 @
D. 1

Sekil 9. Veau Siniflamasi
(https://www.researchgate.net/figure/Veau-classification)

2.2.3 Moore Siiflamasi, 1988

. Primer (Anterior/6n) damak yariklari

Il. Sekonder (Posterior/arka) damak yariklar

I11. Primer-Sekonder damak yariklar

IV. Tek tarafli (unilateral) damak yariklar

V. Iki tarafli (bilateral) damak yariklar1 (Sekil 10)%

13



Sekil 10. Moore Siniflamasi
(https://www.researchgate.net/figure/Nonsyndromic-orofacial-clefts)

2.2.4. Kernahan ve Stark-Striped Y Klasifikasyonu, 1971

Embriyoloji gore yapilmig olan bir siniflama gesididir. Dudak damak
yariklarimi siiflandirirken insiziv foremenin anatomik ve embriyolojik Onemini
dikkate alip, Y seklinde bir sema kullanmislardir®®. 1. ve 4. bélgeler sag ve sol dudagi
temsil eder. 2. ve 5. bolgeler sag ve sol alveolii, 3. ve 6. bolgeler foremen incisivusun
anteriorunda kalan primer damagi, 7 ve 8. bolgeler foremen incisivusun posteriorunda

kalan sert damagi, 9. bolge ise yumusak damagi temsil etmektedir. (Sekil 11)
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Sekil 11. Kernahan ve Stark-Striped Y https://www.researchgate.net/figure/The-

striped-Y-logo-designed-by-Kernahan

2.2.5. Milard’in Modifiye Kernahan Striped Y Simiflamasi, 1977

Daha sonra semanin yetersiz oldugunu diislinerek Millard 1977°de bu
smiflandirmayr  modifiye etmistir®®. Kernahan Y semasmin iizerine ekledigi

tiggenimsi alanlar burnu ve nazal tabani temsil eder. (Sekil 12)
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1 Nazal taban 5

2 «— Dudak | 6

Alveol

Sekil 12. Milard in Modifiye Kernahan Striped Y siniflamasi
http://www.yarikdudak.com/genelbilgiler/siniflandirma/ (2010)

A A

-

/\

&

AN

Sekil 13. Kernehan in Y skalasina gore dudak ve damak yariklarimin olusumu
(https://emedicine.medscape.com/article/837347)
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2.2.6. Schutte ve Murray siiflamasi

1999 yilinda sendrom ile birlikte goriiliip goriilmemesine gore yapilmis bir
siiflandirmadir.
e Nonsendromik dudak-damak yarigi
e Nonsendromik damak yarig1
e Sendromik dudak-damak yarig

e Sendromik damak yarig1

2.2.7. Uluslararasi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Siniflamasi

Grup | — Dudak veya alveol defektleri

Grup 11— Sekonder damak defektleri (sert damak, yumusak damak veya hem sert hem

yumusak damak)

Grup Il —Primer ve sekonder damagi iceren yarik kombinasyonlari (unilateral veya

bilateral olarak alt gruplara ayrilmaktadir.)

2.3. Dudak Damak Yariklarinin Epidemiyolojisi

Dudak damak yariginin insidansi etnik kokene bagli olarak degisiklik gosterse
de, 1:500 oranla, en sik Asya kokenli bireylerde goriiliir. Beyaz 1rkta goriilme orani
1:800 iken, siyah 1rkta 1:1000 goriilme oran1 tespit edilmistir®.

Amerikada sendromsuz dudak ve damak yarik olgularinin gériilme orant 1000
dogumda 1,5-2,5 arasinda degismektedir®. Izole damak yariklarinin goriilme
insidans1 canli dogumlar arasinda 0,5:1000 oldugunu ve bu durumun etnik kdkene
gore farklilik gostermedigini bildirmislerdir. Kim ve ark. Kore’de dudak ve damak
yarik fenotipi goriilme insidansini tespit etmek i¢in yapilan iilke ¢apinda bir caligmada
bu oran1 1,81:1000 olarak rapor etmislerdir®®. Tuncbilek ve arkadaslarmin iilkemizde
yaptig1 retrospektif caligmada; 1229 hastanin kayitlar1 taranmig 793’iinde (%64.4)
dudak damak yarig1, 436’sinda (%35.6) izole damak yarig1 rapor edilmistir®. izole

dudak yari81 ya da dudak damak yarig1 vakalariin insidansi, Latin Amerika ve Asya
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(Cin, Japonya) bolgelerinde yiiksek; Israil, Giiney Afrika ve Giiney Avrupa
bolgelerinde diisiik bulunmustur. izole damak yarik fenotipi ise en fazla Kanada ve
Kuzey Avrupa’da, en az ise Latin Amerika ve Giliney Afrika’da goriildigi
bildirilmistir41. Afrikalilarda goriilme sikligi 0,43:1000; Asyalilarda goriilme siklig1
3,2:1000 ve Kafkaslilarda goriilme sikligr ise 1,4:1000°dir42.

Tablo 2. Etnik kékene gore dudak damak yariklarinin gériilme sikligi (Burth Defect Risk Factor Sertes:
Oral Clefts, Oral Clefts: 1-10 (2005))

Etnik Koken Insidans
Asya 2.02: 1000
Kafkaya 1.43-1.86: 1000
Afrika 0.18-1.67: 1000
Amerika 1: 1000
Latin Amerika 1.04: 1000
Avrupa 1.2: 1000
Tiirkiyede 0.95: 1000

Izole dudak yarig1 ya da dudak damak yarigi vakalarmin insidansi, Latin
Amerika ve Asya (Cin, Japonya) bolgelerinde yiiksek; Israil, Giiney Afrika ve Giiney
Avrupa bolgelerinde diisiik bulunmustur. izole damak yarik fenotipi ise en fazla
Kanada ve Kuzey Avrupa’da, en az ise Latin Amerika ve Giiney Afrika’da goriildiigii
bildirilmistir**. Afrikalilarda goriilme siklig1 0,43:1000; Asyalilarda goriilme siklig1
3,2:1000 ve Kafkaslilarda goriilme siklig1 ise 1,4:1000°dir*.

Izole dudak yarig1 ve dudak damak yarig: fenotiplerinin erkeklerde goriilme
insidans1 daha yiiksek iken, izole damak yarik fenotipinin kadinlardaki insidansinin
daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ancak bu durumun farkl etnik gruplarda farkl
olabilecegi de bildirilmistir.

Goyeng ve Karadede 1984-1991 yillan arasinda Dicle Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Ortodonti Anabilim Dalina bagvuran 91 bebegin dahil edildigi
calismada; 6 kiz (% 6,59), 3 erkek (% 3,30), toplam 9 bebekte (% 9,89) primer yarik,
17 kiz (% 18,68), 16 erkek (% 17,58), toplam 33 bebekte (% 36,26) sekoner yarik, 9
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kiz (% 9,89), 40 erkek (%43,96), toplam 49 bebekte (% 53,85) total yarik
gdzlemlediklerini rapor etmislerdir**. Bu vakalarda izole damak yariklarinin goriilme
insidansi, izole dudak yarig1 ya da dudak damak yariklarinin goriilme insidansindan

yiiksek oldugu rapor edilmistir.

2.4. Dudak ve Damak Yariklarimin Etiyolojisi

Oral yariklarin olusum nedenleriyle ilgili yapilan oldukg¢a fazla calisma
bulunmasina ragmen etiyolojisi ve patojenitesi hala tam anlamiyla acikliga
kavusturulamamistir®.  Ancak dudak damak yariklarnin, genetik ve gevresel
faktorlerin etkisiyle meydana geldigi bilinen bir durumdur*®. Genetik ve molekiiler
biyoloji alanlarindaki ¢alismalar dudak damak yariklarinin genetik temelini
aydinlatmak igin arastirmalara devam etmektedir?®.

Dudak damak yariklarinin %30’luk kismi kromozom anomalileri olarak
bilinen ve genotipleri tanimlanamayan sendromlara bagl olarak (sendromik dudak
damak yariklart) gelisirler. Mendelyen tipte bir kalitim gdsteren; Stickler Sendromu,
fetal alkol sendromu, DiGeorge Sendromu damak yariklariyla birlikte gézlemlenmis
sendromlardir®. DDY ile birlikte en fazla goriilen sendrom ise Van der Woude
Sendromudur*. Sendromlu dudak damak yariklarina neden oldugu bilinen mutasyon
genlerinden bazilar1 FGFR1, TP63, MSX1, TBX22, PVRL1 ve PTCH1 oldugu
soylenebilir. 4. kromozom iizerinde yer alan (4p16.3-p16.1) MSX1 genindeki
mutasyonlar oral yarik, hipodonti ve tirnak displazisi ile goriilen otozomal dominant
gecisli Witkop sendromundan sorumludur®’. Yarik dudak damaklar1 %70 oraninda,
Mendelyen tipi kalitim gostermez ve sendromik bir bileseni olarak ortaya ¢ikmaz.

Tek yumurta ikizlerinde dudak damak yarik olusumunun %100 uyumlu
olmamas1 (diskordans) genetik faktorlerin tek basmna etkili olmadiginin
gostergesidir’®. Yapilan baska ikiz galismalarinda monozigot karakterdeki ikizlerin
%40-60, dizigot karakterdeki ikizlerin %5 oraninda patolojiyi beraber tagidiklar rapor
edilmistir*®. Monozigot karakterli ikizlerdeki yiiksek insidans genetik etiyolojiyi
desteklerken, oranin %100 olmamas1 genetik faktorlerin disinda c¢evresel faktorlerin
de etkisi oldugunu kanitlamistir. Cevresel faktor olarak; gebelik doneminde

uygulanan beslenme diyeti, anti-epileptik ilag, alkol ve sigara kullanimi; folik asit ve
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multivitamin eksiklikleri, viral enfeksiyonlar ve teratojenlere maruz kalma gibi
durumlar yapilan arastirmalarda 6n plandadir®.

Klinik olarak saptanan yarik fenotipi, bahsedilen etkenlerin toplaminin belirli
bir esigi asmasiyla meydana gelmektedir. Bu multifaktoriyel esik modeli olarak da
tanimlanmaktadir. Fakat son yillarda, segregasyon analiz yontemlerinin kullanildig:
calismalar, hastaligin ortaya c¢ikmasini diisiik derecelerde etki eden ¢ok sayida
faktoriin etkilerinin toplaminin bir esigi asabilmesine degil; daha major etki gésteren
daha az sayidaki genetik faktoriin hastalik riskini arttirma etkisine de bagli oldugunu

rapor etmislerdir*®49°0,

2.5. Sendromsuz (Non- Sendromik) Dudak ve Damak Yariklarinda Cevre

ve Kalitimin Rolii

2.5.1. Cevrenin Rolii

Dudak damak yariklarinin meydana gelmesine neden olan birgok teratojen ile
ilgili aragtirma yapilmistir. Danimarka’ daki Fogh-Andersen’a gore, dudak ve damak
yariklarinin insidansi son 50 yil icinde iki kat ve son 100 yil i¢inde ii¢ kat artmistir™.,
Finlandiya’da, Rintala ve arkadaslarinin yapmis oldugu 30 yillik takip ¢aligmasinda
ise yarik damak ve dudak fenotipinin hizla arttis egiliminde oldugu agikg¢a rapor
edilmistir’®>. Yapilan bu calismalar gosteriyor ki, cevresel faktorler giderek
artmaktadir. Bu faktorler arasinda en etkili olanlar; izotretinoin, fenitoin, valproik asit
ve primidon gibi bazi antikonviilsanlar, maternal sigara ve alkol tiikketimi, maternal
diyabet, kortikosteroidler, folik asit antogonistleri ve beslenme yetersizligi ve bazi
viral enfeksiyonlar oldugu belirtilmistir®®. Arastirmacilar gebeligin ilk donemlerinde
folik asit kullanim1 ve multivitaminlerin hi¢ kullanilmamasinin dudak damak yarig1
olusumunda 3 kat daha fazla etkili olabilecegini tespit etmislerdir®*. Bunun yaninda
cinko eksikligi ve kolesterol dudak damak yariklar1 ile iliskilendirilirken,
multivitamin kullanim1 koruyucu oldugu tespit edilmistir.

Dudak damak yariklara yatkinliga neden olan bazi genetik varyantlarin, bir
takim cevresel faktorlerle baglantili oldugu yoniinde de raporlar vardir. Sigara

kullanimmin TGF« genindeki varyantlarla bir araya geldigine, bireylerde damak
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yarig1 olusumunu 6 ile 8 kata kadar, dudak damak yarig1 olusumunu ise 2 kata kadar
artirdig1 tespit edilmistir®. Benzer sekilde sigara ve alkol kullanimmmin TGFb3 ve
MSX1 genindeki varyantlarla, vitamin A aliminin RARA genindeki degisikliklerle ve
folat eksikliginin MTHFR ve RFC1 genlerindeki degisikliklerle bir arada
bulunmasinin DDY olusma riskini arttirdig1 yapilan calismalarda tespit edilmistir®®.
TGFa ve MSX1 genlerindeki degiskenlerin bir arada bulunmasinin yarik damak
insidansint 9,7 kat artirdigin1 Jugessur ve arkadaglari 2003 yilinda yaptiklari

aragtirmada rapor etmislerdir®”.

2.5.2. Genetigin Rolii

Farkli populasyonlardan hastalarin %20’sinin hereditesi olumlu olsa bile,
genetik faktorlerin bu konjenital faktoriin ortaya ¢ikmasinda ¢ok dnemli bir role sahip
oldugu diistiniilmektedir. Non-sendromik dudak damak yariklarinin meydana
gelmesinde etken olan genetik varyantlarla ilgili caligmalar pek ¢ok aday geni ortaya
¢ikarmistir. Bunlar arasinda biiylime faktorlerini (TGFe, TGFf) kodlayan genler;
MSX1, TBX22 transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler; CYP1A1, GSTM1, NAT2,
MTHFR, RARA gibi genler 6rnek olarak gosterilebilir®®. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda DDY igin bir¢ok aday gen gosterilmistir bazilar1 ise 6n plana ¢ikmustir.

On planda olan bu aday genlerden bazilar1 Tablo 3’te verilmistir.

2.5.2.1. Genetikte Genel Tanimlar

Dudak damak yarigina neden oldugu diisiiniilen genlerle yapilan,
iliskilendirme caligmalarinda bircok aday bdlge, farkli insan populasyonlarinda
arastirlmistir®. Genetik, canlilarda fenotipin olusumunu, nesilden nesile gegisini,
gecis asamasindaki izlenilen sirayi, canlinin atalarina benzemesini ve onlardan
farklilik gdstermesinin nedenlerini ve cesitliligi arastirir®®.

Canlilarda metabolik olaylar, protein molekiilleri tarafindan biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu olusur. Her bir protein, yiizlerce aminoasitin 6zgiil diziliminden

meydana gelmistir. Genetik bilgi, bir hiicrenin i¢inde proteinlerin {iretilmesi i¢in
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yapilan dizilimdir. Hiicrelerin hepsi iiretilmesi gereken tiim proteinleri olusturamaz

hiicre tipine bagli olarak gerekli 6zgiil proteinleri olusturur. Bu yonlendirmelerin

hepsi ayr1 birimler olan genlerde sifrelenmektedir

59,63

Tablo 3. Dudak-damak yariginda etkili olan genler

(Carinci ve ark.,2007, Wong ve ark.,2004., Lidral ve ark..,2008, Vieira ve ark.,2005, Mangold ve

ark.,2012, Sahoo ve ark.,2011, Ghassibe-Sabbagh ve ark.,2011, Hong ve ark.,2012)

Non-sendromik DDY

Genleri
OFC2

OFC1

RARa

OFC6/IRF6

OFC4
OFC3/MTHFR

MSX1
OFC7/PVRL1/TGFB3
OFC8/TP73L

OFC9

OFC10/SUMO1

Lokuslar
2p13
6p24-p23
17g21.1
1032.3-g41
4921-g31
19913
4916
11023.3
3028
13033.1-q34

2933

Tanimlandiklar:

1989

1990

1992

1992

1994

1995

1997

1998

1999

2002

2006

Yil
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Tablo 4. Genetik kod tablosu®® (biyodoc.com%2FProtein  sentezi.
html&psig=AOvVaw3FEKkpTx_5TpiYQC1rQyVH&ust=1567691541635269)

IKINCI BAZ SIRASI
U C A G

GCA Alanin GAA
GCG aanin  GAG

GGA Glisin
GGGlalisin

UUU  Fenilalanin UCU UAU Triozin uGu U
JUC  Fenilalanin JCC UAC Triozin UGC C
J UUA  Lesin  UCA UAA UGA A
UUG Lesin UCG UAG UGG G
CUlU Lasin  CCU Pralin CAU CGU agjinin U
c CUC Lesin  CCC Pralin CAC CGC agjinin C
CUA Lesin  CCA Prolin CAA CGA Adjinin A
CUG Lesin  CCG Prolin CAG CGG Aijinin G
AUU lzlosin  ACU AAU  Asparain AGU- u
A AUC lzolosin -~ ACC AAC Asparajin AGC C
AUA  Izolosin - ACA AAA AGA Aiinin A
AUG Metienin - ACG AAG AGG Aijinin G
GCU alznin  GAU GGU glisin )
GCC aain  GAC GGC alisin C

G
A
G

Canlilarda bulunan 20 aminoasitin her biri ayr1 bir sifre ile kodlanir. Bunlar
biiyiik bir molekiil olan DNA’nin (Deoksiriboniikleik asit) niikleotit bazlaridir. DNA,
genetik sifre olarak adlandirilan genetik bilgi sisteminin hafiza molekiiliidiir.
Canlilardaki bu genetik sifre; -A (Adenin), G (Guanin), T (Timin), C (Sitozin)-
harfleri ile baglayan kimyasal isimleri olan, yapay zekadaki sifir ve bir rakamlarindan
olusan ikili sistemin aksine; dort niikleotit bazindan olusan dortlii bir sistem
kullanmaktadir. Bu dortli sifre, liglii kodon adi verilen yap1 tasini kullanmaktadir.
(Tablo 4.). Bu genetik sifre evrensel olup bitki ve viriisler dahil olmak {izere tiim
canlilarda kullanilmaktadir®®64,

Genler kromozomlarin tizerine dizilmistir. Kromozomlar ise hiicre

cekirdeginde biri anneden digeri babadan gelen homolog ciftler halindedirler. Genler

her kromozomun iizerinde dogrusal bir sekilde dizilmistir (Resim 24). Her genin,
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lokus olarak adlandirildig: belirli bir pozisyonu vardir. Genler ekzon (kodlayan) ve

intron (kodlamayan) diziler olarak adlandirilan boliimden meydana gelmistir®3,

2.5.2.2. DNA

Deoksiriboniikleik asit, “DNA” bir niikleik asittir ve genetik sifre olarak
adlandirilan genetik bilgi sisteminin bir hafiza molekiiliidiir. Yirminci yiizyilin en
biiyiik kesfi 1953’te James Watson ve Francis Crick tarafindan yapilmistir®364,

Iki uzun poliniikleotit zinciri bir merkez etrafinda kivrilarak sarmal yapiy
meydana getirir. Bu iki zincir birbirine ters yonde ilerler. Yani C-5’ ucu ile C-3°

ucunun ydnleri birbirlerine gore terstir. Azotlu bazlar birbirlerine hidrojen baglari ile

baghdirlar. DNA’da dort farkli niikleotit vardir. Her bir DNA niikleotitinde dort azotlu

bazdan “A, G, T, C” bir tanesi bulunur. Bu eslesme A=T veya G=C arasinda

gerceklesmektedir. Bu dort baz ¢esitli kombinasyonlarla, sonunda proteinin aminoasit

dizilimini belirleyen genetik kodu olusturur®®.

.-"l |
Kromozom h ;
|'1' Eews 1
B \&
=4 =
LAr crpocsTm [T

DNA Gienes

Sekil 14. Genin kromozomlar iizerinde dizilimi
(https://en.wikipedia.org/wiki/File:Chromosome_DNA_Gene.svg)
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Baz ciftleri arasinda olan birbirini tamamlama 6zelligi DNA replikasyonu ve

gen ifadesi i¢in temeldir. DNA iplikleri tamamlayict molekiillerin sentezi i¢in kalip

gorevi gérmektedir®®,

(@ (b)

, ' , Adenine
Nitrogenous bases: Thymine LHN

< mmadeine ¥ a N

S ==mynie 0,0/ AW

o mmouine (" N \L

/ 0 0 I."' ’
posphate O k;ir p g
backbone N=< .0 : ?
----- 0
; NH; Gyene o5  Major Minor

¥ groove groove

Sekil 15. DNA 'nin kimyasal yapist a) duble helix yapist b) fosfodiester baglar c) biiyiik ve
kiiciik oluklar, transkripsiyon (DNA'dan RNA'min kopyalanmasi) ve ¢ogaltma gibi iglemler
sirasinda DNA baglayict proteinler icin baglanma bolgeleridir.
(https://courses.lumenlearning.com/wm-biologyl/chapter/reading-structure-of-dna/)

2.5.2.3. Gen Ekspresyonu

Bir organizmanin genetik yapisint DNA da bulunan dNTP dizileri belirler ve
bu bilginin ifade edilmesi ise (protein sentezi) RNA’lar aracigi ile saglanir. Gen
ekspresyonu da haberci RNA (mRNA) molekiiliiniin senteziyle yani transkripsiyon
islemi ile baglar. Transkripsiyonda DNA ¢ift sarmalindan birisi kalip olarak kullanilir

ve bu kalibin da belli bolgesi kopyalanir. Gen ekspresyonu transkripsiyon ve

translasyon islemlerinin biitiiniidiir®. (Sekil 16)
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Gene2 0
Gene 1 7
N/ — termination
(Z;L Gene 3
g - A
fuel gene
T7 promotor
DNA strand 3' 5
(template) fe)'

o Jila e ol le ol e R &
mRNA 5 3 Ee "‘)
Codon A Y e %‘.‘
TRANSLATION ¥,
v v v_ Al , RN
prowin < pha (o) e y,»;l
Amino acid
Sekil 16. Gen Ekspresyonu (transkripsiyon ve translasyon  islemi)®

(https://studylibtr.com/doc/1080107/gen-ekspresyonunun-kontrolii-ve-diizenlenmest)

Genin transkripsiyonu, kodlayan dizinin 5 ucundaki kromozomal DNA’daki
baslangi¢ bolgesi ile baslar ve kromozomda ekzon ve intronlar boyunca devam eder.
Primer RNA transkriptinin 5’ ve 3’ modifikasyonlarindan introna karsilik gelen
kisimlari ¢ikartildiktan (splicing) sonra ekzona karsilik gelen parcalar birlestirilir®
(Sekil 16)

Primer RNA transkripti, 5’ ucuna kimyasal bir baslik (cap) yapist eklenmesi,
kodlayan bolgenin sonundaki 6zgiil bir noktadan 3’ ucunun kesilmesi ile islenir. Bu
kesilmeyi RNA nin stabilitesini artiran polyA kuyrugunun 3’ ucuna eklenmesi izler.
Poliadenilasyon noktasinin yeri genellikle RNA transkriptinin 3’ ucunda bulunan ve
proteine ¢evrilmeyen kisminda yer alir. Kodu kopyalayan mRNA ¢ekirdekten
sitoplazmaya gecer ve protein yapim islemi baslar®®.

Genlerin son lriinii olan protein polimeri insan viicudunda 20 farkl ¢esidi
bulunan aminoasit monomerlerinden olusur. mRNA molekiiliindeki ti¢lii niikleotit baz
dizisinden olugan genetik kod, DNA’da depolanan bilgiyi yansitir ve protein zincirine
dahil olmas1 gereken 0zgilil aminoasitin girisinin  belirlenmesini  saglar.
Transkripsiyonla (Sekil 17) RNA’ya kopyalanan, protein polimerine ait genetik
bilgilerin okunmasi1 veya protein polimeri haline cevrilmesine translasyon (Sekil

17)denilir. Bu islemler molekiiler genetigin santral dogmasini olusturur®,
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cytoplasm

WRNA

&

polypeptide
chain

»

TRMNA

/

® @ © @ © @

Adenine (A)
Cytosine (C)
Guanine {(G)
Uracil (U)

—
I
. Amino acid

Sekil 17. Transkripsiyon ve translasyon (Genome Research Limited)
2.5.2.4. Mutasyon Tamimi ve Cesitleri

DNA, orijinal genetik bilgiyi koruma egiliminde de olsa maruz
kalabilmektedir. ‘Mutasyon’ DNA dizisindeki (genotipte) meydana gelen kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanabilir. Mutasyon bir baz ciftinin yer degisiminden, bir
delesyondan (¢ikma) ya da daha fazla baz c¢iftinin insersiyonundan (girme) olusabilir
ve protein yapisinda degisiklige ya da o proteinin hi¢ yapilamamasina neden olabilir®*.

Bu, niikleotit dizisindeki bir degisiklik veya DNA dizilerinde yeni bir

yapilanma anlamina gelmektedir. Genotipte meydana gelen bu degisiklik fenotipe
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yanstyabilir veya yansimayabilir. Bu, mutasyonun nerede meydana geldigine ve geni
ne denli etkiledigine bagli olarak degisir®.

Mutasyonlar, germ hiicrelerinde (soyhatti) ya da somatik hiicrelerde
goriilebilmektedir. Germ hiicrelerde gerceklesen mutasyonlar, nesilden nesile
aktarilarak kalitimlasabilir. Bunlar kalitimla gegebilir, genetik ¢esitliligin ve evrimin
de temelini olusturur. Somatik hiicrelerde olusanlar ise lokalize hiicre dliimlerine,
hiicresel fonksiyon degisikligine ya da tiimor olusumuna neden olabilirler®.

Mutasyonlar kendiliginden, (dogal mutasyonlar-Spontane mutasyonlar)
olusabilir ya da organizmanin ¢evresel kosullardan etkilenmesi sonucu
indiiklenebilirler (yapay/ydnlendirilmis)®®.(Suni mutasyonlar-Deneysel mutasyonlar)

Mutasyonlar1  kalitsal madde degisikliginin yapisina goére 3 gruba
ayirmislardir®®,

1. Kromozom mutasyonlari: Kromozom yapilarini etkiler.
2. Genom mutasyonlari: Kromozom sayisini etkiler.

3. Tek gen mutasyonlari: Her bir genin degisimine neden olur.

2.5.2.4.1. Kromozom Mutasyonlar:

Kalitsal yapidaki degisikliklerden kaynaklanan bir degisim sonucu ortaya
¢ikan mutasyonlara, kromozom mutasyonu denir. Kromozomun yapisinda bulunan
bagin kopmasiyla olusur, kopma tek kromatitte olursa kromatit kopmasi her iki
kromatit gerceklesirse kromozom kopmast meydana gelir. Fragmentasyon
kromozamda meydana gelen kopma olayidir, kopan kromozom parcasina ise fragment
denir®s,

Kopan kromatit ya da kromozom pargasi koptugu yere yeniden baglanirsa yani
kopma tamir edilirse mutasyon meydana gelmez. Ancak tamir edilmezse kopan
kromozom parcast baska bir kopuk kromozomun ucuna yapisabilir, kromozomun

ortasindan kopan bir parga 180° déniip tekrar yapisabilir®®°.

Kromozomun herhangi bir bolgesinden bir parcasinin kopmasina ve geri
baglanmamasina delesyon (eksiklik) denilmektedir (Sekil/ /8). Kopan parcanin hangi
bolgede meydana gelmesine gore, terminal delesyon (u¢ delesyon) ya da interkalar

delesyon (ara delesyon) olarak adlandirilir®®.
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Eger kromozomun iki ucundan da segment kopup kaybolursa ve kopuk
kisimlar birbiri ile kaynasip halka kromozomu meydana getirebilir. Halka seklinde
kromozom ile karsilasilirsa bu kromozomun her iki ucunda delesyon oldugunu
bildirmektedir. Eger kardes kromatit kaynasmasi (sister chromatid union-SCU)

goriiliirse, kromozomun bir ucunda delesyon oldugunu gésterir®®-°8,
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Translokasyon SININININTNININN Kayip Genetik

Materyal

(mw\wwmw\w\\)
2

Farkh/ \ I /' Kayip Kromozomlar

Kromozom
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Parcas) NN D, Ekstra Kromozomlar

Inversiyon / l \ (AARAAARINRIN)

@QWVAVAVMW) (mw\w\vmmﬂwz\\)

Kazamlan Genetik
Materyal

(mw\wwmmmm@

Dublikasyon

Sekil 18. Kromozom mutasyonlari®® (delesyon) (https://slideplayer.com/user/9953497/)
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Translokasyon Materyal
(mVAV}\VMWVAIVA\)
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Faki N ” chd
Kromozom
Pargast et D, Ekstra Kromozomlar
Inversiyon / \ (AARAAARINRIN)
(ﬂwmmma\ww}\vmm ¢ " NA)
(AP Kazanilan Genetik
; Materyal

Dublikasyon ‘

Sekil 19. Kromozom mutasyonlari(dublikasyon)
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Duplikasyon, kromozom tizerindeki bir gen lokusunun birden fazla bulunmasi
durumudur (Sekil 19). Duplikasyon mayozda simetrik olmayan pargalar arasinda
krossingover sonucunda olusur. Boyle bir krossingover sonucunda duplikasyonlu
kromozomun yaninda delesyonlu bir kromozom da olusur. Duplikasyon sonucu

kromozomun yapisinda ve seklinde degisiklik meydana gelir®®.

inversiyon, bir kromozomun tam ortasindan kopan par¢anin 180° ters doniip
tekrar yapismasi olayidir. (Sekil 20). inversiyon ile kromozomdaki gen sayisinda bir
degisiklik olmazken genlerin yerleri ve yapist degisir. Kisaca inversiyonda

baslangigtaki gen sayisinda bir degisiklik olmazken gen dizilisi degisir®.

Delesyon

(NN Kayip Genetik
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SININININININ
- ( VAVAVMA“\ Cﬂ\\ﬂM“”\V/\VMMVI\V}\\)

Kazanilan Genetik
Materyal

(WVAVA\(MMJ\YI\VA\)

SINININTNININTNINTNININININTN
(¢ ; ))

Dublikasyon

Sekil 20. Kromozom mutasyonlari® (inversion ve translokasyon)
(https://slideplayer.com/user/9953497/)

Bir kromozomdan kopan segmentin homolog olmayan baska bir kromozoma
ile birlesmesine translokasyon denir (Sekil 20). Insersiyon (transpozisyon) bir
kromozomun arasindan kopan segmentin bagka bir kromozomun arasindaki bir
bolgeye girmesi durumudur. Insersiyon translokasyona benzer ancak insersiyonda
kopan parca diger kromozomun arasindaki bir bolgeye girer. Kromozomun hem

yapisint hem de seklini degistiren mutasyonlara insersiyon denilir®®.
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Her iki dizisi de tasidigi genler bakimindan birbirinin aynist olan
kromozomlara izokromozom ad1 verilir. (Sekil 21). izokromozomun meydana gelmesi
i¢in kromozomunun primer bolgesinde bir kopma olur ve kardes kromatit birlesmesi
(SCU;sister chromatid union) meydana gelir. Bu tip kromozom mutasyonlarinda o

bolgede gen degisikligi meydana gelir.

N

isochrKosome

Sekil 21. Normal kromozom ve Izokromozom
(https://scholar.cu.edu.eg/?q=m_ismail_alqgnishy/files/2-_genetics.pdf)

Norm

2.5.2.4.2. Genom Mutasyonu

Gendeki kromozom sayisinda degisiklik meydana geldiginde bu tip
mutasyonlar genom mutasyonu olarak adlandirilir. Mayoz ya da mitoz boliinme
sirasinda kromozomlardaki ayrilma problemlerinden kaynaklanir’.

Genom mutasyonlart andploidi meydana getirir ve canlilardaki kromozom
sayisinin bir veya daha fazlasinin degismesi durumudur. Anéploidi durumunda
organizma tam bir kromozom takimi degil, bir veya birden fazla kromozom kazanir
ya da kaybeder. Kromozom sayisindaki degisime bagli olarak hipoploidi veya
hiperploidi olmak iizere ikiye ayrilir®®. Haploid kromozom takimimin ikiden fazla
bulundugu durum poliploidi olarak adlandirilir®,

Canlilardaki kromozom sayisinin, diploid canlidaki kromozom sayisina oranla
bir genom ya da genomun katlar1 seklinde artigina poliploidi denilir. Poliploidler sahip

olduklar1 kromozom sayisina gore adlandirilirlar®®.
Triploid: 3n kromozoma sahip olan poliploid

Tetraploid: 4n kromozoma sahip olan poliploid

Pentaploid: 5n kromozoma sahip olan poliploid
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Heksaploid: 6n kromozoma sahip olan poliploid
Heptaploid: 7n kromozoma sahip olan poliploid

Oktoploid: 8n kromozoma sahip olan poliploid

2.5.2.4.3. Tek Gen Mutasyonlari

Bir DNA molekiiliinde bir baz ¢iftinin diger bir baz ¢iftine doniisiimii baz yer
degistirme ya da nokta mutasyonu olarak adlandirilmaktadir. Tek gen mutasyonlari,
bir gen igerisindeki DNA diziliminin yer degisimidir ve bu degisiklikler bir veya

birden fazla niikleotidin bu diziye eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile meydana gelir®.

2.5.2.4.3.1. Nokta Mutasyonlari

Nokta mutasyonlari, DNA niikleotit dizisinde olusan ve gelecek nesile
aktarilabilen degisikliklerdir. Niikleotit ¢ifti gende bir birim olarak kabul edilir. Nokta
mutasyonlar, genellikle bir veya birkac niikleottitte meydana gelen mutasyonlardir.
Genin niikleotit sayis1 degismeden bir niikleotit ¢iftinin farkli bir niikleotit ¢iftine
doniismesi durumu nokta mutasyonu olarak kabul edilir®. (Sekil 22).

Tiim mutasyon durumlarinda oldugu gibi nokta mutasyonlar sonucu meydana
gelen fenotipik degisimler de, nokta mutasyonun neresinde gergeklestigine baglidir.
Yer degistirmenin gerceklestigi bazlara gore de isimlendirilirler. Karsilikli olan bir
pirin-pirimidin  (A-T) ciftiyle baska bir pirin-pirimidin  (G-C) ¢iftinin yer
degistirmesiyle olusabilecegi gibi, bir pirimidin-piirin (C-G) ile bir piirin-pirimidin
(G-C) bazinin ¢aprazlama olarak yer degistirmesiyle de olusabilir. Bu tiir mutasyonlar
kendiliginden olusabilecegi gibi, bazi niikleotidlerin benzerleriyle yer degistirmesiyle

de meydana gelebilirler,
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Nokta mutasyonlar1 genellikle tek bir kodonu etkilediginden ¢ok biiyiik
degisimlere sebep olmaz. Ornegin, mutasyona ugramis bir kodon ayni aminoasidi

kodlamaya devam eder ya da proteinin islevini degistirmeyen baska bir aminoasit

kodlanabilir.
Nokta mutasyonlari
- I N
Sessiz Anlamsiz Yanhs anlamh
Mutasyon yok mutasyon mutasyon mutasyon
seviyes TTC TTT ATC TCC TGC
seviyes AAG AAA UAG AGG ACG
rotein
viyesi Lys Lys STOP Arg Thr
> > ol
|, - .

Sekil 22. Nokta mutasyon semast
(https://en.wikipedia.org/wiki/Point_mutation#/media/File:Point_mutations-en.png)

2.5.2.4.3.1.1. Sessiz Mutasyonlar (Silent Mutation-Synonymous mutation)

Nokta mutasyonu bir kodonu degistirir fakat proteinin o pozisyonda bir
aminoasit degisikligine yol agmazsa sessiz (synonymous) mutasyon meydana gelir.
Baz dizisindeki her niikleotit degisimi, genin kodlamis oldugu protein iizerinde bir
aminoasit degisimine sebep olmaz. Bu tip mutasyonlarda, degisen baz ¢ifti, yine ayni
aminoasite karsilik gelen farkli bir kodonun olugsmasina neden olur ve sonug olarak
aminoasit dizisi degismeden kalmaktadir. Eger bir pirimidin bir pirimidinle ya da bir
piirin diger bir piirinle yer degistirirse transisyon (gecis), Plirinle pirimidin karsilikli

yer degistirirse transversiyon (degisim) olmustur®®.
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2.5.2.43.1.2. Yanhs Anlamhh Mutasyonlar (Missense Mutation-

Nonsynonymous mutation)

Bir DNA molekiiliinde, bir baz ¢iftinin diger bir baz ¢iftine doniisiimii nokta
mutasyonu veya baz yer degistirme olarak adlandirilmaktadir. Bir genin protein
kodlayan kismindaki bir tripletteki bir niikleotitin de§ismesi yeni bir aminoasit
olusumuna yol agar. Bu olusan duruma da yanlis anlamli (missense mutation)
denilmektedir. Missense mutasyonlar, kodlama bdlgelerindeki mutasyonlarin

%73’iinii olusturmaktadir®®.

2.5.2.4.3.1.3. Anlamsiz Mutasyonlar (Nonsense Mutation)

Translasyon islemi esnasinda mRNA bir terminasyon kodonuna (UGA, UAA
ve UAG) denk geldigi zaman islem durmaktadir. Anlamsiz dedigimiz, nonsense
mutasyonlar stop kodonu olusumuna neden olan mutasyonlardir. Boylece
translasyonun tamamlanmadan prematiire olarak kalmaktadir. Bir de bu islemin tam
tersi olarak stop kodonunu ortadan kaldiran mutasyonlar vardir. Bunlarda
translasyonun bir sonraki stop kodonuna kadar siirdiiriilmesine sebep olur.
Transkripsiyon iizerinde herhangi bir etkisi bulunmayan bu mutasyonlara anlamsiz
mutasyonlar denir. Anlamsiz mutasyonlar, kodlama bdolgelerindeki mutasyonlarin

%4’1inii meydana getirir®®.

2.5.2.4.3.2. RNA Islenmesi Mutasyonlar1 (RNA Splicing Mutation)

RNA iglenmesi sirasinda, intron bolgelerinde olusan mutasyonlar veya
poliadenilasyon bélgelerinin delesyona ugramasi gibi mutasyonlar anormal RNA
islenmesine yol acar. Anormal splicing (RNA islenmesi) siklikla “cerceve kaymast”
mutasyonlarin1 meydana getirmektedir. Bu iglem RNA splicing mekanizmasi olarak
gecmektedir. Bu olayda, intron/ekzon (akseptor tarafi) ve ekzon/intron (donor tarafi)
sinirinda, belirli niikleotit baz dizileri yer alir. Bu mutasyon sonucunda, alternatif

donor veya akseptor taraflar ortaya ¢ikmaktadir®.
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2.5.2.4.3.3. Delesyonlar ve Insersiyonlar
2.5.2.4.3.3.1. Cerceve Kaymas1 Mutasyonlar1 (Frameshift Mutation)

DNA dizisinde, bir niikleotitin eklenmesi veya ¢ikarilmasi sonucu niikleotit
sayilar1 ticlin katlar1 olmaz. Bu kayma sonucu dizisinde meydana gelen mutasyon,
translasyon kodlama islemini, mutasyon gelisen noktadan, terminale kadar degistirir.
“Cerceve kaymasi mutasyonlar1” olarak tanimlanmis olan bu mutasyonlar aminoasit
dizisini degistirir (Sekil 23). Yani, ribozom baslangicta AAA yerine AAG veya AGG
ile aym1 hizada ise, niikleotit polimeri farkli bir sekilde okunur. Cogu DNA,
tamamlayici ¢ift iplikten olustugu i¢in, yalnizca biri son protein i¢in dogru amino asit
dizisine neden olan, toplam 6 farkli “okuma g¢ergevesine” yol acar. DNA dizisine
katilan ya da diziden ayrilan niikleotit sayilar1 ii¢ ve ti¢lin katlar1 oldugunda ise
Yalnizca mutasyonun gergeklestigi noktadaki aminoasit kaybina veya ilavesine neden

olarak aminoasit zincirinin bir kismini etkilemektedir®®.

o o At A bbbl oAbl

Protein

e Muu%;uuuuuu ML L

Adapted from Campbell NA (ed). Biology, 2nd ed, 1990.

Protein

Sekil 23. Cerceve kaymasi mutasyon semasi’

(Adapted from Campbell NA(ed.) biology, 2nd
ed,1990)
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2.5.2.4.3.3.2. Biiyiik Delesyonlar ve Insersiyonlar

Delesyon mutasyonu, DNA’dan niikleotidleri replikasyon esnasinda
cikarma/silme islemi olarak tanimlanir. (Sekil 24) Biiyiik delesyonlar genomun
tamamini veya ard arda olan birka¢ geni etkileyebilir. Polimeraz enziminin

replikasyon i¢in kalip DNA’ya baglandiginda delesyonlarin  olustugu

diistiniilmektedir®.
Delesyon
bolgesi
Delesyon
sonrasi
Delesyon
oncesi
Sekil 24. Delesyon mutasyon semasi™
(https://biologydictionary.net/deletion-mutation/)
2.5.2.4.3.3.3. Triniikleotid Tekrar Artislar

Trintikleotid tekrar artiglar1 yeni bir mutasyon islemidir, transkripsiyona engel

olur veya fonksiyonunu kaybetmis proteinlerin sentezlenmesine yol agabilir®®.

2.5.2.5. Polimorfizm ve Tanimi

Genetik polimorfizm bireyler, gruplar veya populasyonlar arasinda DNA
dizilimindeki farktir. Insan1 insan yapan genomik 6zellikleri arasindaki benzerlik,
bireyler arasinda %99,9’dur; dolayisiyla, bireyleri farkli yapan sadece %0,1’lik

kismudir. Hastaliklarin temeli de bireyler arasindaki bu gesitlilikten dogar’™.
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DNA’lar arasindaki %0,1’lik degisikligin %80’lik boliimiinii, SNP (Single
Niicleotid Polymorphism) olusturmaktadir. SNP’ler, genlerin iginde veya genlere
yakin bir bolgede yer alilar’®.

DNA iizerinde meydana gelen bir varyantin, SNP mi yoksa mutasyon mu
oldugunun belirlenme siirecinde, ayirict 6zellikler dikkate alinmalidir. Polimorfizmler
mutasyonlarla ortaya ¢ikar. Mutasyon, bir niikleotid tipinden digerine bir degisiklik
yapilirken, bir ekleme, silme, niikleotidlerin yeniden diizenlenmesi nedeniyle olugsmus
olabilir. Olustuktan sonra, herhangi bir DNA sekansi gibi bir polimorfizm kalitilabilir,
boylece kalitimin nesilden nesile gegmesi saglanir’’.

Polimorfizmler, protein yapimi i¢in kodlanmayan c¢ok miktarda DNA
genlerinde de bulunur. Ayrica, proteinleri kodlamayan DNA bolgeleri daha fazla
polimorfizme sahip olma egilimindedir. Bunun nedeni, proteinleri kodlayan DNA
dizilerindeki bir degisimin, onu tastyan kisi iizerinde zararli bir etkisi olabilecegidir.
Mutasyonlar siklikla polimorfizmlere gére daha nadir goriiliir’’.

Farkli populasyonlarda polimorfizm insidans1 da farkli olabilmektedir.
Aslinda polimorfizmler siklikla hastaliga neden olmayan degisiklikler olarak
diisiiniilebilir. Mutasyonlar ise ¢ogunlukla hastaliga neden olurlar. Polimorfizmlerin
bir hastalik faktorii olabilmesi i¢in diger polimorfizmler ya da uygun cevresel
kosullara baglidir. Baz1 durumlarda hastaliga neden olmasa da, bulgularini hafifletir
ya da arttirir. Kisaca mutasyon ve polimorfizm arasindaki smirin ¢ok belirgin
olmadig1 sdylenebilir’ "8,

Transversiyonun degiskenlerinin sayis1 transisyon varyant sayisinin iki
katindan fazla oldugu halde, transisyon sikligi transversiyonun sikligindan daha
yiiksektir. G>A ve C>T transisyonlari, insan genomundaki SNP’lerin %25’ini
olusturmaktadir’®.

Alel frekansi, bir alelin toplumdaki insidansidir. Allel insidans1 hesaplanirken
her genin iki aleli oldugu g6z oniine alinmalidir. Homozigot bir bireyde bir degisiklik

her iki alelde de vardir ancak heterozigot bir bireyde iki alelin yapisi birbirinden
farklidir.
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2.6. Genetik Polimorfizmlerin ve Mutasyonlarin Tanimlanmasinda

Kullanilan Yontemler

2.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR) bir in vitro ve in vivo DNA
amplifikasyon yontemidir. Reaksiyonlar farkli sicakliklardaki islemlerin sikluslar
halinde tekrar1 halinde devam eder. PCR ile DNA fragmentleri ¢ogaltilabilir ve
analizler i¢in kii¢iik miktarlardan bile yeterli miktarda drnekler elde edilebilir’®. ileri
rekombinant DNA yontemi olan polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain
reaction; PCR) ad1 verilen teknik, molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim,
koruma ve adli tip gibi bircok alanda kullanilmak i¢in segilen bir metotdur®.

PCR, DNA zincirinde yer alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin
bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimeler biitiiniidiir ve en
onemli Ozelligi amplifiye edilecek kalip DNA’nin niikleotit dizisinin
belirlenmesidir®. PCR reaksiyonu i¢in; DNA molekiilii, bu molekiiliin tamamlayici
zincirini  sentezlemek icin gerekli “primerler”, “Taq polimeraz enzimi” ve
“niikleotidler”” mevcut olmalidir®.

DNA polimeraz enzimleri, kalip zincire komplementer bir DNA zinciri
meydana getirmek iizere, orijinal zincirdeki baz dizilimini kullanarak primer ciftine
bir enzim yardimi ile dort ¢esit deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) ekleyerek
zincirin sentezini gerceklestirmek ile sorumludur. Enzim sentezinin baslayabilmesi
icin kalip molekiildeki tamamlayic1 diziye baglanan primer ¢iftine gerek
duyulmaktadir. DNA polimeraz enzimlerinden Thermus Auaticus’tan elde edilen Taq
DNA polimeraz enzimi PZR’da en sik kullanilan enzim ¢esididir. Enzimlerin ¢ogu
hizli ve geriye doniisiimsiiz olarak bozulmasina ragmen, Taq DNA polimeraz enzimi

termostabildir ve 95°C sicakliga dayaniklidir8%8L,
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PZR’da belirlenen hedef bdlgenin amplifiye edilmesinde, “tek bir siklus”
denildiginde ii¢ asama temel alinmaktadir. Bunlar sirasiyla; denatiirasyon, baglanma

(annealing) ve uzama (extension) asamalaridir (Sekil 25)

BT e
/ 2 0 )
=

iy A T los-c- Zincirin Aynlmas1 1, Denatiirasyon
Kahp DNA Primerler Niikleotidler

" Buffer N

Taq Polimeraz

PCR Tiipii/

Thermal Cycler

Sekil 25. PCR reaksiyon zinciri
(https://YDAbusw2.wpmucdn.com/blogs.baylor.edu/dist/5/
8067/files/2017/04/pcrcomponents_med-2672qsy.jpg)

1. Denatiirasyon: DNA molekiiliiniin iki zinciri de birbirlerine hidrojen baglari
ile baglidir. Isinin yiikseltilmesi ile (92-94°C) bu baglar koparilir ve iki zincir
birbirlerinden ayrilmasi saglanir®.

2. Baglanma (Annealing): Isinin aniden diistirtilmesi (37-65°C arasindaki ideal
sicaklik 55°C) ile reaksiyona ilave edilmis olan primerler, ayrismis olan DNA
zincirlerinin komplementer bolgelerine baglanirlar®.

3. Uzama (Ekstensiyon): Isinin 72°C’ye yiikseltilmesi ile reaksiyondaki Taq
polimeraz enzimi reaksiyona eklenilen niikleotidleri kullanarak yeni ve
komplementer DNA zincir sentezini gerceklestirir®.

Bu siklus bittikten sonra yeni olusan DNA zincirinin eksik kalan bolgeleri

olma ihtimaline karst 70 °C ile 75 °C’de 2-15 dakika bekletilir. Yeni DNA

segmentlerinin degrede olmamast igin islem sonunda sicaklik 12 °C olarak ayarlanir®.
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2.6.2. Dizi Analizi (Sanger Metodu)

Siklikla kullanilan DNA dizi analiz yontemi olan Sanger metodu, James
Sanger ve arkadaglari tarafindan gelistirilmis bir metoddur. Bu yontemle DNA
molekiiliiniin dizisi belirlenir sonrasinda 1s1 yiikseltilerek komplementer zincirinin
sentezlenebilmesi i¢in denatiirasyon saglanir ve DNA tek zincirli hale doniistiiriiliir®.

Tek zincirli DNA 3’ ucuyla birlesecek olan uygun primer ile karsilastirilir ve
karigima DNA polimeraz, dort tip deoksiriboniikleotit trifosfat (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) ve dideoksiniikleotit (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) ilave edilir®.

Sekil 26. Dideoksiniikleotit (ddNTP) ve deoksiniikleotit (ANTP) kimyasal yapisi
(https://images.slideplayer.com/18/6133934/slides/slide_14.jpg)

DNA  polimeraz, DNA  sentezi  swrasinda  uzayan  zincire
deoksiriboniikleotitlerin yerine bazen dideoksiniikleotitleri de ekleyebilmektedir.
Dideoksiniikleotitlerin yapisinda 3’-OH bulunmadigindan dolayr kendinden sonra
gelecek niikleotit ile bag kuramaz ve DNA sentezi durur (Sekil 26). Ayn1 anda birbiri
ile baglantili olmayan bir¢ok reaksiyon gergeklesir. Sonugta peamatiire sonlanmalarin
oldugu bolgeler de dahil olmak {izere ¢esitli uzunlukta DNA segmentleri meydana
gelir®. DNA dizi analizi biiyiik genom dizi sikliislerinde gelistirilen cihazlarla yiiz
binlerce niikleotit dizisi taranabilmektedir(Sekil 27). Otomatik DNA dizi analizinde

de Sangerin dizi analizi kullanilmaktadir.
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda, DNA dizi analizi i¢in yontemi olarak

elektroforez yerine otomatik cihazlar ve radyoaktif izotoplar yerine de floresan

boyalar tercih edilmektedir®?

. Bu islemde dort ddNTP’lerin analoglarindan her biri

farkli renkte florasan boya ile isaretlenir ve bdylece adenin ile sonlananlar bir renk,

sitozin ile sonlanan DNA zinciri baska bir renktedir®>®, Tiim isaretli ddANTP’ler tek

bir tiipte toplanir ve DNA polimeraz ile primerlerin uzatilma islemi yapilir.

Dedektorler lazer 15181 sayesinde farkli 6zellikteki floresan boyalar1 algilar. Fakli

niikleotid tipleri i¢in kromatografta farkli renklerde pik olusturularak niikleotid

dizisini belirlenir. Niikleotitlerin tiiriine gore farkli renkteki pikler yazicidan elde

edilir®,

1 Reaksiyon karigim

Primer ve DNA kalibu

DNA polimeraz
. ddNTP (florasan boya ile igaretli)
+ ANTP(dATP, dCTP, dGTF, dTTF)

Primer

5 T

DNA kahby

ddNTPs

ddTTP @
ddCTP —g
ddATP —g
ddGTP -8
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Lazer

Sekil 27. Sanger dizi analizi belirleme semasi
(https://en.wikipedia.org/wiki/Sanger_sequencing#/media/File:Sangersequenci

ng.svg)

3. Jel elektroforezinde izlenen DNA
fragmanlarimin ayrismasi

Kapiller jel

4. Lazer i1 altinda tarama ve
bilgisayarh dizi analizi

LL I M““

Kromatograf
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2.7. MSX1 Geni (Muscle Segment Homolog Proteini 1)

MSX1 geni (ayrica HOX7, OFC5 ve HYD1 olarak da bilinir), non-sendromik
dudak ve/veya damak yarig: ile iligkisi rapor edilen aday genlerin en 6nemlilerinden
biridir®®. Dizileme ve iliskilendirme calismalar, MSX1’in non-sendromik yiiz
yariklarinin etiyolojisinde rolii oldugunu bildirmistir®. MSX1, Drosophila segment
homebox (msh) genlerinden izole edilen ve bu genle olan benzerliginden kaynakli
olarak MSX kodunu almustir. Ik kez farelerden klonlanmislardir. Daha sonralari
denizyildiz1, kurbaga, balik ve insanlarda izole edilmistir® & &7 88 Msx gen ailesi
MSX1, MSX2 ve MSX3 olarak tanimlanmis 3 genden meydana gelmistir®®. MSX3 geni
dorsal noral tiipte, MSX2 ve MSX1 ise epitel-mezensim etkilesiminin oldugu her
dokuda, en 6nemlisi de kafa ve yiiz kemiklerinin gelisim gosterdigi bolgelerde rapor

edilmistir®® .

2.7.1. MSX1 Gen Yapisi

Msx1 geni 4. kromozom {izerindedir 42,71 kb uzunlugundadir, 704 bp vel1229
bp uzunlugunda iki ekzon ve 2332 bp uzunlugunda bir intron igermektedir®. Genin
resmi adi Homeobox 1°dir (Sekil 28). Ayrica MSX1 geni baska isimlerle de
bilinmektedir. Bunlar; Msh Homeobox 1, HOX7, Msh Homeobox 1-Like Protein,
Homeobox Protein Hox-7, STHAG1, ECTD3, HYD1, Msh (Drosophila) Homeo Box
Homolog 1 (Formerly Homeo Box 7), Msh Homeobox Homolog 1 (Drosophila),
Homeobox Protein MSX-1, Msh Homeobox Homolog 1, Msh Homeo Box 1,
Homeobox 7, OFC5’tir%,

Sekil 28. Msh Homebox 1
(Hovde, S. ve ark.,(2001).)
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MSX1 geni, yaklasik olarak 4kb ve 303 aminoasit kodlayarak, 60 aminoasit
uzunlugundaki 6zel homebox alanin1 meydana getirir. DNA’ya baglanan ve 170’den
234’e uzanan homeodomeini kodlayan 1yi korunmus homeobox dizisi igerir. Lokus
bolgesi 4p16.3-p16.1 olan MSX1 geninin iizerinde bulunan ekzon uzunliklar1 590 ve
1214 baz ¢iftinden ve 2332 baz ¢ifti uzunlugunda da 1 introndan meydana gelmistir
(Sekil 29). 2. ekzon homeobox dizisi icerir. Iki ekzon yaklasik 1.6 kb intron ile
birbirinden ayrilir ve intron homeobox’m 40 baz ¢ifti upstreaminde yer alir®,

Guanin ve Sitozinden zengin olan dizi elemanlarinin, 6zgiil transkripsiyon
faktorlerinin baglanma bolgesi oldugu diisiiniilir. TATA-box baglayict protein
(TBP), tirotroplarda etkilesime giren bir proteindir. TBP'nin MSX1 ile etkilesimi,
MSXl'in aGSU gen ekspresyonu iizerindeki inhibitor etkisini, DNA’ya
baglanmasindan bagimsiz bir sekilde zayiflatir®. Kodlamanin yapildigi yonde Adenin
ve Timin bazlarindan zengin olan CCAAT box (CAT dizisi) bolgesi bulunmaktadir.
TATA dizisi, CAT dizisi veya daha da 6nde bulunan regiilator dizilerde deneysel
olarak indiiklenerek olusturulan veya dogal olarak olusan mutasyonlar
transkripsiyonda diisiis oldugunu gosterir. Bu da bu dizilerin gen ekspresyonundaki

Onemini belirtir®,

NHM ANATTANAN AN AN TNV M Fd MA™M AMA
oM Mmoo A N s NNANN O N e e e
WY« N RRREEMM A AN BB DO A ANN 9N
HHEHN N HH NHNNN NN Md MMM MMM
D.D.F&ED.D. oo D‘%I‘D‘D'U' [ o) U‘%‘D‘D‘D‘D‘B‘D'

C ENNECHNI NS WO  NENN)

4, Kromozom

Sekil 29. MSX1’in 4. Kromozom iizerindeki yeri
(https://ghr. nim.nih.gov/gene/MSX1#location)
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2.7.2. MSX1 Gen ifadesi

MSX1 gen ifadesinin diizenleyici bir mekanizma gibi diger proteinleri
baskilamis olabilecegi tahmin edilmektedir. MSX1 ve MSX2’nin DNA’daki baglanma
yeri benzer 6zelliktedir ancak transkripsiyonu baskilayan N-terminal etki sayesinde
biyokimyasal 6zellik farkliliklar1 saptanabilir. MSX1’in DNA ile benzesmesi daha
fazla oldugu i¢in daha giiglii bir baskilayic1 oldugu diisiiniiliir®™. Embriyonik gelisim
sirasinda MSX1 geni ¢cogunlukla kafa ve yliz kemiklerinin morfogenezisi esnasinda
epitel-mezensim hiicre tiplerinin farklilastig1 embriyonik dokularda gozlemlenir®.

Msx gen ailesinin protein molekiilleri baglica kafa ve yiiz kemiklerinin gelisim
yerlerinde, odontoblast ve ameloblast hiicrelerinin ¢ogalma evrelerinde, damak
yapisini meydana getirecek olan hiicrelerde, kafatasi kemikleri ve meninks olusumunu
indiikleyen noral krest kokenli hiicrelerde yiiksek oldugu belirtilmistir® %.

MSX1 geni hiicredeki sikliisiin diizenlenmesi yoluyla, epitel ve mezensimal
hiicrelerdeki farklilasmay1 ve biiylimeyi koordine ederek morfogenezisde, organlarin

gelisiminde ve biliylimede 6nemli gorevlere sahiptir. Biiyliime ve gelisim siirecinde

hiicre proliferasyon ve farklilasmasi bu sekilde denge icerisindedir®®.

2.7.3. MSX1 Geninin Apoptozise Etkisi

Yapilan ¢aligmalar, MSX1’in hiicre 6liimiinde programli bir mekanizma ile
pek cok genin transkripsiyonunu kontrol ettigini bildirmistir®”%. Biiyiime ve gelisim
stirecinde hiicre proliferasyonu ve apoptozisi denge igerisindedir. Pek ¢ok invivo ve
invitro ¢aligma MSX1 ve MSX2’nin bazi organizmalar iizerinde (fare ve civciv), noral
krest hiicre ve noéronal Onci hiicrelerin olusumu sirasinda hiicre 6liimiine neden

olabildigini ve kontrol ettigini bildirmistir® 9 100. 101,
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2.7.4. MSX1 Geninin Epitel-Mezensim Etkilesimindeki Rolii

Yapilan bir calismada, MSX1 fonksiyonunun etkisi arastirilmistir'®. Hiicre
kiiltirii ve in vivo model sistemleri kullanilarak, MSX1’ in ifade eksikliginin ¢oklu
mezensimal ve epitelyal hiicre tiplerinin morfogenezisi inhibe ettigi rapor edilmistir.
MSX1’in siklin D1 ifanesini koruyarak hiicrenin siklustan ¢ikisini engelledigi bir
model  diistiniilmiistiir'®. Mandibular ¢ikintilar ve ekstremitelerde MSX1

transkriptlerinin ektodermal-mezensimal hiicre kontaklarinda birikmesi, MSX1’in

103

etkisi oldugunu da diistindiirmiistiir

Hiicre Dongiisii

Cikisi
|

Proliferasyon

Farkli]asma

Sekil 30. Hiicre Dondiisii Regiilasyonu

(Hu, G, Lee, H, Price, S. M, Shen, M. M., Abate-Shen, C.,” Msx homeobox genes
inhibit differentitation through upregulation of cyclin D1, Development ,
128(12): 2373-2384 (2001).)
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2.7.5. MSX1 Geninin Dis Gelisimi ve Palatogenezisteki Rolii

Odontogenesis epitel doku ve mezensim hiicrelerinin karsiliklt metabolik
reaksiyonlar ile diizenlenmektedir'®??, Hollandali bir ailede MSX1 genindeki
mutasyonun dis gelisimini durdurmasi ve yiiz yariklariyla iligkili olmasi ile MSX1’in
insanlardaki yarik fenotipi ve dental dokuyu etkisi i¢in aday gen oldugu
onaylanmigtir'!, Litaratiirde greftleme ve doku rekombinasyonu ile ilgili yapilmis
olan caligmalar, dis gelisimi i¢in dental epitelin sinyaller icerdigini gostermistir ve
MSX1 epitelden gelen sinyallere cevap olarak mezensimde kodlanir'®1%, Epitelde
tamimlanan Bmp4 (bone morphogenetic factor) ve Fgf8 (fibroblast growth factor)
genleri mezensimdeki MSX1 gen kodlanmasini indiikler!%:17,

Daha sonra MSX1, BMP4 geninin dental mezensimdeki kodlanmasini artirir.
BMP4 sinyalinin mezengimde artis1 ise tomurcuklanma fazindan cap sathasina gegiste
mine olusumunda rol alir. Bu asama dis gelisimi i¢in 6nemli bir safhadir'®’.

Epitel-mezensim etkilesimi palatogenezisde de rol alir. Zhang ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir arastirmada, Patched (Ptc) indiiksiyonunda Sonic hedgehog
(Shh) sinyalinin iletimini tanimlayabilmek i¢in demo model sistemi olarak faredeki
dis hiicresini kullanmiglardir. MSX1, palatinal mezensimdeki hiicre proliferasyonunu
sitimule eden BMP ve Shh sinyalleri arasindaki ag érgiisiinde de etkilidir''?. Primer
o6n damak mezengiminde tespit edilen MSX1, BMP4’iin mezensimde ifadelenmesi i¢in
gereklidir. BMP4 ise benzer sekilde MSX1 geninin kodlanmasini stimule eder (Seki/
31). Epitel Shh, mezensimdeki Glil' in ifadelenmesini saglar. Glil, epitel hiicreden
gelen Bmp4 sinyali araciligiyla mezensimde indiikklenen Msx 1' in {irliniiyle etkilesime

girmesi ile Ptc ifadesini aktiflestirebilir. Ptc ifadesi bdylece fare odontogenesis

gelisiminin erken asamasinda en az iki farkl1 yolak tarafindan diizenlenmis olur®3,
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Sekil 31. Dis hiicresinde genetik yolak modeli

(Zhang, Y., Zhao, X., Hu, Y., St Amand, T., Zhang, M., Ramamurthy, R.,Qiu, M., Chen, Y.,
“Msx1 is required for the induction of Patched by Sonic hedgehog in the mammalian tooth
germ”’, Developmental Dynamics.,215(1):45-53 (1999).)

Civcivler tizerinde yapilmis galismalarda Shh sinyallerinin bloke edildigi
durumlarda fasiyal primordiumda biiyiime ve gelisimin inhibe oldugu rapor
edilmistir. Shh sinyallerinin artirildig1 durumlarda ise hiicre proliferasyonunun arttig

114

goriilmistiir~". Yapilan bir baska calismada ise, farelerde palatinal raflarin gelisimi

sirasinda palatal epitelde Shh geninin ifadelendigini rapor edilmistir'*®.

2.7.6. MSX1 Geninin Hiicre Proliferasyonu ve Morfogenezine EtKkisi

Insanlarda dis gelisimi, dis morfogenezisi veya odontogenezis adi da verilen
kompleks bir siiregtir. Bu siireg, embriyo heniiz 6 haftalikken baslamaktadir'?®,
Embriyodaki organ gelisimleri epitel ile mezenkim arasinda gerceklesen indiikleyici
doku etkilesimleriyle meydana gelmektedir. Gelisen diste de, hem morfogenezis hem
de hiicre farklilasmas1 bu tiir etkilesimlerle ydnetilmektedir!!’. MSX1 ve MSX2
viicutta, kesici, kii¢iik az1 ve biiylik az1 dis germleri dahil hemen hemen biitiin epitel-
mezenkial doku etkilesimlerinde bulunmaktadir''®., MSX1 geni, hiicresel
farklilasmanin inhibisyonunun 6nemli oldugu mezodermal projenitdr hiicrelerde

ifadelenmektedir. Ornegin MSX1’in fare ekstremitelerinin gelisen bdlgelerindeki

proliferatif ve farklilasmamig hiicrelerinde arttigi bildirilmistir. Ekstremitelerin
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gelisimi ve farklilagmasi tamamlandikca MSX1 hiicrelerinde azalma gozlenir
119 (down-regiilasyon) MSX1’in hiicre farklilasmasindaki kritik rolii hiicre kiiltiir

datasiyla da desteklenmistir®'®.

2.7.7. MSX1 Gen Proteini

MSX1’in fonksiyonlarindan en 6nemlilerinden biri de hiicresel morfogenezisin
inhibasyonudur. Tahmin edilen ¢alisma mekanizmasi ise hiicresel farklilasmada
gorev alan Cbfal gibi bazi genlerin down regiilasyonu, cyclin D1 gibi genlerin ise
upregulasyonudur'?®. Bu genin biyolojik fonksiyonu transkripsiyonel regiilasyondur.
DNA’nin belirlenen bir dizisine baglanarak transkripsiyonu baskilar. Transkripsiyonu
baski altina almay1 yapisindaki homeodomain aracilifiyla protein etkilesimleri ile
gerceklestirir. MSX1 homebox gen iiriinii proteinler 297 ve 303 aminoasite sahiptir.
N-terminal domaini prolin tekrarlar1 icermektedir, bu da proteinin daha dengeli bir
yaptya sahip olmasini saglar. Bu sayede de daha siki bir sekilde DNA’ nin minor
oluguna tutunmasini saglar'?.,

Msx1 Homeodomaini DNA binding, protein-protein etkilesimleri, protein
stabilitesi ve transkripsiyon baskilayicisi gibi ¢oklu fonksiyonlarin arabuluculuk
merkezi konumundadir'??2, MSX1 protein ile DNA-bound aktivatoriiniin arasindaki
etkilesim de transkripsiyon represyonunun nedeni olabilir. MSX1, transkripsiyonu
aktive eden DNA-bound aktivatoriiniin fonksiyonunu bloke ederek represyon

saglamaktadir!??,

MSX1 -HD- DNA
Kompleksi

Sekil 32. MSX1, Homedomain, DNA kompleksi
(Hovde, S., ve ark. (2001).)
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MSX1 proteinlerinin baska homeoproteinlerle etkileserek, onlarin DNA’ya
baglanmasini engelleyerek transkripsiyonal aktivasyonu inhibe eder. MSX1; DIx2,
DIx5, Lhx ve Pax3 gibi diger homeodomain proteinlere de baglanarak transkripsiyonu
diizenler'?®, MSX1 proteininin, DNA’ ya olan affinitesi MSX2’ ye gére daha diisiiktiir.
O ylizden MSX1 proteininin modiile edici etkisini diger homeodomain proteinler
lizerinden siirdiirdiigii rapor edilmistir'?*,

Yapilan bir c¢alismada MSX1’in homeodomein bolgesinde Argl96pro
missense mutasyonu tespit edilmistir. En ¢ok etkilenen dislerin ikinci premolar ve
liciinci molar oldugu rapor edilmistir. MSX1 homeodomain bdlgesindeki
mutasyonlarin sonucunda molar ve premolar dislerin agenezisi, damakta ise yarik
fenotipi olusabilecegini bildirmislerdir*?®.

Giintimiize kadar yapilan fare ¢aligmalarinda MSX1 gende meydana gelen
varyantlarin damak yarigina, yetersiz mandibular ve maksiller alveolar kemiklere ve
dis agenezine neden oldugu rapor edilmistir'?®. Yapilan bir baska ¢alismada ise dis
agenezisiyle birlikte gbzlenen veya gozlenmeyen orofasiyal yarigin MSX1 kodlayict
bolge mutasyonu ile iliskisini incelemisler ve bu fenotiplerle MSX1 geninin iligkili

olmasi, MSX1 diizenleyici elemanlarinda mutasyon olabilecegini bildirmislerdir!?’,

2.8. Tiikiiriik

Agiz i¢cinde ve mukozal dokularda bulunan minér ve major tiikiiriik
bezlerinden agiz bosluguna salgilanan biyolojik sivi  tiikiirik  olarak
tanmimlanmaktadir'®®, Major tiikiiriik bezleri parotis, submandibular ve sublingual
bezleri olarak bilinmektrdir. Sayilar1 yaklasik 700-1000 kadar olup tiikiiriigiin %
10’unu olusturan minor tiikiiriik bezleri ise, agiziginde yanak, damak, dudak, dil ve
oral mukozanin farkl bolgelerine dagilmistir'?,

Tikiirik akis hizt ikiye ayrilir. Uyarilmug tiikiiriik akis hizi, 1 ml/dk’dir.
Istirahat halindeki tiikiiriik akis h1z1 0,3-0,5 ml/dk ‘dir*®. Saglikli bir bireyde dakikada
ortalama 0,5 ml/dk akis hiz1 ile giinliik 0,5-1,5 It tiikiiriik {iretilmektedir'?®. Tiikiiriik

akis hiz1 giin i¢inde yiiksek, aksam yavas ve uyurken sifira yakin bir seviyede oldugu
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tespit edilmistir*3. Tiikiiriik pH seviyesi 6,7-7,4 arasindadir™®!. Fizyolojik ve patolojik

durumlar da tiikiirigiin kalite ve kantitesini etkileyebilmetedir.

2.8.1. Tiikiiriik Icerigi

Tiikiiriigiin %99 sudan olugsmaktadir kalan %1°lik kism1 ise inorganik iyonlar,
glikoproteinler, serum elemanlar1 ve enzimlerden olusur. Renksiz, kokusuz, hafif
bulanik, viskoz ve tatsiz bir stvidir'®#133, Tiikiiriigiin organik yapist ise protein, protein
olmayan maddeler, lipid ve hormonlar1 igermektedir. Bunlardan bazilari; a-amilaz,
lipaz, laktat, glikoz, kolesterol, immiinoglobulin A (IgA), gama globulin, serum,
albumin, kan grubu antijenleri olarak 6zetlenebilir. inorganik kisminda ise sodyum,
potasyum, magnezyum, kalsiyum, klor gibi giiclii ve zayif iyonlar (Na+, K+, Mg+,
Ca2+, Cl-) , fosfat (HPO3-) , kloriir (HCO3-), sodyum karbonat, kalsiyum karbonat,
potasyum siilfosiyaniir gibi maddeler ve ¢oziilmiis karbondioksit, oksijen ve nitrojen
bulunmaktadir'®?137,

Tiikiirtik, total ve spesifik olarak siiflandirilmaktadir. Spesifik tiikiiriik;
parotis, submandibular ve sublingual bezlerinden salgilan tiikiiriigli belirtir. Total
tiikiiriik; tiikiiriik bezi salgilarinin yaninda bakteriler ve iirlinleri, viriisler, mantarlar,
gida artiklari, deskuamatif hiicreler, lokositler, serum ve kandan kaynaklanan ¢esitli
hiicreler, diseti olugu s1visi, nazal ve bronsiyal stvilar ve mukozal transuday1 da iceren

agizda toplanan tiim biyolojik sivilar1 ifade eder!3:132138,

2.8.2. Diagnostik Tiikiiriigiin Onemi

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda teshis materyali olarak tiikiiriige olan ilgi
kan ile karsilastirildiginda artmustir'®. Cesitli enzim, sitokin gibi biyokimyasal
markerler icermesi, calismalara daha c¢ok bireyin dahil edilebilmesi, c¢esitli
hastaliklarin teshisi, tedavi sonuglar1 ve prognozunun degerlendirilmesi, Grnek
toplanmasinin oldukga kolay ve ucuz bir metod olmasi, noninvaziv bir metod olmasi
sayesinde minimal enfeksiyon riski olmasi ile tiikiiriik analiz yontemi olarak oldukca

sik kullanilmaktadirt4%141,

50



Spesifik tiikiiriikten, tiikiiriik bezlerine ait patolojilerin belirlenmesinde, total
tiikiiriikten ise sistemik hastaliklarin degerlendirilmesi icin yararlanilmaktadir'®,
Sistemik agidan genetik testler ve teshisler, sistemik hastaliklar, ila¢ kullanimi,
psikiyatrik tedaviler gibi bir¢ok alanda tiikiiriik analizi kullanilabilir. Lokal agidan ise
oral ve periodontal hastaliklarin patolojisi ve ¢iiriik riski belirlenmesinde dnemli bir

teshis arac1 olarak kullanilmaktadrt3:135142, 143

2.8.3. Tiikiiriik Toplama Yontemleri

Tiikiiriik toplama yontemleri ikiye ayrilmaktadir'®%144,

1. Uyarilmis Tiikiirik Toplama Y 6ntemleri:

e Hastaya notral sakiz, kauguk bant, parafin mum gibi tiikiiriigii aktive eden
maddeler ¢ignettirilir. Bu sekilde toplanan tiikiiriik bir tiip i¢erisinde toplanir.

¢ Dilin laterodorsal yiizeylerine 120 saniye boyunca her 30 saniyede bir olmak
tizere % 2’ lik sitrik asit uygulanmasiyla olusturulan tiikiirtik yine bir tiip
i¢inde biriktirilir.

2. Uyarilmamig Tiikiiriik Toplama Yontemleri:

e Hasta hafif 6ne dogru egik sekilde oturtularak agzinda biriken tiikiiriigiin bir
tipte birikmesi saglanir. Pamuk peletler dislere degdirilmeden agiz
boslugunda mukozal dokuya dogru tutularak tiikiiriik emdirilir.

Giiniin ¢ogu kisminda, agiz dokularimi kaplayarak, bu dokularin korunmasini
saglayan uyarilmamis tlikiiriglin salinim1 gergeklesmektedir. Uyarilmis tiikiiriik ise

sindirimle ilgili fonksiyonlarda gorevlidir’4°,

Tikiiriglin toplama yontemleri
farkliligi, icerigini de etkileyebilmektedir. Sempatik uyaranlar akis hizin1 azaltip,
protein ve potasyumdan zengin tiikiiriik tiretimini saglarken parasempatik uyaranlar

akis hizini artirip, organik ve inorganik icerigin azalmasim saglamaktadir'4®147,

2.8.4. Tiikiiriik Saklama Kosullari

Yapilacak olan aragtirma i¢in bireylerden toplanan tiikiiriik 6rneklerinin nasil
saklanacagi, ¢alisilmasi planlanan biyokimyasal marker yapisina gore degismektedir.

Bazi molekiil ve marker 6rneklerinin bozulma siiresi kisayken, bazilar1 uzun siire
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bozulmadan tiikiiriik icinde kalabilmektedir'*®14°, Tiikiiriik 6rnegi alindiktan sonra en
ideal saklama kosulu, 6rnegin hemen dondurulmasidir. Tiikiiriik 6rnekleri analizin
yapilacag1 giine kadar buzdolabinda saklanarak molekiillerin konsantrasyonu ve
igeriginin korunmasi saglanir ve ayrica bakteriler ¢cogalmasi da engellenmis olur.
Orneklerin saklandig1 buzdolabmin sicaklik derecesi, molekiiliin konsantrasyonu ve
yapisinda degisiklik meydana gelebilecegi i¢in Onemlidir. Tukiiriigiin iceriginin
bozulmamasi i¢in 30-90 dk i¢inde analiz yapilacaksa oda sicakliginda saklanabilir.
Analiz 3-6 saat iginde yapilacaksa +4 derecede, gilinler veya aylar sonra analiz

yapilacaksa -20 ile -80 derece arasinda saklanilmasi gerekmektedir!4’148,

Tiim bu bilgiler 15181nda ¢aligmamizin;

e Sifir hipotezi, ‘‘Sendromsuz dudak damak yarikli hastalarda MSX1 gen
polimorfizminin yarik bolgesindeki etkinligi a¢isindan fark yoktur >’

e Ikinci hipotezi ise ‘‘Sendromsuz dudak damak yarikli hastalarda MSX1 gen
lizerinde tespit edilen varyantlarin, yarik fenotipine etkisi acgisindan fark

yoktur’’ olarak belirlenmistir.
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3.MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Calismamiza, izmir Katip Celebi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Ortodonti Anabilim Dali’na 2015- 2018 yillar1 arasinda bagvuran ve yaslar1 6 ile 22
arasinda degisen herhangi bir sendrom bulgusu bulunmayan 12’si kiz ve 28’1 erkek
toplam 40 dudak damak yarikli birey dahil edilmistir.

Arastirmamiz Izmir Katip Celebi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Arastirma Etik Kurulu izni (Toplant: sayis1:1223) ile gergeklestirilmis ve Izmir Katip
Celebi Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri (BAP) koordinatdrliigii tarafindan
desteklenmistir.

Arastirmada yer alan tiim hastalara arastirma amac1 ve yontemi hakkinda bilgi
verildikten sonra katilmak isteyen hastalarin kendileri ve ebeveynlerinden yazili
aydinlatilmis onamlar1 alindi (Ek 1). Ayrica galismaya dahil edilen hastalarin
ortodontik tedavilerine de baslamak icin Izmir Katip Celebi Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onayladigi, “Hasta aydinlatilmis onam formu”
18 yas tistii olanlar i¢in kendilerine 18 yas alt1 olanlarin ise yakinlarina imzalatilmistir
(Ek 2). Calismaya dahil edilecek bireyler goniilliller arasindan segilmistir.
Hastalardan aile 6zge¢cmisleri (Ek 3; anamnez formu) ve 5Sml tiikiiriik 6rnekleri
alinmustir.

Calismaya dahil olan bireylerin herhangi bir sendrom tasiyip tasimadiklari
bilgisine Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Dahili Tip Bilimleri Boliimii, Cocuk Saglig
ve Hastaliklart Ana Bilim Dali, Molekiiler Tip ve Genetik Tani Arastirma ve
Uygulama alaninda Prof. Dr. Afig Huseynov Berdeli ile yapilan konstiltasyonlar ve

yapilan genetik degerlendirmeler neticesinde ulagilmistir.

Tablo 5. Aragtirmaya katilan birey sayilar1 ve ortalama yas degerleri

Kiz Erkek Toplam Ortalama
Yas
Deney Grubu 12 28 40 11,4+1,6
Kontrol Grubu 16 24 40 12,5£1,5
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Calisma icin elde edilen kontrol grubu verileri ise Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Ana Bilim Dali, Molekiiler Tip ve Genetik
Tanm1 Arastirma ve Uygulama merkezine basvurmus bireylere ait veri havuzundan

olusturulmustur.

3.1.1 Hasta Sayisinin Belirlenmesi

G*Power 3.1.3 (Franz Faul, Universitit Kiel, Germany) yazilim programa ile
yapilan power analizi sonucunda, 0,18 etki genisliginde ve a=0,05 anlamlilik
seviyesinde 37 hastadan olusan 6rneklem sayisinin %95 gii¢ olusturdugu tespit edildi.

Bu nedenle toplam 40 hastanin ¢alisma kapsamina dahil edilmesi uygun goriildii.

3.1.2 Hasta Secimi

Calismaya dahil edilecek bireylerin se¢ciminde asagidaki dahil edilme ve dahil
edilmeme kriterleri g6z 6niinde bulunduruldu:
Dahil edilme kriterleri
e Sendromu olmayan unilateral dudak damak yarikli bireyler
e Sendromu olmayan bilateral dudak damak yarikl bireyler
e Sendromu olmayan damak yarikli bireyler

Dahil edilmeme kriterleri

e Herhangi bir Sendromu bulunanlar

e Kontrol altina alinamayan sistemik hastaligin olanlar (Diyabet, kardiyak

problemler vb.)

Kontrol grubu

Genetik veritabanindan, saglikli hasta grubunun varyant bulunmayan DNA

gen dizilimi kullanilarak gruplararasi degiskenler karsilastirilagtirilmastir.
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3.1.3 Biyokimyasal Ornek Alinmasi

Calismamizda hastalardan uyarilmamis tiikiiriik 6rnegi toplandi. Tiikiirtik
Oornegi aliminda hasta dik oturtulup, basin1 6ne dogru egmesi sdylenerek agiz
boslugunda tiikiiriiglinti biriktirmesi saglandi. Bu sekilde olusan tiikiiriik steril bir
plastik kapta biriktirildi (Sekil 33). Plastik kapta biriken tiikiiriikte herhangi bir
yabanci madde (besin artig1 vb.) gézlendiginde alinan 6rnek atilarak hastanin agzini

su ile ¢alkalamasi istendi ve 6rnek alimi tekrarlandi. Ardindan tiikiiriik 6rnekleri steril

bir enjektdr yardimiyla Eppendof tiipiine tamamiyle dolacak miktarda aktarild1. (Seki/
34).

Sekil 34. Tiikiiriik orneginin enjektore
aktarimi

Sekil 33. Hastadan tiikiiriik alinmast

3.1.4 DNA izolasyonu

Hastalardan alinan tiikiiriikten 500l alinarak genomik DNA elde edildi. Bu
yontem i¢in Invitrogen Purelink Genomic DNA Purification DNA izolasyon mini Kiti
(Sekil 33) kullanildi. Invitrogen Purelink Genomic DNA Purification (K1820-01)
DNA izolasyon mini kit prosediirii:
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Hazirlama

e Su banyosu 55°C'ye ayarlanur.
e Her hastaigin 1,5 ml'lik ependorf, spin ve

kolon tiipler hazirlanir.

e Etil alkol saf olmasi i¢in yeni olarak

hazirlanir. (%95>)

= | invi
| atrogen

Sekil 35. Invitrogen Genomic DNA izolasyon kiti

Prosediir

e  Steril bir eppendorf tiiptine 500ul tiikiiriik konulur.
e  Uzerine 1000 ul PBS konulur ve vortekslenir.
e 1.800g’de 5 dakika santrifiij edilir.

e Ornekler santrifiijden alinarak supernatant: atilir. Pellet iizerine tekrar 180ul

PBS eklenir ve vortekslenir.
e Vortekslenen iirliniin iizerine 20 pl Proteinaz-K eklenir.
e 20 pl Rnase-A eklenir ve vortekslenir, oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilir.

e 200 pl Genomik/Lysis tamponundan eklenir ve homojen olana kadar

vortekslenir.

e Protein sindirimini hizlandirmak i¢in 55°C'de 10 dk. su banyosunda inkiibe
edilir.

e 200 pul %96-100"iik etil alkol eklenir, 5 saniye kadar vortekslenir.

e Eppendorftaki lizattan toplama tiiplerine ~640 pl eklenir.

e 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe yerlestirilir.
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e 500 ul Wash Buffer 1 ilave edilir.
e 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe yerlestirilir.
e 500 pl Wash Buffer 2 ilave edilir.

e 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilir. Kolonlar1 atilip, temiz tiipe

yerlestirilir.
e 25-200 pl (ort. 100 pl) Elution Buffer eklenir, 1-2 dakika oda 1sisinda bekletilir.
e Maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir.

Elde edilen DNA toplama tiipiinde birikmistir, burdan mikropipetle eppendorfa
aktarilarak +4C"de ya da -20°C"de saklanilarak, gerekirse diliie edilerek kullanilir,

Genomik DNA eldesinin asamalarinda kullanilan soliisyonlarin amaglar1 su
sekildedir;

e Hiicre lizis soliisyonu ile hiicre zarinin uzaklastirilip hiicre igeriklerinin aciga
¢ikmasini saglar.

e Proteinaz-K ile tiim hiicresel ve niikleer histon proteinlerin ve RNA’nin
uzaklagtirilmasini saglar.

e Alkolle, DNA’nin membranda presipitasyon basamagi ile yikamasi
gergeklestirilir. Membrana baglama basamaklar1 sonucunda alkol, protein ve
membran lipid kontaminasyonlarindan uzaklastirilmis halde, en son uygulanan
eliisyon basamaginda DNA’nin saf olarak eldesi saglanir. Eliisyon tampon

¢oOzeltisi ile membrana bagli kalan niikleik asidin %85-1001 elde edilir.

3.1.5 DNA'nin kontrolii

Elde edilen 2 ul (100 ng) DNA ¢ozeltisi %]1°lik agaroz jelde elektroforez
islemine tabi tutuldu. DNA safliginin 6l¢iilmesi igin, NanoDrop Spektrofotometre
(Sekil 36) cihazinda 260/280nm dalga boyunda 6l¢tim yapildi. Saflik 6l¢iim sonuglari
Niicleic Acids Cleargraph cihazindan kaydedildi. (Sekil 37) Kontrolii tamamlanan

DNA molekiilleri, DNA sekans analizine baglanmak iizere +4C’de saklandi.
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Sekil 36. NanoDrop Spektrofotometre Sekil 37. Niicleic Acids Cleargraph ekrani

3.1.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

MSX1 geni i¢in, ayr1 ayr1 her ekzona 6zgiil olan oligoniikleotid primerler ile
PCR amplifikasyonu gerceklestirildi.

PCR reaksiyonu 1 ul (100 ng) genomik DNA, Enhancer Buffer (20 mM Tris
(pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mMMgCI2) 2.5 uL, d NTP mix karigim1 0.5 uL (0.2 mM),
forward primer 1 uL (10 pmol/ul), reverse primer 1 ul (10 pmol/ul) (Invitrogen) , 1.0

U PlatiniumTag DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), deiyonize su ile 25 uL

total volime tamamlanda.
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Veriti Thermal Cycler cihazinda gradient programinda PCR amplifikasyonu

gerceklestirildi.

Sekil 38. Veriti Thermal Cycler cihazlar

Tablo 6. Calismada kullanilan DNA dizisinin primer dizilimi

Gen Ekzon Oryantasyon Sekans (5'->3")
MSX1 1 Tleri GTGCTCCCGGGAACTCTG
MSX1 1 Geri AGGTCTGGAACCTTXTTCCTG
MSX1 2 Tleri tttggctattatt ACTACTTCTTGGG
MSX1 2 Geri GTTAAAGGGAAGGCGGCTG
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Tablo 7°de gosterilen protokole uygun olarak her bir 6rnek igin ekzon 1 ve

ekzon 2 ayr1 ayri olacak sekilde 2 adet PCR amplifikasyonu hazirlanmistir.

Tablo 7. Hazirlanan oligoniikleotid primer protokol i¢erigi

Protokol icerigi Reaksiyon Basina Miktar

(uh)

Genomik DNA (100 ng/pul) 1
Arttirict Tampon (20 mM Tris (pH 8.3), 50 mM KCI, 1.5 25
mMMgCI2.) '
d NTP mix (0.2 mM) 0,5

fleri Primer (10 pmol/ul) 1

Geri Primer (10 pmol/ul) 1

PlatiniumTaq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) 1
Deiyonize su (dH20) 18
Toplam 25

3.1.7. PCR Purifikasyonu

PCR'"1 basarili olan hastalarin iirinlerin exo-sap ile piirifikasyonu yapildi.
Inkiibasyon asamasi Veriti Thermal Cycler cihazinda gergeklestirildi. Ureticinin

tavsiye ettigi protokole bagl kalinarak uygulama yapildi.

3.1.8 BigDye Dongii Sekanslamasi

Purifikasyonu tamamlanmis olan iriinlerin BigDye Terminator v3.1Cycle
Sequencing kit ve MSX1 geni 6zgiil primerler kullanilarak BigDye islemi yapild.
BigDye asamasi Veriti Thermal Cycler cihazinda gerceklestirildi. Ureticinin tavsiye

ettigi protokole bagli kalinarak uygulama yapildi.
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Tablo 8. Reaksiyon iiriinlerinin sekanslama protokol igerigi

Protokol icerigi Reaksiyon basina miktar (ul)
Purifikasyonu tamamlanmus iiriin 1
Tepkime Tamponu 2,5
BigDye 3.1 Reaksiyon Karigsimi 2
Primer (ileri veya Geri) (10 uM) 2
Deiyonize su (dH20) 12,5
Toplam 20

BigDye asamasindan sonra BigDyeXTerminator kiti kulanilarak BigDye
purifikasyon igslemi gergeklestirildi.

3.1.9. DNA Dizileme

Purifikasyonu tamamlanmis olan {irtinler ABlI 3130XL Genetic Analyser
Otomatik DNA Dizileme cihazina (Sekil 39) konulmustur ve piklere gore niikleotid

dizileri okunmustur.

3130x/ Genetic Analyzer

H e . .o

Sekil 39. ABI 3130XL Genetic Analyser Otomatik DNA Dizileme Cihazi
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Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik
tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z
konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 1sik ile taranir. Elektroforez
stiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 151k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir.
Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yanstyan
bu 151k demeti bir dedektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar
programlar1 ile degerlendirilir ve sonuglar grafiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilarak degerlendirilir.

DNA dizileme sonucunda niikleotid degisimleri, National Institute of

Health’in web sayfasindaki (www.ncbi.nih.gov) genbank ve protein database referans

dizileri ile karsilastirilmistir.

3.2. Istatistik Degerlendirme

Yapilan bu arastirmanin istatistik degerlendirmesi, Izmir Katip Celebi
Universitesi Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri Boliimii, Biyoistatistik Anabilim
Dalinda yapilmistir.

Tiim veriler IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 25 (IBM Corp.
,Armonk, New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirilmistir.
Tanimlayic1 istatistikler birim sayis1 (n) ve ylizde deger (%) olarak verilmistir.
Kategorik degiskenler arasi iliskiye rxc tablolarinda Pearson kikare testinin exact
yontemi ile bakilmigtir.

Arastirmamizda, MSX1 degiskeni goriilen dudak damak yarikli hastalarda,
DNA zincindeki varyantlarin deformasyon alanina etkisinin risk degerlendirilmesinde
odds oranlar1 giiven araliklari ile birlikte verilmistir.

Istatistik veri sonuglart yorumlanirken ve gruplar arasi farklilik
degerlendirilirken anlamlilik diizeyi olarak 0,05 kabul edilmistir. Degerlendirme
yapilirken p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilirken, p>0,05 olmas1

durumunda ise anlamli bir farkliligin olmadig1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Arastirmamiza, herhangi bir sendromu bulunmayan, 40 dudak ve damak yarik
fenotipine sahip hasta dahil edilmistir. Hastalar fenotiplerine gore; dissel Sinif 1, Sinif
2, Siif 3 fenotipli, unilateral dudak ve damak yarigi, damak yarigi, bilateral dudak
damak yarig1 olmak iizere 6 ayri1 gruba ayrilmistir. Calismaya dahil edilen DDY
fenotipine sahip hastalardan, 10’u Sinf 1, 15’1 Sin1f 2, 15’1 Siif 3 malokliizyona sahip
olan bireylerin 8’inde damak yarig1, 19’unda unilateral (tek tarafli) dudak ve damak
yarigl, 13’linde ise bilateral (¢ift tarafli) dudak damak yarig1 tespit edilmistir. Bu

gruplardaki hastalarin dagilimlar1 Tablo 9-10 ‘da verilmistir.

Tablo 9. Non-sendromik dudak damak yarikiy hastalarin digsel siniflama listesi

FENOTIP FENOTIP HASTA KODU CINSIYET
Kobu
1 FENOTIP 1 SINIF 1 111102 E
2 FENOTIP 1 SINIF 1 111206 K
3 FENOTIP 1 SINIF 1 111208 E
4 FENOTIP 1 SINIF 1 111210 E
5 FENOTIP 1 SINIF 1 111217 K
6 FENOTIP 1 SINIF 1 111219 E
7 FENOTIP 1 SINIF 1 111224 E
8 FENOTIP 1 SINIF 1 111126 E
9 FENOTIP 1 SINIF 1 111133 E
10 FENOTIP 1 SINIF 1 111134 E
11 FENOTIP 2 SINIF 2 121207 E
12 FENOTIP 2 SINIF 2 121011 E
13 FENOTIP 2 SINIF 2 121113 K
14 FENOTIP 2 SINIF 2 121115 E
15 FENOTIP 2 SINIF 2 121016 E
16 FENOTIP 2 SINIF 2 121118 E
17 FENOTIP 2 SINIF 2 121020 E
18 FENOTIP 2 SINIF 2 121125 K
19 FENOTIP 2 SINIF 2 121128 E
20 FENOTIP 2 SINIF 2 121030 K
21 FENOTIP 2 SINIF 2 121231 K
22 FENOTIP 2 SINIF 2 121235 E
23 FENOTIP 2 SINIF 2 121237 E
24 FENOTIP 2 SINIF 2 121039 E
25 FENOTIP 2 SINIF 2 121040 E
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26 FENOTIP 3 SINIF 3 131201 E

27 FENOTIP 3 SINIF 3 131003 E

28 FENOTIP 3 SINIF 3 131004 E

29 FENOTIP 3 SINIF 3 131105 K

30 FENOTIP 3 SINIF 3 131209 E

31 FENOTIP 3 SINIF 3 131112 K

32 FENOTIP 3 SINIF 3 131114 K

33 FENOTIP 3 SINIF 3 131121 K

34 FENOTIP 3 SINIF 3 131222 E

35 FENOTIP 3 SINIF 3 131123 K

36 FENOTIP 3 SINIF 3 131127 K

37 FENOTIP 3 SINIF 3 131129 E

38 FENOTIP 3 SINIF 3 131132 E

39 FENOTIP 3 SINIF 3 131136 E

40 FENOTIP 3 SINIF 3 131138 E

Tablo 10. Non-sendromik dudak damak yarikli hastalarin DDY siniflama listesi
FENOTIP FENOTIP HASTA CINSIYET
KODU KODU

1 FENOTIP 4 Damak Yarig1 131003 E

2 FENOTIP 4 Damak Yarig 131004 E

3 FENOTIP 4 Damak Yarig1 121011 E

4 FENOTIP 4 Damak Yarig 121016 E

5 FENOTIP 4 Damak Yanig1 121020 E

6 FENOTIP 4 Damak Yarig 121030 K

7 FENOTIP 4 Damak Yanig1 121039 E

8 FENOTIP 4 Damak Yarig 121040 E

9 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 111102 E
Dudak Damak Yarig1

10 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafli) 131105 K
Dudak Damak Yarigi

11 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131112 K
Dudak Damak Yarig1

12 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafli) 121113 K
Dudak Damak Yarig1

13 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafli) 131114 K
Dudak Damak Yarigi

14 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 121115 E
Dudak Damak Yarigi

15 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 121118 E
Dudak Damak Yarig1

16 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131121 K
Dudak Damak Yarigi
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17 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131123 K
Dudak Damak Yari§1

18 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 121125 K
Dudak Damak Yarig1

19 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 111126 E
Dudak Damak Yarig1

20 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131127 K
Dudak Damak Yarig1

21 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 121128 E
Dudak Damak Yarig1

22 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131129 E
Dudak Damak Yarig1

23 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131132 E
Dudak Damak Yarig1

24 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 111133 E
Dudak Damak Yarig:

25 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafli) 111134 E
Dudak Damak Yarigi

26 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131136 E
Dudak Damak Yarig1

27 FENOTIP 5 Unilateral (Tek Tarafl1) 131138 E
Dudak Damak Yarigi

28 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl) 131201 E
Dudak Damak Yarig1

29 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 111206 K
Dudak Damak Yarigi

30 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 121207 E
Dudak Damak Yarig1

31 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 111208 E
Dudak Damak Yarigi

32 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 131209 E
Dudak Damak Yarig1

33 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Taraflr) 111210 E
Dudak Damak Yarig1

34 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 111217 K
Dudak Damak Yarigi

35 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Taraflr) 111219 E
Dudak Damak Yarigi

36 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl) 131222 E
Dudak Damak Yarig1

37 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 111224 E
Dudak Damak Yarigi

38 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Taraflr) 121231 K
Dudak Damak Yarigi

39 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 121235 E
Dudak Damak Yarig1

40 FENOTIP 6 Bilateral (Cift Tarafl1) 121237 E
Dudak Damak Yarigi
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4.1 MSX1 Geninde Tespit Edilen Varyantlar (Degiskenler)

Sendromsuz dudak ve/veya damak yarikli hastalarla yapmis oldugumuz bu

polimorfizm ¢alismasinda, 4. kromozomun 4p16°sinda yer alan MSX1 geninin ekzon

bolgeleri iizerindeki varyantlarin deformasyon bolgesine olan etkisi incelenmistir.

Aragtirma verilerine gére 40 hastanin MSX1 geninin 1. ekzonunda 4 bélgede, 2.

ekzonunda 2 bolgede degisiklikler belirlenmistir. Tablo 11 da bu boélgelerde gen

degisimleri ve varyantlarla ilgili detaylar verilmistir.

Tablo 11. Tespit edilen varyantlarin yeri, tipi ve hasta sayilar

Kromozom 4

Kromozom lokusu 4pl6

Ekzon 1 2

Protein G26E ‘ A40G G116G -

A.a mutasyon tipi missense synonym -

Delesyon (del) IVS1+35_46 C452-15

cDNA c.77G>A ‘ c.119C>G | c.348C>T c.*6C>T

Heterozigot (HT) 29 17

Homozigot (HM) 1

Wild type (wt) 22

Tablo 12. MSX1 geninde ekzonlardaki tespit edilen varyantlar
EKZON 1 EKZON 2

renoip | MASTE | G26E | A40G | G116G | IVSIdel C::|2'15 C*6CoT
1-5 111102 wt wt wt HT wt wt
1-6 111206 HT wt wt HT wt wt
1-6 111208 wt wt HT HT wt wt
1-6 111210 wt HT HT HT wt wt
1-6 111217 wt HT wt HT HT wt
1-6 111219 wt HT wt HT HT wt
1-6 111224 wt wt wt HT HT wt
1-5 111126 wt HT wt HT HT HT
1-5 111133 wt HM wt HM HM HM
1-5 111134 wt HT wt HM HT wt
2-6 121207 wt HT wt HT HT wt
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2-4 121011 wt wt wt wt wt wt
2-5 121113 wt wt wt HT wt wt
2-5 121115 wt wt HT wt HT wt
2-4 121016 wt wt HT wt wt wt
2-5 121118 wt HT wt HT HT wt
2-4 121020 wt wt wt wt wt wt
2-5 121125 wt wt wt HT wt wt
2-5 121128 wt wt wt wt wt wt
2-4 121030 wt wt wt HT wt wt
2-6 121231 wt wt wt HT wt wt
2-6 121235 wt HT wt HT wt wt
2-6 121237 wt wt HT HT HT wt
2-4 121039 wt HT wt wt HT wt
2-4 121040 wt wt wt HT wt wt
3-6 131201 wt wt wt HT wt wt
3-4 131003 wt wt wt wt wt wt
3-4 131004 wt wt wt wt wt wt
3-5 131105 wt wt wt wt HT wt
3-6 131209 wt HT HT HT HT wt
3-5 131112 wt wt HT wt wt wt
3-5 131114 wt wt wt HT wt wt
3-5 131121 wt HT wt HT HT wt
3-6 131222 wt HT wt HT HT wt
3-5 131123 wt wt wt HM wt wt
3-5 131127 wt HT wt HM HT HT
3-5 131129 wt wt wt HM wt wt
3-5 131132 wt wt HT HT wt wt
3-5 131136 wt wt wt HM wt wt
3-5 131138 wt wt wt HM HT wt

Wt : Wild type, yabanil tip, yaygin allel, genin mutasyon igermeyen normal hali

HET : Bir lokustaki genin iki allelinden birinin wild type digerinin mutant allel tasimast durumu

HM : Her iki allelin mutant olma durumu

Degiskenlerin dort tanesi (Gly26Glu, Ala40Gly, Gly116Gly, IVS1+35_46del)
MSX1 geninin 1. ekzonunda, ikisi (c.452-15del, ¢.*6C>T) genin 2. ekzonunda tabloda

belirtilen allellerde oldugu tespit edilmistir.

Gly26Glu ve Ala40Gly degiskenleri

sentezlendikleri proteinde varyant meydana getirmekte ancak, Glyl16Gly varyanti
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sentezlendigi

proteinde

bir degisiklik meydana getirmemektedir.

Belirtilen

degisikliklerin hastalardaki wild type, heterozigot ve homozigot dagilimlari (HOMO:

bir lokustaki gen i¢in tasidigi allelerin ikisinin de wild type ya da mutant olma

durumu) Tablo 11 °de detayl olarak verilmistir.

Tablo 13. MSX1 geninde varyasyon belirlenen bolgeler ve Gen veri tabani tanimlamalart

HASTA : PR DBSNP HGMD HGMD SIFT
FENOTIP | EKZON PROTEIN cDNA HGMD KIMLIK ST
KODU KIMLIK YILI TANIMI SKORU
111206 1-6 G26E c.77G>A
111210
111217 1-6
111219
111126
111133 1-5
111134
121207
2-6 .
121235 Cleft lip
and palate
121118 25 with tooth
A40G €.119C>G CM045070 rs36059701 2006 agenesis,
121039 2-4 association
with
131222
3-6
131209
131127
3-5
131121
111208
1-6
111210
121016 2-4
1
121115 2-5
Oligodontia
G116G .348C>T CM135386 rs34165410 2013
121237 2-6
131112
3-5
131132
131209 3-6
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Tablo 13. MSX1 geninde varyasyon belirlenen bolgeler ve Gen veri tabani tanimlamalari (devam)

111126

111133

1-5 Cleft lip with

2 - C*6C>T CRO67843 158670 2006 or without

131127

cleft palate,

association
3-5

cDNA
HGMD

: Complementary DNA (komplementer DNA)

: The Human Gene Mutation Database (Insan Gen Mutasyonu Veritabani)

HGMD kimlik : The Human Gene Mutation Database Identification Number

DBSNP

: The Single Nucleotide Polymorphism Database (Tek Niikleotit Polimorfizm Veritabani)

SIFT SKORU : Bir aminoasit degisikliginin protein fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini dngdriir. SIFT puani, 0.0 (zararl) ila

1.0 (tolere edilmis) arasinda degisir.

MSX1 geninin ekzonlar1 {izerinde saptanan varyantlarin, bulunduklar1 gen
konumlari, varyantlarin neden oldugu niikleotid degisimleri, degisimine neden
olduklar1 veya degistirmedikleri proteinler, HGMD (the Human Gene Mutation
Database) insan gen mutasyonu veri tabanindaki numaralari, iliskilendirildigi
malformasyon ve yillari, dbSNP (The Single Nucleotide Polymorphism database) tek
niikleotit polimorfizm veritabanindaki kayit numaralari, hastakarin fenotipleri ve daha

onceki tablolarda da belirtilen hasta kodlar1 ve fenotipleri Tabloda belirtilmistir.

4.2. G26E (c.77G>A)

MSXI1 geninin 1. Ekzon dizisininde tespit edilen bu boélgede Guanin bazinin
Adenin bazina doniisiimii ile gézlenen bu transversiyon, 40 arastirma hastasindan,
siif 1 malokliizyona sahip, bilateral (¢ift tarafl) dudak damak yarig1 fenotipine sahip
sadece 1 kiz hastada tespit edilmistir. (Tablo 13). Tespit edilen bu protein varyanti
missense/ non-synonymous (yanlis anlamli) bir mutasyondur. 1. Ekzon dizisinin 26.
ticlii kodonu olan GGG kodonunun 77.niikleotiti olan Guanin bazinin Adenin bazina
transferiyle GAG kodonuna doniistiiren bir mutasyondur. Yani Glycine (Gly/G)
aminoasitini, Glutamic acid’e (Glw/E) donistirmiistiir. Glutamik asit, protein
biyosentezinde hemen hemen biitiin canlilar tarafindan kullanilan bir a-amino asittir.

Organizma kendi kendine sentezleyebillir. Ayrica, omurgali sinir sisteminde, aslinda
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en bol bulunan, uyarici bir ndérotransmiterdir. Bu G26E mutasyon varyanti heniiz

dbSNP ve HGMD veritabanlarinda kayitlandirilmamastir.

4.3. A40G (c.119C>G)

MSX1 geninin 1. Ekzon dizisininde tespit edilen bu bolgede ise Sitozin
bazinin Guanin bazina doniisiimii ile goézlenen bu transversiyon, 40 arastirma
hastasindan, siif 1 malokliizyona sahip, unilateral (tek tarafli) dudak damak yarig1
fenotipine sahip 3 hastada tespit edilmistir. Simif 1 ve bilateral (¢ift tarafli) dudak
damak yar181 fenotipine sahip 3 hastada, sinif 2 ve unilateral (tek tarafli) dudak damak
yarig1 fenotipine sahip 1 hastada, sinif 2 ve bilateral (¢ift tarafli) dudak damak yarig1
fenotipine sahip 3 hastada tespit edilmistir. Sinif 3 ve unilateral (tek tarafli) dudak
damak yarig1 fenotipine sahip 2 hastada ve yine sinif 3 ve bilateral (¢ift tarafli) dudak
damak yarig1 fenotipine sahip 2 hastada tespit edilmistir. Toplamda 40 bireyin 14iinde
bu varyanta rastlanmistir ve sadece damak yarigina sahip hastalardan higbirisinde bu
varyanta rastlanmamaistir.

Tespit edilen bu protein varyantt da missense/ non-Synonymous (yanlig
anlamli) bir mutasyon proteinidir. 119. niikleotit olan, Sitozinin ile Guanin arasindaki
bu yer tansversiyonu ile GCG kodonu GGA kodonuna, Alanine (Ala/A) aminoasitini
Glycine (Gly/G) aminoasitine transver olmustur. Alanin, protein yapiminda en yaygin
kullanilan aminoasitlerden biridir. Kaslar ve merkezi sinir sistemi i¢in onemli bir
enerji kaynagidir. 40. aminoasit olan Alanine sempanzelerde, farelerde, domuzlarda,
ratlarda ve insanlarda korunmus bir aminoasit olarak gegmektedir. Bu varyant HGMD
veritabaninda ‘CMO045070° olarak ve dbSNP veritabaninda “rs36059701” varyanti

olarak kodlanmaistir.

4.4, G116G (c.348C>T)

MSX1 geninin 1. Ekzon dizisininde tespit edilmis olan bu varyantta ise Sitozin
bazinin Timin bazina doniisiimii gézlenmistir. Bu transisyon, silent / synonymous bir
mutasyondur. 40 bireyden smif 1 ve bilateral (¢ift tarafli) dudak damak yarigi

fenotipine sahip 2 hastada, sinif 2 ve sadece damak yarig1 fenotipine sahip 1 hastada.,
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siif 2 ve unilateral (tek tarafli) dudak damak yarig1 fenotipine sahip 1 hastada, sinif
2 ve bilateral (¢ift tarafll) dudak damak yarig1 fenotipine sahip 1 hastada, sinif 3 ve
unilateral (tek tarafli) dudak damak yarigi fenotipine sahip 2 hastada, , smif 3 ve
bilateral (¢ift tarafli) dudak damak yarig1 fenotipine sahip 2 hastada tespit edilmistir.
Toplamda 40 bireyin 8’inde bu varyanta rastlanmistir. 348. niikleotit olan Sitozinin
ile Timin arasindaki bu yer degisikligi GGC kodonunu GGT kodonuna doniistiirmekte
ve Glycine (Gly/G) aminoasitinde herhangi bir degisiklik yaratmamaktadir. Bu
varyant HGMD veritabaninda ‘CM135386° olarak ve dbSNP veritabaninda
“rs34165410” varyant1 olarak kodlanmustir.

45. ¢.*6C>T, ¢.1152 C>T

DNA dizisinin transkripsiyonu ile olusan mRNA dizisi, translasyon ile protein
olustururken meydana gelen varyanttir. Bu varyantta ise Sitozin bazinin Timin bazina
dontisimii  gdzlenmistir. Degisim 1152. niikleotidde meydana gelmistir. Bu
transversiyon, 40 arastirma hastasindan, simif 1 malokliizyona sahip, unilateral (tek
tarafli) dudak damak yarig1 fenotipine sahip 2 hastada, sinif 3 malokliizyona sahip,
unilateral (tek tarafli) dudak damak yarig1 fenotipine sahip 1 hastada tespit edilmistir.
Bu varyant HGMD veritabaninda ‘CR067843’ olarak ve dbSNP veritabaninda

“rs8670” varyant1 olarak kodlanmistir.

4.6 Delesyon Varyantlan

MSX1 geninin ekzon bolgelerinde meydana gelen kromozomun bir pargasinin
kopup kaybolmasiyla meydana gelen kromozom anomalileridir. 1. Intron bélgesinde
bulunan 35. ve 46. niikkleotidler arasindaki 11 bazli bir niikleotid zincirinde delesyon
meydana gelmistir. Bu delesyon IVS (intervening sequence) olarak tanimlanmistir.
Heterozigot ve homozigot olarak ayrilmistir. Caligmaya dahil edilen 40 bireyden
29’unda 1. intron bolgesinde 1VS1+35_ 46 delCCGGGTGGGGG delesyonu tespit
edilmistir. 2. Ekzon bolgesinde ise 146. niikleotid kodonunda (ATG/ Methionine) yer
alan Timin bazinin delesyonunyla ¢.452-15delT varyanti tespit edilmistir. Toplamda

40 arastirma hastasindan 18’inde bu delesyona rastlanmigtir.
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Tablo 14. MSX1 gen varyantlarimin, dudak damak yariklarina olan etkisi bakimindan kontrol grubu

ile karsilastirmasi

DDY Risk
VAR YOK kikare ..
Odds %95 AS %95 US
n (%) n (%) P
E1l_G26E 1(2,5) 0(0) 1,000 1,026 0,976 1,078
ll—l\:lsl\;del— 7(17,5) 0 (0) 0,012 1,212 1,051 1,398
11_IVSidel
- :Tde— 22 (55,0) 0(0) <0,001 2,222 1,578 3,130
El—A:/IOG—H 1(2,5) 0(0) 1,000 1,026 0,976 1,078
E1 A4 H
= TOG— 13 (32,5) 0(0) <0,001 1,481 1,195 1,837
El—GHlTIGG— 8(22,5) 0(0) <0,001 1,290 1,092 1,525
E2_ AT |
ATG_de 1(2,5) 0(0) 1,000 1,026 0,976 1,078
T _HM
E2_TATI_G|T_deI 17 (42,5) 0(0) <0,001 1,739 1,332 2,270
ey 1(2,5) 0(0) 1,000 1,026 0,976 1,078
c.*6C>T_HM ! ! ! ! !
E2_
C*6C>T_HT 2 (5,0) 0(0) 0,494 1,053 0,980 1,130

E1_G26E: Ekzonl c.77G>A

11_IVS1del HM: intronl IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG homozigot
11_1VSldel HT: Intronl IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG heterozigot
E1_A40G_HM: Ekzonl ¢.119 C> G homozigot

E1_A40G_HT: Ekzonl c.119 C> G heterozigot
E1_G116G_HT:6Ekzonl ¢.348 C> T heterozigot

E2_ATG_delT_HM: Ekzon2 c.452-15delT homozigot
E2_ATG_delT_HT: Ekzon2 c.452-15delT heterozigot
E2_c.*6C>T_HM: Ekzon2 c.*6C>T (c.1152 C>T) homozigot
E2_c.*6C>T_HT: Ekzon2 c.*6C>T (c.1152 C>T) heterozigot

MSX1 G26E, A40G (c.119 C> G), G116G (c.348 C> T), IVS1+35_46
del CCGGGTGGGGG, ¢.452-15delT, ¢.*6C>T (¢.1152 C>T). varyantlari bakimimdan
calisma grubu ve kontrol grubu verileri ile karsilastirilmas: Tablo 14’de verilmistir.

IVS1+35 46 delCCGGGTGGGGG HT, A40G (c.119 C> G) HT, G116G
(c.348 C>T) HT, c.452-15delT HT varyantlarinin, kikare testine gére dudak damak

yarig1 fenotipine neden olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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IVS1+35_46 delCCGGGTGGGGG HT, A40G (c.119 C> G) HT, G116G
(c.348 C> T) HT, c.452-15delT HT varyantlarinin MSX1 geninde tespit edilmesi,
dudak damak yariklari ile diger gruplar arasinda, genotiplerin goriilme risklerinin
oranlar1 (odds ratiolar1) ve giiven araliklar1 tabloda yeralmaktadir. Gruplar arasindaki

farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Tablo 15. MSX1 gen varyantlarimn, digsel siniflamaya olan etkisi bakimindan gruplar arasindaki

farkliiklarin incelenmesi,

DDY
SINIF 1 SINIF 2 SINIF 3 Kikare

n (%) n (%) n (%) p
F1 wt 0(0) 4 (26,7) 4 (26,7) 0,255
E1 G26E 1(10) 0 (0) 0(0) 0,250
11_IVSidel HM 3(30) 0 (0) 4 (26,7) 0,063
11_IVS1del HT 7 (70) 9 (60) 6 (40) 0,314
E1_A40G_HM 1(10) 0 (0) 0 (0) 0,250
E1 A40G_HT 5 (50) 4 (26,7) 4 (26,7) 0,439
E1 G116G_HT 2 (20) 3(20) 3(20) 0,796
E2_wt 3(30) 10 (66,7) 9 (60) 0,212
E2_ATG_delT_HM 1(10) 0 (0) 0 (0) 0,250
E2_ATG_delT_HT 6 (60) 5(33,3) 6 (40) 0,432
E2_ c.*6C>T_HM 1(10) 0 (0) 0 (0) 0,250
E2_ c.*6C>T_HT 1(10) 0 (0) 1 (0) 0,712

MSX1 geninin Ekzonl, Ekzon2 ve Intron bolgelerinde meyana gelen

varyasyonlarin digsel malformasyon siiflamasina istatiksel olarak anlamli bir katkisi
bulunmamaktadir.

, Ancak digsel olarak sinif 2 ve simif 3 malokliizyonlu bireylerde sinif 1
malokliizyonlu bireylere nazaran, MSX1 geninin 1. Ekzon zincirinde niikleotid yer
degisimi goriilme olasiliginin daha az oldugu goriilmiistiir. DDY ve Sinif 1, Simif 2 ve
Smif 3 malokliizyona sahip bireylerde ise en sik deformasyon goriilen bolgenin 1.
Introndaki delesyondan kaynakli 1VS1+35_46 delCCGGGTGGGGG HT oldugu
gozlemlenmistir. Dissel siniflama fenotipinde, MSX1 geninin 2. Ekzon dizisi

karsilagtirildiginda ise en sik karsilasilan varyantin €.452-15delT HT oldugu
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gozlemlenmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. Dudak damak yarikli
hastalarda MSX1 geninin tiim varyantlarinin, dissel siniflama fenotipine olan etkisine
bakildiginda ise dizide meydana gelen delesyon varyantlarinin etkisinin aminoasit

varyantlariin etkisinden 2 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Tablo 16. MSX1 gen varyantlarinin, digsel sinif 1 ve suif 2 fenotipine olan etkisi bakimindan

gruplar arasindaki farkliliklarin incelenmesi

DDY Risk
SINIFL -\ SINIF 2 1 Kikare Odds | %95AS | %95 US

n(%) n (%) p
E1 wt 0(0) 4 (26,7) 0,125 1,364 1,005 1,850
E1 G26E 1(10) 0 (0) 0,400 0,900 0,732 1,107
11_1VS1ldel HM 3 (30) 0(0) 0,051 0,700 0,467 1,050
11_IVSldel HT 7 (70) 9 (60) 0,601 0,750 0,242 2,325
E1 A40G_HM 1(10) 0 (0) 0,400 0,900 0,732 1,107
E1 A40G_HT 5(50) | 4(26,7) 0,397 0,632 0,342 1,361
E1 G116G HT 2 (20) 3 (20) 0,653 0,875 0,542 1,411
E2 wt 3(30) | 10(66,7) 0,111 2,100 0,922 4,781
E2 ATG delT HM 1(10) 0(0) 0,400 0,900 0,732 1,107
E2 ATG delT HT 6(60) | 5(333) 0,241 0,600 0,259 1,389
E2 c*6C>T HM 1(10) 0(0) 0,400 0,900 0,732 1,107
E2 c*6C>T HT 1(10) 0 (0) 0,400 0,900 0,732 1,107

MSX1 geninin Ekzonl, Ekzon2 ve Intron bolgelerinde meyana gelen
varyasyonlarin digsel malformasyon fenotipine etkisi incelendiginde, istatiksel olarak
gruplar aras1 anlamli bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen DDY
fenotipine sahip tiim Sinif 1 bireylerin MSX1 gen haritalarinin ekzonl diziliminde
varyant gézlenmis olup, bu varyantlarin ¢gogunlugunu A40G (c.119 C> G) degiskeni
olusturmaktadir. DDY deformasyonlu tiim smif 1 hastalarin intronl bdlgesinde
IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG delesyonu gozlenirken ¢ogunlugunu heterozigot
olanlar olusturmaktadir (%70). Yine Smif 1 bireylerin hi¢birinde Ekzonl dizilimi
normallik (Wt: mutasyon i¢germeyen normal hali) gostermezken Sinif 2 bireylerin
%26,7sinde Ekzon 1 diziliminde herhangi bir varyanta rastlanmamistir. Dudak damak
yarikl1 bireylerde MSX1 geninin Ekzon 1 bolgesindeki normal dizilimi, sinif 2 fenotip

goriilme riskini Siif 1 gruba oranla (odds ratiolar1) artirmaktadir. Sinif 2 fenotip
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goriilme risklerinin oranlar1 (odds ratiolar1) ve giliven araliklari tabloda yeralmaktadir.
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmasada hastaligin goériilme
riskinin anlamli oldugu tespit edilmistir. Gruplardaki Ekzon 2 dizilimindeki genetik
varyantlardan, fenotipe en ¢ok etkisi olan ¢.452-15delT heterozigot delesyon varyanti
olarak gozlemlense de istatistiksel olarak ve fenotipte gozlenme riski agisindan

gruplar arasi bir anlam bulunamamusgtir.

Tablo 17. MSX1 gen varyantlarinin, digsel sinif 1 ve sinif 3 fenotipine olan etkisi bakimindan

gruplar arasindaki farkliliklarin incelenmesi

DDY Risk
SINIFL | SINIF3 | .
Kikare p Odds %95 AS %95 US
n (%) n (%)

EL wt 00) | 4(267) 0,125 1,364 1,005 1,850
E1 G26E 1(10) 0(0) 0,400 0,900 0,732 1,107
11 IVSidel HM | 3(30) | 4(267) 1,000 0,955 0,575 1,586
I1_IVSidel HT | 7(70) 6 (40) 0,126 0,500 0,178 1,405
E1 A40G HM | 1(10) 0(0) 0,400 0,900 0,732 1,107
EL AG HT | 5(50) | 4(26,7) 0,397 0,632 0,342 1361
EL GL16G HT | 2(20) 3 (20) 0,653 0,875 0,542 1411
E2 wt 3 (30) 9 (60) 0,226 1,750 0,834 3671
E2—A|T_|('K/Tde'T— 1(10) 0(0) 0,400 0,900 0,732 1,107
Ez—ATHGT—de'T— 6 (60) 6 (40) 0,428 0,667 0,281 1,582
E2_ 1(10) 0(0) 0,400 0,900 0,732 1,107

C*6C>T_HM : : , ,

E2_

CA6OoT HT 110) | 1(67) 1,000 0,964 0,753 1,234

MSX1 geninin Ekzonl, Ekzon2 ve Intron bélgelerinde meyana gelen
varyasyonlarin digsel malformasyon fenotipine etkisi incelendiginde, istatiksel olarak
gruplar aras1 anlamli bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. Ancak yine Sinif 1 bireylerin
hicbirinde Ekzonl diziliminde normallik (Wt:mutasyon icermeyen normal hali)
goriilmezken Sinif 3 bireylerin %26,7sinde Ekzon 1 diziliminde herhangi bir varyanta
rastlanmamistir. Dudak damak yarikli bireylerde MSX1 geninin Ekzon 1 bélgesindeki
normal dizilimi, sinif 3 fenotip goriilme riskini Smif 1 gruba oranla (odds ratio)
artirmaktadir. MSX1 geninin ekzon 1 dizilimindeki aminoasit varyantlarinin Siif 3

fenotipine olan etkisi, delesyon varyantlarina oranla daha az oldugu tespit edilmistir.
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Delesyon bolgelerinden fenotipe en cok etkisi olan varyant ise %40 oranla
IVS1+35_46del CCGGGTGGGGG heterozigot oldugu goriilmektedir. Gruplardaki
Ekzon 2 dizilimindeki genetik varyantlardan, fenotipe en gok etkisi olan ¢.452-15delT
heterozigot delesyon varyant1 olarak gozlemlense de istatistiksel olarak ve fenotipte

gbzlenme riski agisindan gruplar arasi bir anlam bulunamamustir.

Tablo 18. MSX1 gen varyantlarinin, Damak Yarigi (YDA) ve Dudak Damak Yarigi (DDY)

fenotipine olan etkisi bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin incelenmesi

YDA DDY Kikare RiSK
n (%) n (%) P 0dds %95 AS | %95 US
E1 G26E 0(0) 1(3,1) 1,000 1,032 0,970 1,099
Qe 0(0) 7(21.9) 0,309 1,280 1,066 1,538
'1—|'4\481de' 2 (25) 20 (62,5) 0,110 2,000 1,097 3,645
EE—Q“OG— 0 (0) 1G.1) 1,000 1,032 0,970 1,099
SLAC 128 | 1235) 0,236 1,400 0,962 2,037
FLOMOC g 125) | 7(219) 0,655 1,167 0,839 1,622
E2_ATG_d
e 0(0) 13.1) 1,000 1,032 0,970 1,099
E2 ATG_d
et 1125 | 16 (50,0) 0,107 1,750 1,133 2.702
E2_
c*6Co1 TiM 0(0) 13.1) 1,000 1,032 0,970 1,099
E2_
6Ot T 0(0) 2 (6.3) 1,000 1,067 0,975 1,166

Tablo 18 incelendiginde, MSX1 geninin Ekzon 1, Ekzon 2 ve Intronl

bolgelerinde meyana gelen varyasyonlarin, damak yarigi (YDA) fenotipi ile dudak ve
damak yang (DDY) fenotipine olan etkisi karsilastirildiginda, istatiksel olarak
gruplar arast anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Fakat, YDA fenotipli
IVS1+35_46del CCGGGTGGGGG
homozigot delesyonu gériilmezken, DDY fenotipli bireylerin %21,9’unda Intronl

bireylerin  hicbirinde Intronl diziliminde

diziliminde bu delesyon varyantina rastlanmamistir. Bu da gosteriyor ki, MSX1

geninin  Intronl  bolgesindeki 1VS1+35_46delCCGGGTGGGGG homozigot
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delesyonu, DDY fenotip goriilme riskini YDA grubuna oranla (odds ratio)
artirmaktadir. Odds ratio ve giliven aralifi oranlar1 gruplar arasi karsilastirmada
anlamlidir.

IVS1+35 46delCCGGGTGGGGG heterozigot delesyonu igin gruplar arasi
karsilagtirma yapildiginda ise, bu delesyon genotipinin DDY fenotipine yansima
riskinin YDA grubuna oranla fazla oldugu tespit edilmis olup, odds ratio ve giiven
aralig1 oranlar da karsilastirmada anlamli bulunmustur.

MSX1 geninin Ekzon2 bolgesindeki ¢.452-15delT heterozigot delesyonu da,
bireylerde DDY fenotip goriilme riskini YDA fenotipine oranla artirdigi, odds ve
giiven aralig1 oranlarina bakilarak anlamli bulunmustur.

Kisaca Intronl’deki [1VS1+35 46delCCGGGTGGGGG homozigot ve
heterozigot ve Ekzon2’deki ¢.452-15delT heterozigot delesyon genotipleri YDA ve
DDY fenotipleri karsilastirildiginda, DDY fenotipiyle anlamli iligkiye sahiptir ve bu

fenotipin nedenini olusturmakta etkili oldugu bulunmustur.

Tablo 19. MSX1 gen varyantlarinin, Damak Yarigi (YDA) ve Tek Tarafli Dudak Damak Yarig1 (T-
DDY) fenotipine olan etkisi bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin incelenmesi

YDA T-DDY Kikare RISK

n (%) n (%) p Odds | %95AS | %95 US

E1 G26E 0 (0) 0 (0) - - - -
11_1VS1del HM 0(0) | 7(36,8) 0,049 1,583 1,123 2,232
11_IVSidel HT 2(25) | 7(36,8) 0,576 1,188 0,701 2,012
E1 A40G_HM 0 (0) 1(5,3) 1,000 1,056 0,949 1,174
E1_A40G_HT 1(125) | 5(26,3) 0,533 1,188 0,816 1,728
E1l G116G_HT 1(125) | 3(158) 1,000 1,039 0,750 1,440
E2 ATG delT HM | 0(0) 1(5,3) 1,000 1,056 0,949 1,174
E2 ATG delT HT | 1(12,5) | 9(47,4) 0,190 1,663 1,008 2,743
E2_ c*6C>T _HM 0 (0) 1(5,3) 1,000 1,056 0,949 1,174
E2_ c*6C>T HT 0(0) | 2(10,5) 0,567 1,118 0,958 1,304

Tablo 19 incelendiginde, MSX1 geninin Ekzonl, Ekzon2 ve Intronl
bolgelerinde meyana gelen varyasyonlarin, damak yarigi (YDA) fenotipi ile tek tarafli
dudak ve damak yarig1 (T-DDY) fenotipine olan etkisi karsilastirildiginda,
IVS1+35 46delCCGGGTGGGGG homozigot delesyon genotipinin - T-DDY

fenotipine yansidigi gruplar arasi karsilagtirilmada istatiksel olarak anlamli
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bulunmustur. Ayrica bu delesyon, T-DDY fenotip goriilme riskini YDA grubuna
oranla artirmaktadir. Odds ratio ve giiven aralig1 oranlar1 gruplar arasi karsilastirmada
anlamlidir.

MSX1 geninin Ekzon2 bolgesindeki ¢.452-15delT heterozigot delesyonu da,
bireylerde T-DDY fenotip goriilme riskini YDA fenotipine oranla artirdigi, odds ve
given aralifi oranlarina bakilarak anlamli bulunmugtur. Kisaca Intronl’deki
IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG homozigot ve Ekzon2’deki c.452-15delT
heterozigot delesyon genotipleri YDA ve T-DDY fenotipleri karsilastirildiginda,
DDY fenotipiyle anlamli iliskiye sahiptir ve bu fenotipin nedenini olugturmakta etkili

oldugunu sdyleyebilmekteyiz.

Tablo 20. MSXI gen varyantlarinin, Damak Yarigi (YDA) ve Cift Tarafli Dudak Damak Yarig: (C-

DDY) fenotipine olan etkisi bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin incelenmesi

YDA C-DDY Kikare RISK

n (%) n (%) P Odds | %95AS | %95 US
E1_G26E 0 (0) 1(7,7) 1,000 1,083 0,926 1,267
11_1VS1del HM 0 (0) 7 (36,8) 0,049 1,583 1,123 2,232
11_IVSidel HT 2 (25) 7 (36,8) 0,576 1,188 0,701 2,012
E1 A40G_HM 0(0) 1(5,3) 1,000 1,056 0,949 1,174
E1 A40G_HT 1(125) | 5(26,3) 0,533 1,188 0,816 1,728
E1l G116G_HT 1(125) | 3(15,8) 1,000 1,039 0,750 1,440
E2_ ATG_delT HM | 0(0) 1(5,3) 1,000 1,056 0,949 1,174
E2 ATG delT HT | 1(125) | 9(47.4) 0,190 1,663 1,008 2,743
E2_ c.*6C>T _HM 0 (0) 1(5,3) 1,000 1,056 0,949 1,174
E2_ c*6C>T HT 0 (0) 2 (10,5) 0,567 1,118 0,958 1,304

Tablo 20 incelendiginde, MSX1 geninin Ekzonl, Ekzon2 ve Intronl
bolgelerinde meyana gelen varyasyonlarin, damak yarigi (YDA) fenotipi ile ¢ift tarafli
dudak ve damak yang (C-DDY) fenotipine olan etkisi karsilastirildiginda,
IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG heterozigot delesyon genotipinin  C-DDY
fenotipine yansidigi gruplar arasi karsilagtirilmada istatiksel olarak anlamli
bulunmustur. (p< 0,001) Bu delesyon, C-DDY fenotip goriilme riskini YDA grubuna
oranla artirmaktadir. Odds ratio ve giiven aralig1 oranlar1 gruplar arasi karsilastirmada
anlamlidir. Calismamiza dahil edilen c¢ift tarafli dudak damak yarikli bireylerin
Intronl bolgesindeki dizilimin tamaminda (%100) bu heterozigot delesyon zinciri

gozlenmistir.
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MSX1 geninin Ekzon1 bolgesindeki A40G (c.119 C> G) heterozigot missense
aminoasit varyanti i¢in gruplar arasi karsilastirma yapildiginda ise, bu varyant
genotipinin C-DDY fenotipine yansima riskinin YDA grubuna oranla fazla oldugu
tespit edilmis olup, odds ratio ve giiven aralig1 oranlar1 da karsilastirmada anlamli
bulunmustur. Ekzon2 bolgesindeki ¢.452-15delT heterozigot delesyonu da, bireylerde
C-DDY fenotip goriilme riskini YDA fenotipine oranla artirdigi, odds ve giliven araligi

oranlarina bakilarak anlamli bulunmustur.

Tablo 21. MSX1 gen varyantlarimin, Tek Tarafli Damak Yarigi (T-DDY) ve Cift Tarafli Dudak
Damak Yarigi (C-DDY) fenotipine olan etkisi bakimindan gruplar arasindaki farkiiiklarin incelenmesi

T-DDY C-DDY Kikare RiSK
n (%) n (%) P odds | %95AS | %95 US
E1 G26E 0(0) 1(7,7) 0,406 1,083 0,926 1,276
11_IVSidel HM 7 (36,8) 0(0) 0,025 1,632 1,448 1,890
11 IVSidel HT 7(36,8) | 13(100,0) 0,001 1,250 1,750 1,830
E1 A40G_HM 1(5,3) 0(0) 1,000 0,947 0,852 1,053
E1 A40G_HT 5 (26,3) 7 (53,8) 0,150 1,596 0,837 3,045
E1 G116G_HT 3 (15.,8) 4 (30,8) 0,219 1,368 0,854 2,193
E2 ATG delT HM | 1(53) 0(0) 1,000 0,947 0,852 1,053
E2 ATG delT HT | 9(47.4) 7 (53,8) 0,085 1,140 0,552 2,356
E2_c*6C>T_HM 1(5,3) 0(0) 1,000 0,947 0,852 1,053
E2 c*6C>T HT | 2(10,5) 0(0) 0,502 0,895 0,767 1,044

Tablo 21. incelendiginde, MSX1 geninin Ekzonl, Ekzon2 ve Intronl
bolgelerinde meyana gelen varyasyonlarin, T-DDY fenotipi ile C-DDY fenotipine
IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG homozigot
delesyon genotipinin T-DDY fenotipine yansidigi gruplar arasi karsilastirilmada
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 1IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG

olan etkisi karsilastirildiginda,

heterozigot delesyon genotipinin ise C-DDY fenotipine yansidigi gruplar arasi
karsilastirilmada istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). Bu delesyon
genotiplerinin fenotipi etkiledigi Odds ratio ve giiven aralig1 oranlar1 gruplar arasi
karsilastirmada anlamli bulunmustur.

MSX1 geninin Ekzonl, Ekzon2 ve Intronl bolgelerinde tespit edilen diger
varyasyonlarda ise gruplar arasi karsilastirma yapildiginda istatistiksel anlamda,
hastaligin goriilme riski oraninda ve giliven aralig1 oranlarinda anlaml bir fark tespit

edilmemistir.
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Tablo22. MSX1 A40G (c.119 C> G) varyanti bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin
incelenmesi, kontrol grubu ve 1000 genom ¢alismasi verileri ile karsilagtirmasi

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=4:48595184860518;v=rs36059701;vdb=variatio
n;vf=250820170)

1000
g;‘r?;i Kontrol 1000 1000 1000 Genom Gleiooom 1000
Grubu Genom Genom Genom o Genom
Yariklar Tiirkiye Diinya A Amerika Giiney Dogu -
. vrupa Asya Asya Afrika
wi'g 26 146 2015 350 279 390 448 548
&0 (%65)  (%84,39)  (%805) = (%69,6) %80,4)  (%798)  (%889)  (%82,9)
H?tirtoz 13 24 459 140 64 92 55 108
(36) (%32,5) (%13,87) (%18,3) (%27,8) (%18,4) (%18,8) (%10,9) (%16,3)
HOf(T)‘fZi 1 3 30 13 4 7 1 5
(gG) (%2,5) (%1,73) (%1,2) (%2,6) (%1,2) (%1,4) (%0,2) (%0,8)
Tgepr']gl’:‘ 40 173 2504 503 347 489 504 661
Sayisi (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)
c 65 316 4489 840 622 872 951 1204
(%81,3) (%91,33) (%89,6) (%83,5) (%89,6) (%89,2) (%94,3) (%91,1)
G 15 30 519 166 72 106 57 118
(%18,7) (%8,67) (%10,4) (%16,5) (%10,4) (%10,8) (%5,7) (%8,9)
TZF?I';’“ 80 346 5008 1006 694 978 1008 1322
Sayst (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)

Calismamizda, MSX1 A40G (c.119 C> G) WT (Mutasyon icermeyen) wildtip
goriilme ytizdesi; Tiirkiye, Avrupa, Giiney ve Dogu Asya, Afrika, Amerika ve Diinya
yiizdesinden diisiik ¢ikmistir.

MSX1 A40G (c.119 C> G) HM (Homozigot CG) yiizdesi; Tiirkiye, Giiney
ve Dogu Asya, Afrika, Amerika ve Diinya ylizdesinden yiiksek, fakat Avrupa
yiizdesinden diisiik ¢ikmistir.

Diinya genellemesine bakildiginda ise, MSX1 A40G (c.119 C> G) HM
(Homozigot CQG) varyantinin goriilme yiizdesi Avrupa basta olmak iizere Tiirkiye,

Giliney Asya, Amerika, Afrika ve Dogu Asya yiizdeleri takip etmektedir.
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Tablo 23. MSX1 G116G (c.348 C> T) varyanti bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin
incelenmesi, kontrol grubu ve 1000 genom calismasi verileri ile karsilastirmasi

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=4:4859518-
4860518;v=rs36059701;vdb=variation;vf=250820170)

1000
Dudak  Kontrol 1000 1000 1000 o00 1000
Damak Grubu Genom | Genom Genom ((S;inom Dogu Genom
Yariklar Tiirkiye Diinya Avrupa Amerika /-{lsl)lleay Asya Afrika
Wild Type 32 157 2061 455 311 325 422 548
(co) (%80) (%90,75) (%82,3) | (%90,5) (%89,6) (%66,5) | (%83,7) = (%82,9)
i 16 408 46 147 76 104
Heterozigot . 8 35 (%10,1)
(CT) (%20) (%9,24) (%16,3) (%9,2) (%30,1) = (%151) = (%15,7)
Homozigot 0 0 35 2 1 17 6 9
(TT) (%0) (%0) (%1,4) (%0,4) (%0,3) (%3,1) (%1,2) (%1,4)
Tgp'al"(“ 40 173 2504 503 347 489 504 661
ene
(%100) %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100
Sayisi
c 72 330 4530 956 657 797 920 1200
(%90) (%95,37) (%90,5) (%95) (%94,7) (%815)  (%91,3)  (%90,8)
- 8 16 478 50 37 181 88 122
(%10) (%4,62) (%9,5) (%5) (%5,3) (%18,5) (%8,7) (%9,2)
Toplam 80 346 5008 1006 694 978 1008 1322

Allel Sayist (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)  (%100) (%100)

Calismamizda, MSX1 G116G (c.348 C> T) WT (Mutasyon icermeyen) wildtip
goriilme yiizdesi; Tiirkiye, Avrupa, Amerika, Dogu Asya, Afrika ve Diinya
yiizdelerinden diisiik, Gliney Asya yiizdesinden ise yiiksektir.

MSX1 G116G (c.348 C> T) HT (Heterozigot CT) goriilme yiizdesi; Giiney
Asya’dan diisiik digerlerinden ise yiiksektir.MSX1 G116G (c.348 C> T) HM
(Homozigot TT) varyant1 ¢alismamizda ve Tiirkiye genelinde hi¢ gézlenmemistir.

Diinya genellemesine bakildiginda ise, G116G (c.348 C> T) HM (Homozigot
TT) goriilme yiizdesi; Giiney Asya basta olmak iizere, Afrika ve Dogu Asya, Avrupa

ve Amerika yiizdeleri takip etmektedir.

Tablo 24. MSX1 ¢.*6C>T (c.1152 C> T) varyanti bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin
incelenmesi, kontrol grubu ve 1000 genom ¢alismasi verileri ile kargilagtirmasi

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=4:48595184860518;v=rs36059701;vdb=variatio

n;vf=250820170)
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Dudak

Kontrol
3 amk? K Grubu
ar: ar Tiirkiye
Wild Type 37 154
(CC) (%92,5) | (%89,01)
Heterozigot 2 19
(CT) (%5) (%10,98)
Homozigot 1 0
(TT) (%2,5) (%0)
Toplam 40 173
Denek (%100) %100
Sayisi (%100)
c 76 327
(%95) (%94,5)
b 4 19
(%5) (%5,49)
Toplam 80 346

Allel Sayist (%100) (%100)

1000
Genom

Diinya

1651
(%65,9)
756
(%30,2)
91
(%3,9)

2504
(%100)

4058
(%81)
950
(9%19)
5066
(%100)

1000

Genom
Avrupa

290
(%57,7)
192
(%38,2)
21
(%4,2)

503
(%100)

772
(%76,7)
234
(%23,3)
1006
(%100)

1000
Genom
Amerika

245
(%70,6)
92
(%26,5)
10
(%2,9)

347
(%100)

582
(%83,9)
112
(%16,1)
694
(%100)

1000
Genom
Giiney

Asya

313
(%64)

151

(%30,9)
25
(%5,1)

489
(%100)

777
(%79,4)
201
(%20,6)
978
(%100)

1000
Genom
Dogu Asya

443
(%87.,9)
60
(%11,9)
1
(%0,2)

504
(%100)

946
(%93,8)
62
(%6,2)
1008
(%100)

1000

Genom
Afrika

360
(%54.5)
261
(%39,5)
40
(%6,1)

661
(%100)

981
(%74,2)
341
(%25,8)
1322
(%100)

Calismamizda, MSX1 ¢.*6C>T (c.1152 C> T) WT (Mutasyon i¢cermeyen)

wildtip gortilme yiizdesi; Tiirkiye, Avrupa, Amerika, Giiney ve Dogu Asya, Afrika ve

Diinya ylizdelerinden yiiksektir.

MSX1 c¢.*6C>T (c.1152 C> T) HT (Heterozigot CT) goriilme yiizdesi tiim

Diinya ve Tiirkiye yiizdelerinden dusiiktiir.

Calismamizda MSX1 ¢.*6C>T (c.1152 C> T) HM (Homozigot TT) goriilme

yiizdesi ise, Tiirkiye ve Dogu Asya’dan yiiksek, digerlerinden diisiiktiir.

Diinya genellemesine bakildiginda ise,

C*6C>T(c.1152 C> T) HM

(Homozigot TT) varyantinin goriilme yiizdesi ise; Afrika basta olmak {izere, Giiney

Asya, Avrupa, Amerika, ve Dogu Asya yiizdeleri takip ederken Enseble veri tabanina

gore bu varyanta Tiirkiye’de hi¢ rastlanmamustir.
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5. TARTISMA

Sendromsuz dudak damak yarigi, ortalama 1/ 700’lik goriilme sikligi ile
konjenital (dogustan) bozukluklar arasinda en sik goriilen konjenital

malformasyonlardandir>°

. Bu siklik oranlari; etnik koken, cografi koken, yasam tarzi,
cevresel kosullar, sosyoekonomik durumla da iliskilidir’>!. Dudak damak yariklarina
neden oldugu disiiniilen genetik faktorler lizerine yapilan ¢aligmalar, bir aday gen
haritas1 olusturmus olsa bile, heniliz dudak damak yariklarinin embriyolojik gelisimi
aydinlatilmadigr igin kesinlik saglanamamistir’®?. Dudak damak yariklar1 farkl
populasyonlarda farkli dagilim oranlarina neden olmaktadir; Asya pouplasyonunda
yaklagik 1/500; Kafkas populasyonunda 1/1100; Afrika populasyonunda 1/2500;
Amerika populasyonunda 1/1000 oranlarinda goriildiigii rapor edilmistir. Farkli
populasyonlarda farkli etnik gruplarda hem genetik hem de ¢evresel birgok etkinin
sonucunda DDY fenotipinin meydana geldigi ¢ogu ¢alismada bildirilmistir!>3, DDY
malformasyonu bu etkilerin toplaminin belirli bir esigi astiginda meydana
gelmektedir. Bu multifaktoriyel esik modeli olarak da bildirilmistir. Fakat son
yillardaki calismalar, hastaligin ortaya ¢ikmasini; diisiik derecelerde etki eden ¢ok
sayida faktoriin etkilerinin toplaminin bir esigi asabilmesine degil, daha major etki
saglayan daha az sayidaki genetik faktoriin hastalik riskini arttirmasiyla
iliskilendirmislerdir*>.

Etiyolojik agidan bakildiginda, genetik faktorlerin rol oynadigi dudak damak
yariklarinin tedavisinde, genetik tan1 ve genetik tedavi yontemlerinin gelecekte daha
da fazla 6nem kazanacagi goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda
farkli toplumlarda yapilan ¢aligmalar dudak damak yariklarmin genetik temelinin
aydinlatilmasina yardimei1 olurken, toplumsal farkliligin 6nemini de vurgulamaktadir.
Bu nedenle dudak damak yariklarinin etiyolojisinde rol aldig1 diisiiniilen aday genlerin
diizenleyici bolgelerini saptamaya ve spesifik varyasyonlarini tespit etmeye yonelik
caligmalar gittikce artmaktadir. Bu sayede gelecekte dudak damak yariklarinin,
toplumlardaki  genetik risk haritasim1  olusturup katki saglamak gittikce
kolaylasacaktir.

83



Yapmis oldugumuz bu calismanin amaci, herhangi bir sendroma sahip
olmayan, dudak damak yarikli bireylerde MSX1 gen tizerindeki varyantlarin yarik
bolgesine olan etkisini ortaya koymaktir.

Dudak damak yariklarina yol acan veya yatkinlik arttiran genetik
degisikliklerin tespitinde farkli genetik yaklasimlardan faydalanilabilir®®,

1. Genis ve multipleks ailelerde veya kiiclik ve kendi i¢inde eslesen ailelerde
baglant1 analizi yapilmasi,
2. Vakakontrol 6rneklerinde veya hasta ebeveyn eslestirmelerinde iliskilendirme

(assosiyasyon) caligmalari,

3. Etkilenmis kisilerde kromozom anomalilerinin ve mikrodelesyonlarin
incelenmesi,
4. Etkilenmis bireylerde aday genlerde dizi (sekans) analizlerinin yapilmasi.

Arastirmamizda 40 dudak damak yarikli bireyden alinan tiikiiriikk 6rnekleri
tizerinde genetik degerlendirme yapmak i¢cin DNA sekans analiz yontemlerinden
Sanger dizi analizi yontemi (dideoksi niikleotit yontemi) kullanilmistir. Bu yontemde;

p” isaretli primer, kalip DNA’ya baglanir ve DNA sentezi baglar. DNA polimeraz

dNTP’nin yeni sentezlenen DNA’ya polimerizasyonunu gerceklestirir!®®,

5.1 Gen Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi

Yapmis oldugumuz c¢alisma bulgularimiza gore, 40 hastanin MSX1 geninin 6
ayr1 bolgesinde varyantlar tespit edilmistir. Orneklerde yapilan dizi analizi
caligmalarinda saptanmis olan varyantlar ilk olarak Human Genome Mutation
Database (HGMD), NCBI dbSNP database, Pubmed, OMIM, GenAtlas, COSMIC,
Polyphen-2 gibi veritabanlar1 kullanilmistir. Bilinen veya onceden hastalikla iligkisi
gosterilen varyant tipleri olup olmadigi incelenmistir. Tespit edilen degiskenlerin
aminoasitte spesifik bir bolgede degisiklige neden olup olmadig1 degerlendirilmistir.
Farkli canli tiirlerinde bu bdlgenin korunmusg, bolge olup olmadigi, mRNA dizisinde
bir degisiklige yol acip agmadigr arastirilmistir. Varyantlarin bulundugu bdlgenin
yakinlarinda daha Once malformasyona neden olan bir mutasyon bildirilip

bildirilmedigi, olusan aminoasit degisikliginin kimyasal agidan énemli bir degisime
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neden olup olmadig (biiylik aminoasitten kiigiik aminoasite, polardan nonpolara
doniisiim gibi) incelenmistir.
Daha sonra bu varyantlarin neden oldugu genotiplerin, olusturulan fenotip

tiplerine bir etkisinin olup olmadig1 karsilagtirilmistir.

5.2. G26E (C.77G>A)

MSX1 geninin 1. ekzonunda tespit edilen bu varyanta COSMIC veritabaninda
ulasiimistir ve COSMIC Mutasyon ID’si: COSM475881 olarak tanimlanmugstir®®.
Tespit edilen bu protein varyanti missense/ non-synonymous (yanls anlamli) bir
mutasyondur ve Guanin bazinin Adenin bazina doniisiimii ile gozlenen bir
transversiyon varyantidir. 1. Ekzon dizisinin 26. {i¢lii kodonu olan GGG kodonunun
77.niikleotiti olan Guanin bazinin Adenin bazina transferiyle GAG kodonuna
doniistiiren bir mutasyondur. Patojenik skoru 0.98 olarak belirtilmistir. Bu variant ile
iliskili hastaliklar arasinda Kas Distrofisi, Otozomal Resesif, Kardiyomiyopatili ve
Uggen Dil ve Otozomal Resesif Ekstremite Kas Distrofisi Tip 2 bulunur®®,

Kanada Ottawa iiniversitesinde, Chardon ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada, tiggen dil ve ek olarak biventrikiiler kardiyak disfoksiyonu 6zellikleriyle
iki kardes tizerinde yapilan calismada, LIMS2'de patojenik oldugu tahmin edilen
bilesik heterozigot missense mutasyonlarini tanimlanmugtir®®,

Bizim ¢alismamizda da, 40 arastirma grubundan yalnizca 1 kiz bireyde tespit
edilen G26E varyant1 da heterozigot olarak tanimlanmistir. Chardon ve ark yapmis
oldugu calismada arastirma grubunu olusturan kardesler, tiggen bir dilin ayirt edici
ozelligine sahipti. Bizim ¢alismamizin ayirt edici 6zelligi ise, varyantin tespit edildigi
bireyde smif I malokliizyon fenotipi ve ¢ift tarafli dudak damak yarig1 fenotipinin
tanimlanmis olmasidir.

Bir baska calismaya gore de C.elegans'taki LIMS ortologundaki mutasyonlar
kas yirtilmasi ile karakterize felce neden olmaktadir'®®. Insanlarda; PINCH2, C-
terminal (sonlandirma) ucunda 11 amino asit uzantisi igermesine ragmen, iki LIMS
paralogu da, LIMS1 ve LIMS2, % 82 homolog 6zelligi gostermektedir. LIMS2' nin

asirt ekspresyonu, ILK PINCHI etkilesimlerini inhibe eder ve hiicre gocilinii ve
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yayilmasini azaltir; bu, PINCH2 'nin, ILK-PINCH1 etkilesimlerini diizenledigini
gosterir 161,
Yeni varyant kesfi i¢in altin standart, MSX1 geninde benzer fenotip ve

patojenik mutasyonlara sahip ilave aile ve bireyler tanimlamak olacaktir.

5.3 A40G (c.119C>G)

MSX1 geninin 1. Ekzonun dizisinde tespit edilen ve Sitozin bazinin Guanin
bazina doniigimii ile gozlenen bu varyant, missense/ non-synonymous (yanlis
anlamli) bir mutasyon proteinidir. 119. niikleotit olan, Sitozinin ile Guanin arasindaki
bu yer tansversiyonu ile GCG kodonu GGA kodonuna, Alanine (Ala/A) aminoasitini
Glycine (Gly/G) aminoasitine transver olmustur. HGMD veritabaninda ‘CM045070°
olarak ve dbSNP veritabaninda “rs36059701” varyanti olarak kodlanmigtir. Alanin,
protein yapiminda en yaygin kullanilan aminoasitlerden biridir.

Bu mutasyon daha dnce farkli populasyonlarda pek ¢ok kez tespit edilip, rapor
edilmistir®2. Jezewski ve ark. (2003) ile Suzuki ve ark. (2004), yapmis olduklar:
calismalarda bu mutasyonu benign (non-patojenik) olarak bildirmislerdir.

Butali ve ark. (2011), 88 erkek ve 78 kadin olmak iizere 166 dudak damak
yarikli Nijeryali bireylerde yaptiklari ¢alismada 59 bireyde MSX1 geni ve 9 bireyde
bu mutasyonu tespit etmislerdir. Bu varyantin 9 bireyden 5’inde homozigot (GG)
karakterde, 4’iinde heterozigot (CG) karakterde oldugunu bildirmislerdir. Varyantin
saptandig1 bu 9 bireyin 3’ii ¢ift tarafli dudak damak yarigi, 1’1 tek tarafli (sag) dudak
damak yari1g1 5’1 tek tarafli (sol) dudak damak yari1g1 fenotipine sahip bireylerdir.

Banerjee-Basu ve Baxevanis (2001), yapmis olduklari ¢alismalarinda, 129
insan homeodomain proteininin evrimsel siniflandirmasin1 yapmis olup, polialanin
alanlarinin belirli protein ailelerinde daha sik goriildiigiinii ve homeobox siiper
ailesinden proteinlerinin %17'sinde var oldugunu tespit etmislerdir. Ancak bu
calismalarinda dogrudan bir kanit olmamakla birlikte 2, 7, 12 ve 17 nolu
kromozomlarda goriilen majorHOX gen kiimesinde bu mutasyonlarin goriilme
sikliginin daha fazla olmasi thtimalini bildirmislerdir.

Catron ve ark. (1995), Msx-1 geninin in vivo ve in vitro glgli bir

transkripsiyonel baskilayict oldugunu belitmislerdir. Bununla birlikte, Msx-1'in
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bastirici fonksiyonu, alanin, glisin ve prolinden zengin N- ve C-terminal bolgelerini
iceren ¢oklu alanlar i¢inde bulundugunu rapor etmislerdir.

Lavoie ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢calismada 604 poliamin alan igeren 494
aciklamali insan proteini tanimlamislardir. Yediden fazla alanin kodlayan %32'sinin
(31/98) test edilmis dizilerini polimorfik bulmuslardir. Calismalarinda polyalanin
kodlama dizisinin uzunlugu ve GCG veya GCC tekrar icerigi polimorfizmin ana
belirleyicileri olmustur. Polialanin bdlgelerinin  sekans kodlamasi ag¢isindan
polimorfizme yatkinliklarinin, onlar1 kalitsal hastaliklar i¢in ilk siradaki aday olarak
diisiiniilecegini ve polialanin bdlgelerinin konverjan evrim siirecinde birgok farkl
protein ailesinde yer alabilecegini 6ngérmiislerdir. Ek olarak, protein aileleri i¢indeki
polialanin gruplarinin mevcudiyeti ve korunmasini arastirmak icin ilk dnce hangi
protein ailelerinin polialanine sahip oldugunu incelemislerdir. Insan veri setinde iic
veya daha fazla iiye tarafindan temsil edilen 21 protein ailesini rapor etmislerdir;
bunlardan 13'i transkripsiyon faktori aileleridir: CLCN, DMRT, GATA, FOX, GPR,
HOX, IRX, KCN, MAPK, NRG, PBX, POU, PPP1R, PRDM, RPL, SLC, SMARC,
SOX, TBX, TLE ve ZIC.

Tongkobpetch ve ark. (2006), Taylandli dudak damak yarikli bireylerde
yaptiklar1 ¢aligmada 8 bireyde bu mutasyonu tespit etmislerdir. Bu varyantin 8
bireyden 4’linde homozigot (GG) karakterde, 4’linde ise heterozigot (CG) karakterde
oldugunu bildirmislerdir.

Modesto ve ark. (2006), MSX1 mutasyonlarinin ayrica kalitsal dis agenezisine
de neden oldugunu diistiniiyorlardi. Msx1 gen mutasyonuna sahip ancak dis agenezi
bulunmayan 33 DDY’li birey ile dis agenezi ve DDY fenotipi bulunan 19 bireyi
karsilastirmislardir. Polimorfizm ve hastalik arasinda anlamli bir fark oldugunu ve bu
varyantin hem orafasiyal yarikli hem de dis agenezi olan grupta kontrol grubuna gore
daha fazla bulundugunu rapor etmislerdir.

Ceyhan ve ark. (2014), non-sendromik dental agenezisi ve dental anomalisi
olan, SNP genotipleme yonteminden elde edilen verilerin degerlendirilmesiyle
arastirmalarina dahil ettikleri 70 birey arasindan, alt1 tanesinde (% 8,6) MSX1 geninde
niikleotid degisiklikleri oldugunu, digerlerinde ise bu gende niikleotit degisikligi

163

olmadigini tespit etmislerdir=°. Yapmis olduklar1 bu calismada mandibular sag ikinci

premolar dis eksikligi olan ve taurodontizm gdsteren bir hastada, MSX1 geninin
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birinci ekzonunun 119. niikleotitinde (119C>G) bir sitozin-guanin degisikligi tespit
etmisler; 40. konumundaki kodlayici kodonunun kodlayan baska bir kodona
(Alal16Gly) doniistiigiinii rapor etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda Sitozin bazinin Guanin bazina doniistimii ile gozlenen bu
transversiyon 40 arastirma hastasindan, sinif I malokliizyona sahip, unilateral (tek
tarafll) dudak damak yarig1 fenotipine sahip 3 hastada, sinif I ve bilateral (¢ift tarafli)
dudak damak yarig1 fenotipine sahip 3 hastada, sinif II ve unilateral (tek tarafli) dudak
damak yar1g1 fenotipine sahip 1 hastada, sinif II ve bilateral (¢ift tarafli) dudak damak
yarig1 fenotipine sahip 3 hastada,. simif III ve unilateral (tek tarafli) dudak damak
yari81 fenotipine sahip 2 hastada ve yine sinif 111 ve bilateral (¢ift tarafli) dudak damak
yarig1 fenotipine sahip 2 hastada tespit edilmistir. Toplamda 40 bireyin 14iinde bu
varyanta rastlanmistir.

Tespit edilen 14 bireyin 13’iinde bu varyant heterozigot karakterdedir (CG).
I’inde Homozigot karakterde (GG) varyant tespit edilmistir. Heterozigot (CG)
varyantlarin, 5’1 Smif I, 4’0 Smif II ve kalan 4’i de Sinif III malokliizyon fenotipi
gostermektedir. Homozigot (GG) olan varyant ise Smif I malokliiyon fenotipinde
gorilmiistir.

Heterozigot (CG) karakterde olan bu varyantin goriildiigii 13 bireyden, 1’inin
sadece damak yarig1 fenotipinde, 5’inin tek tarafli dudak damak yarigi fenotipinde,
7’sinin ise ¢ift tarafli dudak damak yarig1 fenotipinde oldugu rapor edilmistir.

Homozigot (GG) karakterde olan varyant ise tek tarafli dudak damak yarik
fenotipine sahip 1 bireyde saptanmustir.

MSX1 geninin Ekzon1 bélgesindeki A40G (c.119 C> G) heterozigot missense
aminoasit varyantt i¢in gruplar arasi karsilasgtirma yapildiginda ise, bu varyant
genotipinin ¢ift tarafli DDY fenotipine yansima riskinin DY grubuna oranla fazla
oldugu tespit edilmis olup, odds ratio ve giliven araligi oranlar1 da karsilastirmada
anlamli bulunmustur.

Dudak damak yarikli hasta grubunda tespit edilen A40G heterozigot
varyantinin goriilme yiizdesi Dogu Asya ve Afrika popiilasyonu hari¢ diger tiim 1000
Genom popiilasyon gruplarinda goriilme yiizdesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Goriigiimiiz, kesin bir genotip-fenotip korelasyonu teyit edilmeden 6nce daha fazla

klinik ve fonksiyonel ¢aligmaya ihtiya¢ duyulacagi ancak yapilacak olan bu

88



caligmalarda, MSX1 geninin 1. Ekzon dizinde yer alan alanin aminoasidine dikkat

edilmesi gerektigi seklindedir.

5.4. G116G (c.348C>T)

MSX1 geninin 1. Ekzon dizisininde tespit edilmis olan bu varyantta, Sitozin
bazinin Timin bazina doniisiimii gézlenmistir. Bu transisyon, silent / synonymous bir
mutasyondur. 348. niikleotit olan Sitozinin ile Timin arasindaki bu yer degisikligi
GGC kodonunu GGT kodonuna doniistiirmekte ve Glycine (Gly/G) aminoasitinde
herhangi bir degisiklik yaratmamaktadir. Bu varyant HGMD veritabaninda
‘CM135386° olarak ve dbSNP veritabaninda “rs34165410” varyanti olarak
kodlanmistir.

Bu mutasyon daha 6nce farkli populasyonlarda pek cok kez tespit edilip, rapor
edilmistir’*.

Butali ve ark. (2011), Nijeryali populasyonda yaptiklari bir calismada 88 erkek
ve 78 kadin olmak tizere 166 dudak damak yarikli bireyin 59’ unda MSX1 geni ve 3
bireyde bu mutasyonu tespit etmislerdir. Rapor edilen 3 bireyden 1’inde Homozigot
(TT) variant karakteri, 2’sinde ise Heterozigot (CT) varyant karakteri tespit edilmistir.

Revet ve ark. (2008), yaptiklari ¢calismada MSX1 geninin embriyonik noral
kret gelisimi i¢in 6nemli bir homeobox geni oldugunu vurgulamistir. Periferik SNS
farklilagsmasi i¢in ana regiilator genlerden biri olan homeobox transkripsiyon faktorii
PHOX2B’nin néroblastomlarda mutasyona ugradigimni arastiran caligmalarinda,
MSX1 SNP'leri, 73 noroblastom tiimoriiniin ve hiicre ¢izgisinin genomik DNA
dizilimi ile tespit etmislerdir. Tespit ettikleri SNP aminoasitlerinden birisi de
“rs34165410” varyanti olarak rapor edilmistir.

Qin ve ark. (2013), Homeobox genleri ve dis gelisimi alaninda biyolojik ve
rejeneratif yollar ve uygulamalarini anlatan galismalarinda, 8 oligodontili hastadan
2’sinde heterozigot karakterde c¢.348C>T sinonim mutasyonunu tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Polyphen-2 yazilimi ile niikleotit degisikliginin MSX1 proteininin
yapisi1 ve iglevi lizerindeki olasi etkisini incelemisler ve degisimin benign oldugunu
diisiinmiislerdir. Ayrica ESE Finder 3.0 software yazilimi ile Sitozinin Timine

degisiminin herhangi bir eksonik splicing bolgesini etkilemedigini rapor etmislerdir.
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Ceyhan ve ark. (2014), sendromlu olmayan dental agenezisi ve dental
anomalisi olan Tiirk cocuklarda yaptiklari ¢alismalarinda 1. Grup bireylerde maksiller
yan kesici ve ikinci premolar dis eksikligi olan ve taurodontizm gosteren bir hastada,
MSX1 geninin birinci ekzonda 116 konumundaki glisin kodlayict kodonunun glisin
kodlayan baska bir kodona (Gly116Gly) doniistiigii tespit etmislerdir. MSX1 geninde
saptanan bu heterozigot degisikligin ¢esitli eksik dis tiplerinin muhtemel nedeni olma
potansiyeli tasidigini ve bu aminoasit degisikliklerinin, {i¢ boyutlu yapida MSXI1
proteininin katlanmasinda degisikliklere neden olarak, fenotip iizerinde bir etkisi
olabilecegini rapor etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda ise MSX1 geninin bu bodlgesinde Sitozin bazinin Timin
bazina doniisiimii ile gézlenen bu transisyon, 40 bireyden; Sinif I ve bilateral (gift
tarafl1) dudak damak yarig1 fenotipine sahip 2 hastada, Sinif II ve sadece damak yarig1
fenotipine sahip 1 hastada., Sinif II ve unilateral (tek tarafli) dudak damak yarigi
fenotipine sahip 1 hastada, Simif II ve bilateral (¢ift tarafli) dudak damak yarigi
fenotipine sahip 1 hastada, sinif III ve unilateral (tek tarafli)) dudak damak yarigi
fenotipine sahip 2 hastada, simif III ve bilateral (¢ift tarafli)) dudak damak yarigi
fenotipine sahip 2 hastada tespit edilmistir. Toplamda 40 bireyin 8’inde bu varyanta
rastlanmistir. 8 bireyde de saptanan bu varyant heterozigot karakterdedir (CT).
Homozigot karakterde varyant tespit edilmemistir.

Arastirmamizda MSX1 G116G (c.348C>T) varyant1 agisindan dudak damak
yarikli hastalarin olusturdugu grup ile diger gruplar arasinda CT veya TT
genotiplerinin goriilme riskinin wild type genotip olan CC genotipi goriilme yilizdeleri
incelenmigstir. Dudak damak yarikli bireylerde tespit edilen homozigot ve heterozigot
genotiplerinin goriilme yiizdeleri Giiney Asya ve Afrika disinda tlim popiilasyon
verilerine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Calismamizda bu varyantlarinin, kikare testine gore dudak damak yarigi
fenotipine neden olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05). Ancak,
gruplar arasi karsilastirmada fark anlamli degildir. Bu durum bize popiilasyon 6zelligi
ve miktarindan kaynaklanabilecegini diislindiirmiistiir. Bu nedenle arastirmanin
detaylandirilmaya ve poplilasyon sayist agisindan gelistirilmeye ihtiyacinin

olabilecegini diistindiirmiistiir.
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5.5. 3’ UTR (¢.*6C>T, ¢.1152 C>T)

RNA proses iglemi, transkripsiyon ile sik1 bir sekilde baglantilidir. Bu islem,
5 ' cap yapisinin eklenmesini, intronlarin eklenerek c¢ikarilmasini, RNA
diizenlemesini, endoniikleolitik boliinme ve 3’end'in poly(A)denilasyonunu igerir.
mRNA transkriptlerinin 3' ucundaki ¢evrilmemis bolgeler (UTR'ler), mRNA'nin
hedefini ve dolayisiyla protein sentezini etkileyen onemli diziler igerir. Ancak
mRNA’nin tim boélgeleri protein kodlamaz. 5' cap, 5' untranslated region, 3'

untranslated region ve poly(A) tail protein kodlamayan mRNA bolgeleridir.(Sekil 40)

MRNA: (%5)

Kep 5’ tercume kodlayan bdlge 3’ tercume Poli A
edilmeyen bolge edilmeyen

5 I 3
islevsel mMRNA

Sekil 40: mRNA'nin yapisi.
(https://www.slideshare.net/prettygirll/transkripsiyon)

Bir RNA molekiili, DNA’yr kalip olarak kullanarak niikleotidlerin
polimerizasyonu sonucunda 5°-> 3’ yoniinde sentezlenir. 3'-UTR, genin yapisim
etkileyecek diizenleyici bolgeler icerir. Bu bolgelerden saglanan sinyallerle RNA
polimerazin nerede, ne siklikla transkripsiyona baslayacagin1 ve transkripsiyonun
nerede sonlanacagi belirlenir. 3’-UTR, microRNAs gibi diizenleyici proteinler i¢in
baglanma bolgelerini bulundururlar. miRNA’lar hedef mRNA’ya tam ya da kismi
sekilde baglanarak mRNA’larin parcalanmasina ya da protein retiminin
baskilanmasina yol acarlar®4,

Bu varyant HGMD veritabaninda ‘CR067843’ olarak ve dbSNP veritabaninda

“rs8670” varyant1 olarak kodlanmistir. Bu varyantta Sitozin bazimin Timin bazina

dontistimii gozlenmistir. Degisim 1152. niikleotidde meydana gelmistir.
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Ozkepir  (2013), sendromik olmayan hipodonti olgularinda gen
polimorfizmlerini  degerlendirdigi c¢aligmasinda, MSX1 genindeki c.*6C>T
polimorfizminin gozlendigi bolge aminoasit kodlamayan bir bélge olmasina ragmen,
dis gelisiminde degisiklik yaratacak etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Ayrica MSX1
polimorfizminin maksiller lateral dis eksikliginde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
etkili oldugunu rapor etmistir.

Modesto ve ark. (2006), MSX1 ¢.*6C>T varyantinin dudak damak yariklari ile
yakindan iliskili oldugunu bilditmistir. Tespit ettikleri ¢.119C>G degiskeninin yarik
dudak damak ve dis agenezisine neden olan spesifik bir genetik faktor olarak
belirtirken, ¢.*6C>T polimorfizminin dudak damak yariklarina 6zgii oldugunu rapor
etmislerdir.

Ceyhan ve ark.(2014), non-sendromik dental agenezisi ve dental anomalisi
olan Tirk cocuklarda yaptiklari g¢alismalarinda, ¢ok sayida dis eksikligi olan,
taurodontizm, sekil anomalileri ve infraokliizyonu olan bir hastada, MSX1 geninin 3’
UTR kodlamayan bolgesinde ¢.*6C >T polimorfizmini rapor etmislerdir.

Boeira ve Echeverrigaray (2012), yapmis olduklar1 bir arastirmada, maksiller
lateral dis agenezisi gozlenen bir aileyi incelemisler ve agenezis bulunan 3 bireyde
homozigot MSX1 c¢.*6C>T polimorfizmini rapor etmislerdir. Calismamizda bu
transversiyon, 40 arastirma hastasindan, sinif 1 malokliizyonlu, unilateral (tek tarafli)
dudak damak yarig1 fenotipine sahip 2 hastada, sinif 3 malokliizyona sahip, unilateral
(tek tarafli) dudak damak yari81 fenotipine sahip 1 hastada tespit edilmistir.

Tespit edilen 3 bireyin 2’sinde bu varyant heterozigot karakterdedir (CT).
I’inde Homozigot karakterde (TT) varyant tespit edilmistir. Heterozigot (CT)
varyantlarin, 1’1 Sinif 1, 1’1 Smif 3 fenotip gostermektedir. Homozigot (TT) olan
varyant ise Sinif 1 malokliiyon fenotipinde goriilmiigtiir. MSX1 geninde goriilen bu
varyanta sahip 3 hasta da tek tarafli dudak damak yarig1 fenotipine sahiptir.

Calismamizda, MSX1 ¢.*6C>T (c.1152 C> T) varyanti bakimindan gruplar
arasindaki farkliliklarin kargilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak
Dudak damak yarikli hastalarda tespit edilen homozigot varyant TT genotipinin
goriilme yilizdesi Tiirkiye kontrol ve 1000 Genom c¢alismasindan alinan Dogu Asya

populasyon verilerindeki goriilme ylizdesine gore anlamli bir fark olusturmustur.
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Goriisltimiiz, kesin bir genotip-fenotip korelasyonu teyit edilmeden 6nce daha
fazla klinik ve fonksiyonel g¢alismaya ihtiyag duyulacagi ancak simdiye kadar
yapilmis olan tiim bu ¢aligmalar MSX1 ¢.*6C>T polimorfizminin dudak ve damak
yariklari, dental agenezis ve dental anomalilerin etiyolojisinde primer etkenlerden

birisi oldugunu diisiindiirmektedir.

5.6. IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG

MSX1 geninin ekzon bolgelerinde meydana gelen kromozomun bir pargasinin
kopup kaybolmasiyla meydana gelen kromozom anomalilerine “delesyon”
denilmektedir. 1. Intron bdlgesinde bulunan 35. ve 46. niikleotidler arasindaki 11bazli
bir niikleotid zincirinde delesyon meydana gelmistir. (Sekil 41) Bu delesyon VS
(intervening sequence) olarak tanimlanmistir. HGMD veritabaninda ‘CD093257’
kodu ile kayithidir.

Pawlowska ve ark. (2009), Daimi diglerin konjenital eksikligine MSX1 gen
mutasyonlarini degerlendirdigi ¢alismada bu delesyonu bildirmistir. intron bolgesinde
11 niikleotidli bir homozigotik delesyon rapor etmistir. 2 hastada ise ayni delesyon

zincir dizisinin heterozigot karakterlisi rapor edilmistir.

exon 1 intron 1 exon 2

+ 894 TAG

[-18>A | [1vS1435_46deICCGGGTGGGGE

- coding regon
= - intron
Bl - urtransiated region

Sekil 41: MSX1 geninin saptanan mutasyonlarin yeri ile yapisi
(Barret ve ark.,2012)

Vastardis ve ark. (1996), Boogaard ve ark. (2000), Jumlongras ve ark. (2001),
Muynck ve ark. (2004), Kim ve ark. (2006), MSX1 geninin dis ve kraniofasiyal
iskeletin gelisimi i¢in anahtar bir faktér oldugunu ve MSX1 geninde meydana gelen

varyantlarin dis agenezisi ile iliskili oldugunu bildirilmislerdir®®,
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Pawlowska ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada en ¢arpici sonucun, 3 hastanin
2’sinde de ayni intron bolgesinde 11 niikleotidlik bir homozigot delesyonu tespit
etmeleri oldugunu vurgulamislardir. Hasta 1 ve 2 'nin, 3. hastaya kiyasla diglerde daha
az negatif etkiler oldugu belirtilmistir. Bu hastalarda 6 dis mevcut degildir, oysa 3.
hastada ti¢lincli molarlar hari¢ 13 adet dis eksikligi mevcuttur.

Nieminen ve ark. (2003), yaptiklart bir c¢alismada Wolf-Hirschhorn
sendromunun bir pargasi olarak oligodontili hastalarda MSX1 geninin tamamen
silindigini rapor etmislerdir. Ancak bu 11 niikleotidli delesyon varyanti, PubMed
bazinda bir polimorfizm olarak listelenmemistir.

Pawlowska ve ark. (2009), 3 hastanin ikisinde eklenme bdlgesinin yakininda
11-niikleotidlik bir delesyon varligmin, MSX1 geninin nihai {irlinlini
etkileyebilecegini ve daha fazla calismaya yapmak gerektigini bildirmistir. Bununla
birlikte, tespit etmis olduklari mutasyonlarin pozisyonlari, 6zellikle 11-niikletotid
delesyonu, mutasyonun MSX1 proteininin ekspresyon seviyesini azaltabilecegini
rapor etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda, 40 bireyden 29unda 1. Intron bélgesinde 11 niikleotidlik
IVS1+35 46 delCCGGGTGGGGG delesyonu tespit edilmistir. Bu delesyonlarin
22’sinin Heterozigot karakterli, 7’sinin Homozigot karakterli oldugu goriilmiistir.

Homozigot karakterli olan 7 varyantin, 3’1 sinif I malokliizyona sahip, 4’11 ise
sinf III malokliizyona sahip bireylerden olusmaktadir. Homozigot karakterli olan bu
7 bireyin tamamini tek tarafli dudak damak yarik fenotipi olusturmaktadir.

Heterozigot karakterli olan 22 varyantin, 7’si sinif 1, 9’u ise smif I, 6’s1 ise
sinif [II malokliizyona sahip bireylerden olusmaktadir. Heterozigot karakterli olan 22
bireyin 2’sini damak yaridi, 7’sini tek tarafli dudak damak yarigi, 13’iinii ise ¢ift
tarafli dudak damak yarig1 fenotipli bireyler olusturmaktadir.

Intron bolgelerinde meyana gelen bu 11 niikleotidli delesyon varyasyonunun
dissel malformasyon simiflamasina istatiksel olarak anlamli bir katkisi
bulunmamaktadir. Ancak, YDA fenotipli bireylerin hic¢birinde Intronl diziliminde
IVS1+35_46delCCGGGTGGGGG homozigot delesyonu goriilmezken, DDY
fenotipli bireylerin %?21,9’unda Intronl diziliminde bu delesyon varyantina
rastlanmistir.  Bu da gosteriyor ki, MSX1 geninin Intronl bdolgesindeki

IVS1+35_46del CCGGGTGGGGG homozigot delesyonu, DDY fenotip goriilme
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riskini YDA grubuna oranla (odds ratio) artirmaktadir. Odds ratio ve giiven araligi
oranlar1 gruplar aras1 karsilastirmada anlamlidir.

Yine ¢alismamizda Intronl bdlgelerinde meyana gelen varyasyonlarin, damak
yarig1 (YDA) fenotipi ile tek tarafli dudak ve damak yarig1 (T-DDY) fenotipine olan
etkisi karsilagtirildiginda, 1VS1+35_46delCCGGGTGGGGG homozigot delesyon
genotipinin T-DDY fenotipine yansidigi gruplar arasi karsilastirilmada istatiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ayrica bu delesyon, T-DDY fenotip goriilme riskini
YDA grubuna oranla artirmaktadir. Odds ratio ve giiven aralig1 oranlar1 gruplar arasi
karsilastirmada anlamlidir.

Intronl bélgelerinde meyana gelen bu delesyonun, damak yarigi (YDA)
fenotipi ile ¢ift tarafli dudak ve damak yarigi (C-DDY) fenotipine olan etkisi
karsilastirildiginda,  1VS1+35 46delCCGGGTGGGGG  heterozigot — delesyon
genotipinin C-DDY fenotipine yansidigir gruplar arasi karsilagtirilmada istatiksel
olarak anlamli bulunmustur. (p< 0,001) Bu delesyon, C-DDY fenotip goriilme riskini
YDA grubuna oranla artirmaktadir. Odds ratio ve giiven araligi oranlari gruplar arasi
karsilastirmada anlamlidir. Calismamiza dahil edilen cift tarafli dudak damak yarikli
bireylerin Intron1 bolgesindeki dizilimin tamaminda (%100) bu heterozigot delesyon
zinciri gozlenmistir.

Tek tarafli dudak damak yarig1 (T-DDY) fenotipi ile ¢ift tarafli dudak ve
damak yarigi  (C-DDY)  fenotipine olan  etkisi  karsilastirildiginda,
IVS1+35 46delCCGGGTGGGGG homozigot delesyon genotipinin  T-DDY
fenotipine yansidigi gruplar aras1t karsilastirilmada istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 1VS1+35 46delCCGGGTGGGGG heterozigot delesyon
genotipinin ise C-DDY fenotipine yansidig1 gruplar arasi karsilagtirilmada istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Bu delesyon genotiplerinin fenotipi etkiledigi
Odds ratio ve gliven aralifi oranlart gruplar arasi karsilastirmada anlamli
bulunmustur.

Ozellikle heterozigot 1VS1+35_46delICCGGGTGGGGG delesyon varliginin
dudak damak yarikli hastalarda, yarik bdlgesine olan etkisinin bu denli yiiksek olusu
bu varyanti dudak damak yarikli hasta grubu i¢in 6nemli kilmaktadir. Goriistimiiz,
genotip-fenotip korelasyonunun teyit edilmesi i¢in daha fazla klinik ve fonksiyonel

caligma yapilmasi gerektigi yoniindedir.
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5.7. ¢.452-15delT

MSX1 geninin 2. Ekzon bolgesinde ise 146. niikleotid kodonunda
(ATG/Methionine) yer alan Timin bazinin delesyonunyla ¢.452-15delT varyant1 tespit
edilmistir. Mostowska ve ark. (2006), MSX1'in yiiksek oranda korunmus bir
homeobox dizisinde lokalize edilmis ¢.581C>T ge¢isinin oligodonti'den sorumlu olup
olmadigmi arastirdiklar1 calismalarinda, MSX1'in bilinen 2 polimorfizmini
bulmuslardir (¢.452-15delT, ¢. * 6C> T). MSX1'in homeobox dizisinde, segici dis
agenezisinin molekiiler temeli lizerine 151k tutabilecek yeni bir gecis belirlemislerdir.

Bizim ¢aligmamizda, 40 bireyden 18’inde 2. ekzon bolgesinde ¢.452-15delT
delesyonu tespit edilmistir. Bu delesyonlarin 17’sinin Heterozigot karakterli, 1’inin
Homozigot karakterli oldugu goriilmiistiir.

Homozigot karakterli olan 1 varyant, smif 1 malokliizyona sahip, tek tarafli
dudak damak yarik fenotipi olusturmaktadir.

Heterozigot karakterli olan 17 varyantin, 6’s1 sinif I, 5’1 sinif 2, 6’s1 ise sinif 3
malokliizyona sahip bireylerden olugmaktadir. Heterozigot karakterli olan 17 bireyin
1’1 damak yarig1, 9’unu tek tarafli dudak damak yarig1, 7’sini ise ¢ift tarafli dudak
damak yarig1 fenotipli bireyler olusturmaktadir.

Dissel siniflamaya olan etkisi bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin
incelendiginde anlamli bir fark bulunamamustir.

Ekzon2 bdlgesinde meyana gelen bu delesyonun, damak yarigi (YDA)
fenotipi ile dudak ve damak yarig1 (DDY) fenotipine olan etkisi karsilastirildiginda,
istatiksel olarak gruplar aras1 anlamli bir fark olmadig1 tespit edilmistir.

Fakat MSX1 geninin Ekzon2 bolgesindeki c¢.452-15delT heterozigot
delesyonu, bireylerde DDY fenotip goriilme riskini YDA fenotipine oranla artirdig,
odds ve giiven aralig1 oranlarina bakilarak anlamli bulunmustur. Bireylerde T-DDY
fenotipinin goriilme riskini YDA fenotipine oranla artirdigi, odds ve giliven araligi
oranlarina bakilarak anlamli bulunmustur.

Goriistimiiz, genotip-fenotip korelasyonunun teyit edilmesi i¢in daha fazla

klinik ve fonksiyonel ¢alisma yapilmasi gerektigi yoniindedir.
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Bu bulgular 15181nda, ikinci hipotez reddedilmis ve “Sendromsuz dudak damak
yarikli hastalarda MSX1 gen {izerinde tespit edilen varyantlarin, yarik fenotipine

etkisi agisindan fark anlamlidir” sonucuna ulasiimistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda dudak damak yarikli bireylerden alinan tiikiiriik 6rneklerinde
MSX1 geninin her iki ekzonu da taranmig, MSX1’in varyantlarinin yarik bolgesindeki
etkinliginin incelenmesi arastirllmistir. Tirkiye kontrol grubu ve 1000 genom
caligmasina ait verilerle de karsilastirilarak tespit edilen varyantlarin farkli
poplilasyonlar arasindaki degisimleri incelenmistir.

1. Arastirma bulgularimiza goére 40 hastanin 36’sinda MSX1 geninin 6
bolgesinde degisiklikler saptanmustir.

2. MSX1 geninin 1. ekzonunda izlenen ve COSMIC veritabaninda
“COSM475881” varyant1 olarak kayithi olan degisikliklerden biri missense
mutasyondur. MSX1 geninin bu bélgesinde Guanin bazinin Adenin bazina
doniistimii ile gézlenen bu transversiyon (c.77G>A) 40 bireyden yalnizca 1
kiz bireyde heterozigot karakterde tespit edilmistir. Ayirt edici 6zelligi ise,
varyantin tespit edildigi bireyde smif I malokliizyon fenotipi ve ¢ift tarafl
dudak damak yarig1 fenotipinin tanimlanmis olmasidir.

3. MSX1 geninin 1. ekzonunda izlenen ve dbSNP veritabaninda “rs36059701”
varyant1 olarak kodlanan varyantlardan digeri de yine bir missense
mutasyondur. Sitozinin ile Guanin arasindaki bu yer tansversiyonu ile Alanine
(Ala/A) aminoasitini Glycine (Gly/G) aminoasitine transver olmustur(A40G,
€.119C>G). Toplamda 40 bireyin 14’iinde bu varyanta rastlanmistir. 14
bireyin 13’linde bu varyant heterozigot (CG), 1’inde Homozigot (GG)
karakterdedir. Heterozigot (CG) karakterli varyantlarin goriildigi 13
bireyden, 1’inin sadece damak yarig1 (YDA), 5’inin tek tarafli dudak damak
yarigi (T-DDY), 7’sinin ise ¢ift tarafli dudak damak yarigi (C-DDY)
fenotipinde oldugu rapor edilmistir. Homozigot (GG) varyant, tek tarath
dudak damak yarik(T-DDY) fenotipine sahip 1 bireyde saptanmistir. MSX1
geninin Ekzonl bolgesindeki A40G (c.119 C>G) heterozigot missense
varyant1 i¢in gruplar arasi karsilastirma yapildiginda, bu varyant genotipinin
C-DDY fenotipine yansima riskinin YDA grubuna oranla fazla oldugu tespit
edilmis olup, odds ratio ve gliven aralig1 oranlar1 da karsilastirmada anlamli

bulunmustur.
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4. MSX1 geninin 1. ekzonunda yer alan ve dbSNP veri tabaninda “rs34165410”
varyanti olarak kayitli olan degisikliklerden digeri sessiz (synonymous
mutation) mutasyondur. Toplamda 40 bireyin 8’inde bu varyanta rastlanmis
ve 8 bireyde de heterozigot (CT) karakterde oldugu ayrica Homozigot (TT)
karaktere rastlanmadigi rapor edilmistir. Caligmamizda bu varyantlarinin,
kikare testine gore dudak damak yarig1 fenotipine neden olmasi istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmustur.(p<0.05) Ancak, gruplar aras1 karsilastirmada fark
anlaml degildir.

5. MSX1 geninin kodlamayan 3’UTR bolgesinde izlenen varyant veritabaninda
“rs8670” olarak kayitlidir. MSX1 geninin 3 UTR bdlgesinde Sitozin bazinin
Timin’e doniisiimii ile gbzlenen bu transisyon (c.*6C>T, c.1152 C>T) 40
bireyden 3’iinde tespit edilmistir. 3 bireyden 2’si Heterozigot (CT), 1’1
Homozigot (TT) karakterdedir. Calismamizda, MSX1 ¢.*6C>T (c.1152 C>T)
varyantt bakimindan gruplar arasindaki farkliliklarin karsilagtirildiginda
anlamli bir fark bulunamamuistir.

6. MSX1 geninin 1. Intron bélgesinde bulunan 35. ve 46. niikleotidler arasindaki
11 bazli bir niikleotid zincirinde meydana gelen bu delesyon (IVS1+35_ 46
delCCGGGTGGGGG) HGMD veritabaninda “CD093257” kodu ile kayithidir.
Calisgmamizda 40 bireyden 29unda rastladigimiz bu delesyonlarin 22’sinin
Heterozigot, 7’sinin Homozigot karakterli oldugu tespit edilmistir.
Heterozigot karakterli olan 22 bireyin 2’sini damak yarig1 (YDA), 7’sini tek
tarafli dudak damak yar1g1(T-DDY), 13 iini ise ¢ift tarafli dudak damak yarig1
(C-DDY) fenotipli bireyler olusturmaktadir. Homozigot karakterli olan 7
bireyin tamamin1 T-DDY fenotipi olusturmaktadir.

e YDA fenotipli bireylerin hi¢birinde homozigot delesyonu
goriilmezken, DDY fenotipli bireylerin %21,9’unda bu delesyon
varyantina rastlanmistir. Bu da gosteriyor ki, MSX1 geninin Intronl
bolgesindeki Homozigot karakterli bu delesyon, DDY fenotip goriilme
riskini YDA grubuna oranla (odds ratio) artirmaktadir. Odds ratio ve
giiven aralig1 oranlar1 gruplar arasi karsilagtirmada anlamlidir.

e YDA fenotipi ile T-DDY fenotipine olan etkisi karsilastirildiginda,

homozigot delesyon genotipinin T-DDY fenotipine yansidigi gruplar
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arasi karsilastirilmada istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica bu
delesyon, T-DDY fenotip goriilme riskini YDA grubuna oranla
artirmaktadir. Odds ratio ve giliven araligi oranlar1 gruplar arasi
karsilastirmada anlamlidir.

e YDA fenotipi ile C-DDY fenotipine olan etkisi karsilastirildiginda,
heterozigot karakterde olan bu delesyon genotipinin C-DDY
fenotipine yansidigr gruplar arasi karsilastirilmada istatiksel olarak
anlamlt bulunmustur. (p< 0,001) Bu delesyon, C-DDY fenotip
goriilme riskini YDA grubuna oranla artirmaktadir. Odds ratio ve
giiven aralig1 oranlar1 gruplar arasi karsilagtirmada anlamlhidir.

e T-DDY fenotipi ile C-DDY fenotipine olan etkisi karsilastirildiginda,
homozigot karakterde olan delesyon genotipinin T-DDY fenotipine
yansidig1 gruplar arasi karsilagtirllmada istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0,05). Heterozigot delesyon genotipinin ise C-DDY
fenotipine yansidig1 gruplar arasi1 karsilagtirilmada istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0,001). Bu delesyon genotiplerinin fenotipi
etkiledigi Odds ratio ve giliven araligi oranlart gruplar arasi

karsilastirmada anlamli bulunmustur.

7. MSX1 geninin 2. Ekzon bdlgesinde ise 146. niikleotid kodonunda (ATG/
Methionine) yer alan Timin bazinin delesyonunyla c¢.452-15delT varyanti
tespit edilmistir. 40 bireyden 18’inde c.452-15delT delesyonu tespit edilmistir.
Bu delesyonlarin 17’sinin Heterozigot karakterli, 1’inin Homozigot karakterli
oldugu goriilmiistiir. Heterozigot karakterli olan 17 bireyin 1’1 YDA, 9’unu T-
DDY, 7’sini ise C-DDY fenotipli bireyler olusturmaktadir. Homozigot
karakterli olan 1 varyant, T-DDY fenotipini olusturmaktadir.

e MSX1 geninin Ekzon2 bdolgesindeki ¢.452-15delT heterozigot
delesyonu, bireylerde DDY fenotip goriilme riskini YDA
fenotipine oranla artirdigi, odds ve giiven aralifi oranlarna
bakilarak anlamli bulunmustur. Bireylerde T-DDY fenotipinin
goriilme riskini YDA fenotipine oranla artirdig1, odds ve giiven

aralig1 oranlarina bakilarak anlamli bulunmustur.
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8. MSXI geninde tespit ettigimiz 3 degiskene ait verilerin Tiirkiye kontrol grubu
ve 1000 genom c¢alisma verileri ile karsilastirildiginda MSX1 geninin
transkripsiyonu etkileyen degiskenlerle dolayli bir sekilde etkileyerek dudak

damak yariklar ile iliskili oldugunu diistindiirmektedir.

Genel olarak, MSX1 geni tizerinde tespit ettigimiz varyant genotiplerinden
bazilarinin, YDA/DDY fenotipi iizerine etkisi ve gruplar arasindaki farkliliklar
incelendiginde fark anlamlidir. Bu varyantlardan fenotip {izerinde en ¢ok etkisi olan
degiskenlerin ise delesyonlar oldugu tespit edilmistir. Simdiye kadar yapilan
calismalarla karsilastirildiginda, niikleotit zinciri lizerinde saptadigimiz delesyonlarin
fenotipe etkisinin bu kadar fazla oldugunun kesfedilmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Fenotip tizerinde en ¢ok etkisi olan genotip degiskenlerinin ise genelde
heterozigot karakterde oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeninin ise MSX1 geninin
otozomal dominant bir gen olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmistiir. Genetik
biliminin bu alanda yapacagi koruyucu ve Onleyici tedavi ¢caligsmalarinda ulagtigimiz
bu sonuglarin oldukga etkili olabilecegini diisinmekteyiz.

Yaptigimiz bu calismada, Ortodonti Anabilim Dali, Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Ana Bilim Dal1, Molekiiler Tip ve Genetik Tan1 Arastirma Bilim Dali’nin
ortak arastirmasi olarak edindigimiz sonuglar bizi hem sevindirmis hem de
heyecanlandiristir. Arastirma sonucunda edindigimiz bulgularin, dudak damak
yariklarinin olusmasina neden olabilecek degiskenlerin tespitinde yardimci olacagi ve
gelecekte yapilacak gen c¢alismalar1 i¢in ¢ok Onemli bir kaynak olusturacagini
diisiinmekteyiz.  Goriisiimiiz  bu  calismamizin, dudak  damak  yarik
malformasyonlarinin, toplumda goriilen sikliginin azalmasi yoniinde yapilan gen
tedavi arastirmalarina 151k tutacagi ve genetik biliminin bu alanda yaptig1 caligmalara

katki saglayacagi yoniindedir.
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Dudak Damak  Yartkli  hastalarda MSX1 gen
polimorfizminin varik bolgesindeki etkinlifinin incelenmesi
(Hastaliga neden olan mutasyonlarin tespit edilebilmesi) isimli
calisma hakkinda  bilgilendirildim.  Anlatilanlarn  anladim.
Caliymaya katilmaya karar verdim. Alinacak tikirik orneklerinin

istenilen zamanda verilmesini kabul ediyvorum.

Hasta Adi Soyadi: Velisi
Adi Soyad:
(vakinlik derecesi)

Imza: imza:
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EK-2

TC
' IZMIR KATIP CELEBI UNIVERSITESI
rd Dis Hekimligi FaldiiMesi
ORTODONTI ANABILIM DALI
TSENEQ,., HASTA VE AILE BILGILENDIRME
812015 FORMU-4
ORT-4 (DUDAK-DAMAK YARIGI)

Degerli Hastamuz,

Sundugumuz s2zlk hizmetlerinden yararianmak dzere klinifimize bagvurmus bulunuyorsunuz. Bu
belgze bilgilendirilme haklanmzdan yararlanabilmenizi amaglamaktadir.

» Sazhk duromunuz ve zize gergeklegtrilebilecek tam: veya tedavi amach girigimler konusunda,
tim segenekler ile ba girizimlerin varar ve muhtemel zararlan konusunda anlayabileceginiz sekilde bilzi
alma hakkamz ve bir kopyas:: isteme hakiomz vardir. Bilgilendinme sonraz, sunulan tam veya tedavi amagh
girigimlerden birini segerek size uygulanmazm kabul edebilirziniz. Karar verebilmek icin uygun zaman
talep edebilirsiniz.

» Ya:al ve ubbi zorunluluk tasiyan durumlar dismda bilgilendiribmeyi reddedebilirsiniz. Yazilh
bildirmek kogulu ile bilgi almama veya yerinize givendiZiniz bir kimsenin bilzilendirilmesini talep etme
hakkna sahipsiniz.

» Size onerilen tam veya teshis amach girigimlen kabul etmediZmizi yazili bir belge ile bildirmeniz
gareRmakiady.

» Klinigimizde verilen hizmetler ve bilgi formlan ile ilzili detaylh bilgi igin www.dis ke edu tr web

» Ha:a tedawi espasinda herhangi bir nedenle tedavi bitiminden dnce tedaviyl sonlandirmak
isteyebilir. Bu durumu 18 yagmdan kdgukler igm hasta velizi vazmb olarzk ifade etmek zorundadir ve
olusabileczk sorunlan ve riskleni kabul ettifini beyan etmektedir. Tedavisini kendi isteZi ile zonlandoan
hasta, ileriki dénemlerde tedaviye yeniden baslamak ixtedifi dunumda yeniden teretlendirilecektir,

» Tedavimiz srasmnda hekiminiz tarafindan alinan mevcut tim kayitlar (fotoZraf, film, rontgen vb.)
tle artan malzemeler kimlik bilgileriniz korunmak kojuluyla egitimsel ve bilimsel amach olarak
kullamlabilir.

» QOrtodontiy tedaviler uzan streli olduu igin uygulanan tedavinin 3ekline gore belirli arahklaria
koatrol randevulanna gelmeniz gerskmektedir.

Asazida size verilen bilzileri dikkatlice okuyunuz. Daha detayl bilgi istedifinizde veya bir
yakinmizie da bilzilenmesini istediZinizde, hitfen sonumuz.

DUDAK DAMAK YARIGI

Dudak damak yang ile dogmug bebeklerde, 221z icindeki yank pargalanm doZru yerine almmasy,
duzgin bir cene sekli verilebilmesi ve burun kanatlarmda meydana zelen bozukiugun dazeltilebilmes:i igin
once quadentk tedavi uygulanmaktadir Tedavi yapimazsz yank bolgesinin komumuna gore bebegin
beslenmesi guglesebilir, ilzili bolzenin gelisimi etkilenebilir, yangn genislizine gére dzha sonra yapilacak
cerraki 3lemlerde skinti olusabilir. Tedavi, GZretim Gyelerinm kontrohi altnda uzmanlk ve doktora
ogrencileri ile oZretim uyelerinin kendileri tarafindan yapimaktadir. Dudak damak yang tedavisi uzun
sirsli oldufu igin bebefin geligmine gore ilerleyen sireclerds farkli tedaviler gerekmekts olup bu
tedavilern dcretleri tle ilgili litfen hekiminize damgmmz. 2013 Tarhli ve 28725 sayili Resmi Gazetede
yaymlanarak yirirlige giren Sosyal Guvenlik Kurumu S2glik Uygulama Teblizi (SUT) geregince, 18
yasum doldurmus kisilerin prtodentik, diy tedavilerine iliskin ziderler, kurumca odenmez (2.4.1)

Aynca, SUT EK-2/C-1 Madde 8 gzerefince onadopk tedavide kullamlan braket ve qumodputik
materyal hasta tarafindan karsilanr, SUT gersgince dudak damak yanma sahip hastalann tedavi dereti
veni dozan bebekler ve qrtadpntk tedavi iftivaca olan hastalar igin farklilik géstermektedir. Yeni doZan
babek igin yapuacak apareyin gincel laboratuvar Gereting Hitfen hekiminize sorunuz. Yeni dogan bebegin
aparey haricindeki klimigimizde yapilacak tedavi giderleri kurum tarafindan kargilanmaktadr.
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IZMIR KATIP CELEBI UNIVERSITESI
4 Di; Helimligi Fakiiltesi
ORTODONTI ANABILIM DALI Lo N —
ISENEQ,., HASTA VE AILE BILGILENDIRME T T
212015 FORMU-4 v

Quodantil tedavi ihtiyac: olan dudak damak yankl hastalarda ize yank bolzesi ile ilgili operasyon
oncesi ve sonrast olmak uzere gradontlk tedavi giderlent 18 ya2gmn altmdak: bireyler igin kuramumuzca
ki 5

Dudak damak yani tedavizinde, bebedin aZzmna rahat bir szkilde oturan ve damzk pargalanm,
dudaz: ve bumu sekillendirmeye yarayan bir zparey kullamimaktadr $ekillendirici qutodpgtk aparey
yank damak parcalarnnm diizzin konumiarma almabilmesini z2aglamaktadir, Bebegin bu aparsye ahgmas
birkag gin almaktadr Aparey baslangigta  bebekte rzhatsizbk  ve beslenmesinde  zorluk
olusturabilmektedir Bu durum bir iki gin igerisinde duzelmekts ve normal beslenme dizenine
gecilmektedir. Ancak ki gunden daba uzun sureli beslenme problemi yasamrsa latfen tedaviyvi yapan
hekiminize (klniZimize) basvurumuz. Bebefin apareyi temiz mtulmalidw. Dis firgas: ile ilik suyun
altnda temizlermelidir.

Aparey kaynatlmamali ve asin siczk su ile yikanmamalidir. Aparey yerlesurildiktar zonra bebegin
2zzinda parmak gezdirilersk dilini acitabilecek yerler olup olmadi2: kontrol edilmelidir. Aynica kigik bir
fenerle agzm igi aydmlanlarak yara olup olmadiz: belirlenebilir. Efer apareyde keskin, zivri bir kepar ya da
2Z1z iginde yara tespit edilirse hemen klinigimize bagvurulmahdir. Bebek biyudikee sekillendinci aparey
de bebeZin damaZma uyacak jekilde adapte edilecektir. Her randevuda yank dudak ve damak pargalan
birbinme yakiastinlacak, dazha sonraki asamada zparey burun pargasm da eklemecektir.  Vanaklara
yapistinian bantlar apareyin damaga daha ivi tatunmas sailamaktadir. Yine bu bantlar sayesinde aparey
damaga baamg uygulayarak yank parcalann birbirine dogru yaklazmazim kolaylagtiracaktr. §ekillendirici
aparey tedavizinds en ok karjilasilan sorun, yamaklarda ya da digetinde tahrizlerdir.

Acil savilabilecek durumlar asazida belirtilmistir:
» Bebegin nefe: almada zighik cekmesi kalinde, apareyi gikarmiz ve hekiminize bagvurunnz.
» Bebek yemek yemede zorlantyor y2 da daha 2z yiyorsa hekiminize bagvurunuz.
» AzZiz iginde apareyin neden oldugu tahri, vara vars2 hekiminize bagvunmuz.

Sekillendirici zparay tedavizinin stresi ¢oZu tek tarafl dudak damak yanklannda 4-3 2y, ¢ift tarafli
dudak damak yarklannda 6-7 ay simmektedir. Bebeginizin 2melivata hazir olup olmadifin: tedaviyi vapan
bekiminiz size bildirecektir Ameliyat sonrasi beslenmeds, bebeginiz apareyi olmadan beslenmesini
ogrenacektir.

Dudak damak yankl: ¢ocuklarda diglerin dizgin siralanmamas; veya geneler arasindaki iliskide bir
bozukiuk oldufurdan jiphelenilmesi duramunda; gocugun aZiz igi yapulan, dizleri, ¢ene ka:lan ve gene
eklemler muayene edilecek ve bulzular kaydedilecektir. Yine gerekli gorilddZinde bilginiz dahilnge bas,
eklem ve diz rontgen filmleri 2lmacak ve fotozraflan ¢ekilecektir Bu kayitlar klintk takip siresince rutin
olarak almmaktadur. Bu kayular ileride tekrar incelenerek dogru tam korulmasmna yardmc: olacaktir.
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EK-3

» B DiS HEKIMLIGI FAKULTESI
g ORTODONTI ANABILIM DALI ANAMNEZ FORMU
| Hastanm Ad: Soyadn: Tarih:
Dogum Tarihi: Doktor:
1. Cocugun genel saghk durumu [Jyi [IKOTU
2. Herhangi bir saghk durumu var ma? [JEVET [JHAYIR
Eger varsa, belirtiniz. ..
3. Genel anestenalundaherhangl bu amehvat ge;.\rd.lml‘.’ .......................... [JEVET [JHAYIR
EZer gegirdivse, 30IKIEYIN ..o e e e e e e
4. Agzlan tam olarak yapild: mu?. [JEVET [JHAYIR

5. Tlaglar, medikal friinler(latex),cevresel faktdrlere alerjisi var mi?(toz, vs.)... [JEVET [JHAYIR
6 Daha dnce kullammy oldugu ilaglar. .. ...[JEVET [JHAYIR

7. Suanda devamh kullandig ilaglar... 5
§. Asazidaki tabloda tespit edilmis olan herhanzt bn' smemi.k bzmhgl mevcut mu" \'arsa l;axetle\'m.

HASTALIK EVET |HAYIR HASTALIK EVET |[HAYIR
Dogumsal Problem Serebral Palay,
Kalp Ufuriimi Epilepsi
Kalp Hastzha Astim
Romatiznal Atey Dudzk Damak Yanz:
Anemi Konugma Duyma Problemi
Kanama Problemi Goz problemleri
Kan tranzfuzyonu Cilt Problemleri
Hepatit'Sanlik Tonsillit- Adenoid/'Sinus Problemi
AIDS/HIV Pzikolojik Bozukluklar
Tiaberkiloz a. Uyl Problemi
Karaciger Hastzh b. Radyasyon Terapisi
Bobrek Hastahiz1 <. Buyume Bozukluklan
Diabet d. Dikkat Bozukluklan
Artrit e. Kanser
9. Cocugunda son zamanlarda mzh bir biyime anhmi gergeklesti Milsaamnmaf JEVET [JHAYIR
10.Bzbanm Boyu, vy Kilozu, Amnenin BoyBuwanansnars
11.Biyik Kardeslerinin
(1)BoyuanKilosu.........(2)Boyu......... Kilosu...... ... (3)Boyu......... Kilosu
12 Menstirasyon'Adet(Bayanlar icin) baslad: mil o onBasladivsane zaman ................... “Hamilelik[ ]
13 . Dogum kontrol hap: kullanryor mul
14.Ozrenme seviyesi nasil? [ 11leri Diizeyde [ ] Ortz Diizeyde [ JAlt Duzeyde

Hastanm Adi-Soyad:
Dental Apamnez

15. Digsel olarak temel sikayeti Nedir,
16. Dzha dnceden dig tedavizi oldu mug, ~Eger tedavi oldu ise
17. Asanidaki durumlan degerlendiriniz.

Dekiiman No: FR 68 - Yarurtige Gir. Tar- 01.01.2014- Revizyon Tarihi: 01.01.2014 - Revizyon No: 00 - Sayfa No: 172
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] DIS HEKIMLIGI FAKULTES]
ORTODONTI ANABILIM DALI ANAMNEZ FORMU

DURUM EVET [HAYIR

a. Daha onceden dig radyografisi ¢ekildi mi?

b. Dis tedavizsi hususunda 13birlizi yapabilen uyumla bin mi?

c. Dig tedavisi sirasmda herhangi bir rahatsizhk gegirdi mi?(Bayilma vs.)

ey

d. Dis ¢irign var m?

Sicaza/'Sofuza ve viyeceklers kars diy haszasiyeti var m?

Furgalama emnasmda dig etleri kamyor mu?

. Eloupd jeli, pastas: veya galkalama solisvonu uyguland: on?

e
f.
g
h. Cena eklemine a1 veya agma-kapama e:nasmda ses oluyor mu?
; Agiz agma-kapama e:nasmda herhangi bir problem var mu?

Kalmmsal'Ailevi dizzel veya yuz aagmalisi var mu?(Alt cene tleriligi)
Ega varsa agiklavin.

J- _Hig dis gayging'yaralanmas) gecirdi mi?

k. Cene-Yiuz bolzesi igeren bir kaza gegirdi mi?(Digme, Carpma)

L Yalanc: emzik kullaniyor mu?

m. Parmak emme, dudak 1sama gibi ahgkanhiklan var m?

18. Bizim bilmek istediZimiz baska herhangi bir digsel problemi var mil., - msemrel JEVET [ JHAYIR
Eger varsa belirtin,, A~

Velisinin Ad1 Soyad:
Imza

SORULARLA ILGILI ACIKLAMALAR

1 Bu madde kastanm sozs0-psikolojik dunmm e ilzilidir.
2 Bumadds hastanm dizsel bir fragoakaza gecirp gecimmedizi ile ileilidir.
5 Bu madds alerjenleri tarmmlar, dmegin lateks(lastik kauguk) alerjisi edai esnaamda eldiven ve crtodontide kullamian
lastiklere karn gelizebilir, Vine ortodontide kullarlan Niksl-titaryum tellere karz alerji gelissbilir.
§.b.cd. Bu hastalar grtodguti handlama, mini vida yerlestimmesi esnzsmnda antiviyotik profaksizne fitiyac duyariar
8.2 Bumadde lezyon veya tadavi bolzesmdeld radyasyon ve kemoterapi sonran bayime ve galisim yoninden etigsin
dederlendinr.
$.y Bu madde sohemm problemini ve dis kasszsiyetini degarlendirr.
8.2 hijlk Bu hastalarda modem enfeicsivon kontrol yantemben uygulanmahdir.
$.n Bu madde ak cene zeliziny Tia fgilidir.
8.b Radyoterapi dizsel ve iskejetza] gelisimi etidleversk zarar verebilir. Bunda radyasyomm doza ve sies Gnembidir.
8.d Dikdeat bozakhimda kullamlan cogu haplar bityieme ve gelizimi eddleysbilir.
9-13 Bu maddsler biryime ve geliyim zamantamas icindir. Yine dogwm kantrol haplan kallaulan antibiyotider e
etidlesime geqebilir.
15 Hastanm ana sikdvet tedavi plankaman ve gidizan agemdan dnem arz emnektedir.
17.a Dzha Onceden gakilmis bir cena fibni hem tashis ansmdan hem de cocuzim fazla radyasyon abmamas agemdan
Gunembidir.
17£Dij eti hamalidan qetadoutik tadavi agxmdan bir engel olusturar. Qrtodapsil tedanive baslanmadan dnce a1z hijyeni en
1yi olacak zekilde sz3lammahdr,
17h mm\uwmmmmwmmm
17,j Edsik digler, izkeletsel problemler ganedk yatinhi / gsjyeti gosterir.
17k Dental fyzjaa dis hareketi emasmda kdk rpzoptaiyvom artnr.
17.m Bu nir ahgkanhklar digsel kapamy bozukluklan ¢aprasikliklara naden ohur.
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EK-4

TC.
IZMIR KATIP CFLEBI UNIVERSITESI
r Dis Helrimbis Fakiltesi
4 Dok No: FRIG¥18
U ORTODONTIK TEDAVI ICIN HASTA SOZLESMESI FORMU W
o205 ST

Hi. Tedavi siiresi ortalama 2-2 yil olup, bazi durumiarda daha uzun olabilir. Hastanin tedavisinin timindn

kiinigimizde gergeklestirimesi gerekmektedir. Herhangi bir nedenle, hastanin baska bir Kiinige
nakledilmesi 56z konusu degildir. (Fen Lisesi, dniversite sinavi, tayin ve baska nedenierle ikametin
degistirimesinin s6z konusu olaca@i durumlarda tedaviye baslanmayacaktr. Tedavisi baslanmis
hastalann kayitlan ise hicbir sekilde kiinigimiz dizina verimeyecektir),

2. Randevu gind ve saati diginda gelen hastaya kesinlikle bakiimayacaktir. Onemli mazeretler nedeni ile

randevu degisikligi istendidinde bu istegin randevu tarihinden dnce telefon ile bildirilmesi gerskmektedir.

3. Agiz bakimina dikkat etmeyen, sik sik braketlerini koparan. apareylerini kaybedip kiran, hekimin

tavsiyelerine uymayan, randevulanna dizenli gelmeyen ve tedavisi icin gerekii apareylen kullanmayan
hastalann tedavilerine son verilir.

4. Tedavi suresince doktorun tim talimat ve dnerilerine uyulmas: zorunludur.

Ll

Kullamm sirasinda kinlan ve kaybolan apareylerin yenilenme uOcrefi, digen braketlerin dcreti ve
yapistirma Ucreti bizzat hastadan tahsil edilecektir. Bu madde resmi hastalar icin de gecerlidir.
Kurumdan tahsilat yapiimayacaktr.

6. Hastanin tzdavisi icin gerekli olan malzemeleri hasta karsilayacaktir. Malzeme bedelinin hastanin

kurumunca karsilanip kargilanmayacag: klinigimiz sorumlulugunda degildir.

7. 18 yasindan kigik hastalarda hasta uyumu B2 ilgili tom sorumluluk tamamen veliye aittir. Veli hastanin

dis fircalamasi ve tedaviye uymasini saglamakia yukimlddar.

8. Hastanin tim kayitlan yurtici ve yurtdis: bilimsel yayinlarda kullanilabibir.
9. Klinik kayitlani (6lgiler, filmler, fotograf vb.) alinan hastalann tedavi Geretlerinin tamami kurumlanna

10.

fatura edilmektadir. Bu yizden her ne sebeple olursa olsun tedaviyi birakan veya hekimi tarafindan
tedavisine son verilen hastalar, tekrar guodentis tedavi olmak isterlerse ancak dzel hasta olarak tedavi
edilebilir.

Klinik kayitlan alindiktan sonra her ne sebeple olursa olsun tedaviyi terk eden veya tedavisine hekimi
tarafindan son verilen haztalann malzemeleri iade edilmez.

Yukaridaki yazilan okudum, anladim ve kabul ediyorum.

Tarih:
Hasta Adi/ Soyad::

Velinin Adi / Soyad::
Imza:
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EK-5

! 4 ' DI HEKALIGI FAKULTEST

ORTODONTI ANABILIAL DALL
ORTODONTIK TEDAVILER (TEL ILE DISLERIN DUZFLTILMEST)
AYDINLATILMIS ONAM FORMU

ONEMIIBILGI

Ltiefen, size verilen formu dikkscli bir sekilde okuyusuz, acklamazm: istediginiz, anlagimsyas
kisimlart bize sorup Spremimiz. Gerekli verleri deldurunwz / izarecleviniz. Tezhis ve tedavi igim
tarsfimizdas yspiman Szerilen nlemlerin yapiman ksbul ys da reddectiiniz gsteren yere (+)
zarei keyup imzalsymz. Imzaladignm kunn doktorusuz sizdes alacakar.

ONEMIIBILGI

Tedavimin estetik amach olman medenivle SGK tarafindan karnlanmavscag ve tedavi icin
verdigim ficrecin Bichir zebeple iade odﬂ-ovneg: tarafims bildinldi.

Egitimsel v bilimsel amaclaria kastaligmiz vo tedaviniz hakkmdaki mevont tem kaystlar (fotograf, film,
romtgen vh.), kimlik bilgilariniz korunmak koysluyla kullamlabiimaekesdir.

Qnicdontk tedaviniz akcnif ve pasif clmak fzere i ddnemdse obzgur wo Bastalidm siddstine bagh
clanak A sarebilr.

ORTODONTIK TEDAVI: Teller vo afiz igi vevey: afiz dip avelar yardwryla dis dizisinin
dezeltibeosi ilemidic. Tedav: awxyla kullamlacak ayge, tol vo yardume: malzamcler vo buzlam
kzllanmmlan, tedaviniz planland:ginda size ayrmtah gekilde anlanlacakur.

Baz: durumlarda yer darlifi soranunem gidenilmesd igiz alt vevera @it ganalorden bir veya birkag digin
gokilmosi gerekebilir. Diy qgakim: ils ¢ldo edilem bosluklar diy dizisinm dijenda duran diglerm yerlarine
almmas: ile dolduralacakur. Tedaviye bqlmxdn ot fiin digler muayens sttirilmcli, varsa gortk dijler
tedawi edilmeli, geraken dijlere kanal ¥

T

2013 Tarikli ve 28597 sayah Reimi Gazetede vayizlamarsk yirarlage gires Sesyal Govenlik Kuramu
Saghk Urgulama Tebligz (SUT) geregince, 18 vaym deldurmus kizilerin oreodonck diz tedavilerizme
ilizkin giderler kurumcs 6denmez (2.4.1). Estecik smacl upllthgl tespic edilen :22hk hizmederize
i]nkil iderler kurumca karnk (32). Bu sebeple tedavi III‘KI l;tmndo 18 yaym: doldursa
bastalariz ve excetik amach tedavi yapilas bastalans keruml e tedavi gaderleri hasea
tarafindse ksrpdsmir. Aynca, SUT EK-2/C-1 AMadde § gerepimce W tedsvide kullanilan
braket ve qrgodogsik maceryal haies carafindsn karnlamr.

TEDAVI PLANI
(Dis Galmz, Afizigi aymt atiz dip ayme, mint implagt, diger)

NI NSNS NSNS
TEDAVIDEN BEELIN!’TLLR Dx;ludeh capragikhfin giderilmass, geme kamikl duzoltilmasi
kD gigzsms fi M«mgm saghmma, 05 sstetilinm x)-ﬂnm:lmsi

TEDAVININ OLASI TEHLIKELER!: Ooodontak, tedavi waunds hastelar bam olumsuziuklar
balir. Diglardaki motal ve lastik aygutlar gegici yeme- X mlnsn, bilir. Dudak-

Taukndﬂda}mhralqlbdz Agiz bakum: zorl ‘dlmeu da braketl tellarm

keml gibi Stenmseyen d lar gelijebilir. Bu sxmulan kolayca atlaabilmck a;m Eekimin

talimatlarma mutlaka uyulmabdur,

Todxnmamda\whﬁ:\;dmznudx;hrdnqnmkhbnbomm dis etlerinds dtkaplar vo
bunz begh dijeti gekidmas: whmkhﬂphn yh]ebl.hr Bu nedsale digler ana ve ara dgtmlarden sonna
dezanli olarak, thm mida arukd 2mdan amin olana kadar firgalanmalbdir.

5 . 3i Falciemi
b, Comil] b Cad 6760 P, Noudi
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' 4 ) Di§ HEKIMLIGI FAKULTEST
ORTODONTI ANABILIM DALI
ORTODONTIK TEDAVILER (TEL ILE DISLERIN DUZELTILMEST)
AYDINLATILMIS ONAA{ FORMU

Mu&nmﬂahnhmlndadqmww (kok erimseai)
moydana gelobilir. Eger ciddi bir kasalma 502 kozusu 150 bekim tarafindan sonlandinlabilir. Yerize uygun
tedavs dmarilir.

TEDAVI SONU: Her gupdongils tedaving da, diglerde barcket etme ve tedavimin bagmdaki ik
hcmmgmdmoogh:mkmh Bundnhlhfmbdmnbumw
: e

anmmmpomw kal
¢ok dzembidis.

ONERILEN TEDAVI UYGULANMAZSA: Saglikl: gifneme yapamaz, sklem problemleri ortaya
queabiliz, diglerdaks gapragiklik artar, istanmeyse hareket v abykanhiklyr geligebitir

DIGER TEDAVI YONTEMLERI:

San: hastabgimen ne oldugu, sedavi i, bu tedavizin yaral wohnﬂhhhn.omyaghhhc&

Commd o

da geqith medemlerls, tedavi plamm defigtirilebilecegini ve boyle bir
gl e onaymmum al 2z biliyorum Bana veriles bu bilgiler anladim
mmmp;un.qm

gozlem ve denecimi alunda stajyer diy hekimizin de uygulama yap zim verir ? (Loden
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