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OZET

Sendromsuz yarik dudak/damak (CL/P) malformasyonu en yaygin dogumsal defektlerden
biridir. Hastaligin olusumunda c¢evresel ve genetik faktorlerin etkili oldugu literatiirde
mevcuttur. Daha onceki caligmalar, MSX1 geni mutasyonlarinin sendromsuz dudak
ve/veya damak yarigimin olusumuna katki sagladigini1 gostermektedir. Bu yiiksek lisans tez
caligmasinda, sendromsuz dudak damak yariginin ortaya ¢ikmasinda aday gen olan MSX1
geninin SNP5 bolgesinin baz1 mutasyon analizleri yapilarak, incelenen genin hastaligin
olusumu iizerindeki riskte etkili olup olmadiginin ortaya konulmasi ve daha sonra
yapilacak arastirmalara katki saglamasi amaglanmistir. Bu arastirmada kullanilacak olan
kan drnekleri, Ankara Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi’ne basvuran sendromsuz dudak
damak yarikli Tiirk hastalardan elde edilmistir. Hastalardan alinan periferal kan 6rnekleri,
Fenol kloroform yontemi ile genomik DNA izolasyonu yapilarak, PCR metodu
uygulanmistir. Elde edilen tiriinlere RFLP metodu uygulanarak mutasyonlar belirlenmis ve
gen {rlinlerinin kesimi gergeklestirilmistir. Enzim trtinlerinin agaroz jelde elektroforezi
yapilarak jel goriintiileme cihazinda fotograflari ¢ekilmistir. Sonug olarak, MSX1 geninin
SNP5 bolgesi belirlenmistir.  Bu bulgular, MSX1 geninin SNPS5 poliformizminin
sendromsuz dudak damak yarigindaki roliinii Tiirk populasyonunda desteklemektedir.
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ABSTRACT

Cleft lip and/or cleft palate is one of the most common congenital malformation. This
abnormality arise both with the combination of genetic and environmental factors. Genetic
factors are the genes like MSX1, which takes place during embryological development. In
this study, we planned to evaluate the effect of the candidate gene and regions on the
incidence of nonsyndromic cleft lip-palate by mutation analyses, therefore reveal the risks
of the development of the nonsyndromic cleft lip-palate and contribute the oncoming
studies. The blood samples used in our study, were obtained with signed voluntary consent
forms from Turkish patients with nonsyndromic cleft lip/palate admitted to Ankara
University Faculty of Dentistry. Genomic DNA was isolated with phenol-chloroform
method from peripheral blood samples from the patients. Polymerase chain reaction
method was used to determine SNP5 polymorphism on MSX1 gene. RFLP method was
applied to the polymerase chain reaction products. Restriction Endonuclease enzymes were
used to cut the gene into fragments to determine SNP5 mutation in the samples. These
gene fragments were analyzed with 2% agarose gel electrophoresis and photos were taken
in gel imaging device. In patients with nonsyndromic cleft lip/palate received the study
group, SNP5 changes in MSX1 gene were revealed by molecular methods and the datas
which were obtained were evaluated statistically. For statistical analysis, Pearson chi-
square test and Hardy- Weinberg Equilibrium test were used. According to these tests, no
significant difference was observed for SNP5 polymorphism in MSX1 gene.
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1. GIRIS

Canli dogumlarin 1.2/1000’si gibi bir oranla CLP, agiz yiiz gelisimindeki aksakliklar
arasinda ilk siralarda yer alir. CLP, {ist ¢ene kemigi ve agiz tavanini olusturan yumusak
doku ve kemik dokular1 olusturan embriyonik uzantilarin birlesememesi veya yetersiz
birlesmesi sonucu ortaya ¢ikar. CLP’ye sebebiyet veren gelisimsel anomaliler gebeligin 4-
12 haftalarinda etkisini gostermektedirler [1-4]. Sendromik olmayan yarik damak dudak
(NSCLP) kusurlar1 da énemli dl¢iide konjenital yani dogumsal yaygin bir anomali olarak
tanimlanirlar. NSCLP olan bireylerde kromozomlar {izerinde ki gen lokasyonlari ile ilgili
caligmalar yapilmaktadir. NSCLP’ ye etki eden genetik etmenler lizerinde yapilan
caligmalar NSCLP hakkinda ki bir dolu soruya hala yeterli cevab1 verememistir. Birkac
aday gen ve bolgelerin haritalandirilmasi ile ilgili ¢alismalar hastalik hakkinda parametrik
ve parametrik olmayan yaklasimlar ortaya atmistir [5].

Yarik damak ve/veya dudak (CLP) normal bir yiiz yapisindaki goézle goriilebilir
kusurlardir. Gelismis tilkelerde CLP 6nemli bir 6liim sebebi degildir. CLP, ¢ocuklarda
psikolojik rahatsizliklara sebep oldugu gibi ailelere de finansal bir yiiktiir [6]. CLP ‘li
bireylerin konusma, duyma, yeme ve toplumsal kaynagmalari cesitli tedaviler ile
¢oziilebilir. Bu tedaviler ameliyatlar, dis tedavileri, konusma terapileri ve psiko-sosyal
tedaviler seklinde ¢esitlenebilir [7]. Duarte GA ve arkadaslar1 2016 yilinda yarik damak ve
dudakli ¢ocuklarda beslenme metotlar1 sistemik bir ¢alisma yaparak hastaliga bu agidan

151k tutmaya caligmistir.

Ag1z yiiz yariklarinin olusumunda ¢evresel faktorler ile 6zellikle etkili genlerin 6nemli
faktorler oldugu gozlemlenmis. Klinik uzmanlari ve bilim insanlart agiz yiiz
bozukluklarinin genetik ve genetik olmayan sebeplerini tespit etmeye calistiklart gibi
genetik ve cevresel etmenlerin birbiri ile iliskilerini, mekanizmalarini anlamaya
calismiglardir. Bu mekanizmalarin anlagilmasiyla; agiz yiiz yariklanmalari bozuklugunun
onlenebilmesi konusunda basarili olunacagi aciktir. Bu baglamda son calismalarda yapilan
model sistemlerle agiz yiiz yariklanmalarina 11k tutmuglar. Bu ¢alismalar1 yapan literatiir
sahipleri Dixon ve arkadaglar1 2011 de, Ghulb ve Chung 2014’te, Jarillof ve Harris
2008°de, Petryck ve arkadaslar1 2015°te, Roessler ve arkadaglar1 2010’da, Van Der Linde
ve arkadaslar1 2011°de, Wilde ve arkadaslari 2014’te. Ornegin Tang ve arkadaslari,



2015te; Zeiger, Beaty, ve Liang, 2005’te ebeveyn sigara kullaniminin 6zel gen
bolgeleriyle iligkisini irdelemislerdir. Hutter, Kingdom ve Jaeggi, 2010’da hipoksianin gen

ile gevresel etmenlerin etkilesim agisindan arastirmasini yapmislardir.

Gilbert-Barness, 2010 da; Mead ve Sarkar, 2014’ te alkol (etanol) bir insan teratojeni
olarak tanimlandi. Downing, Balderrama-Durbin, Broncucia, Gilliam, ve Johnson, 2009’
da; Hong ve Krauss, 2012’ de; Lipinski, Godin, O’leary-Moore, Parnell, ve Sulik, 2010’da;
O’Connor, Steeds, Wisemanb ve Pavlath, 2008’de Fetiis ebeveynlerinin madde kullanimi
bebegin davranissal ve anatomik bozulumlarin, dogumsal anormalliklerin ek olarak gesitli
agiz ylz defeklerinin ortaya ¢ikmasi ile iliskili oldugunu... Ayrica yapilan ¢alimalar bir
teratojen ajan1 olarak alkol dogumsal anomalilerin ortaya ¢ikmasinda multifaktoriyal bir
komponent olarak ortaya c¢iktigini fareler tizerinde yaptiklar1 arastirmalarda tespit

etmislerdir.

Folik asitin biyolojik aktif formu olan tetrahidrofolat vitamin, insan hiicrelerinin biitiinii
icin ¢cok Onemli bir vitamindir. Bu vitaminin ana fonksiyonu; piirinler, thimidilate
biosentezleri ve S-adenosilmetionin sentezleri gibi dnemli ana biyokimyasal siireclerde
etkin olup carbon tinitelerinin transferi i¢in bilesiklerin parcalanmasidir. Folatlarin giinliikk
diyette eksik alimmasi ya da diizensizlik metabolizmada dogumsal rahatsizliklarin
olusmasina sebep olabilir. Epidemiyolojik ¢alismalar gosteriyor ki folik asidin tek ya da
multivitaminler seklinde hastalik daha olugsmadan alinmasi néral tiipte gelisen
rahatsizliklar1 6nemli 6l¢iide azaltacaktir. Kadinlarin 6zellikle gebe kaldiklarindan itibaren
giinlik folik asit zengini diyetleri ile noral tiip rahatsizliklart ve buna bagli dogumsal
hastaliklar1 hakkinda egitim verilmesi “’The National Primary Prevention Program of

Neural Tube Defects’” kapsaminda Polanya’ da uygulanmaya alinmistir [8].

Son yillarda gen ¢ercevesinde yapilan calismalarla CLP hakkinda bilinmeyen bazi bilgilere
ulagilmis. Teknolojik ilerlemeler ve multidisipliner calismalar gen haritalandirma
caligmalarinda kapsamli sonuglarin alinmasini saglamistir. Bdylece yarilmalara sebep
oldugu diisiiniilen gen adaylar1 tanimlamalart miimkiin olmaya baglamistir. 2009°da
Birnbaum ve arkadaslar1 ardindan 2010°da Beaty ve arkadaslar1 yine 2010’da Mangold ve
arkadaslar1 bu neviden ¢alismalar yapmislardir. D. Mehrotra 2015 te farkli genlerin farkli
populasyonlarda SNP analizlerini yaparak bu hastaligin genler ile ilskisini arastirmig ve bu

alanda bircok calisma yapilmasinin gerekliligini vurgulamstir.



Son yillarda farkli popiilasyonlarda farkli aday genlerin etkisi kontrol gruplari
olusturularak tespit edilmis ayn1 zamanda genlerin sekans analizleri ve SNP’ler (single
niikleotit proteinler) rapor edilmistir. Bu aday genler arasinda MSX1, TGFB, RUNX2,
TGFA, BCL3, IRF6 gibi aday genler sayilabilir. Carinci ve arkadaglar1 2000 yilinda
ardindan Murray 2002 yilinda bazi genlerin CLP ile iliskilerini tespit edecek parametrik ve
parametrik olmayan veriler kaydettikleri gortilmiistiir. Bu calismalarin biiylik ¢ogunlugu
karfkasya popiilasyonu iizerinde yapilmistir. Son zamanlarda farkli etnik gruplar iizerinde
de birgok calisma yapilmis bunlardan bazilar1 Wyszynski ve arkadaslart Meksika’da,
Kanno ve arkadaslar1 Japonya’da, Marazita ve arkadaslar1 Cin’de, Schultz ve arkadaslar
Filipinler’de, Moreno ve arkadaslar1 Kolombiya’da yaptiklar1 ¢aligmalardir. Akira
Nakajima ve arkadaslar1 2018’de yaptiklari ¢aligmada transforming biiyiime faktor (TGF-
B) ifadesi patogenezi igeren gelismede onemli etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir.
TGF-B; B1, B2, B3 olan 3 isoforma sahiptir. Bunlarin arasinda TGF- 3 orta ugurum epitel
(MEE) olusumunda gii¢lii sinyal yolagina sahiptir. Buna ek olarak kemik morfogenetik
proteinlerini iceren gelisim diizenleme mekanizmalarinda diger molekiiller; FGFs, Wnt,

Ephrins and extra cellar matrix components diye adlandirilan molekiillerdir [9].

Victoria Tallon-Walton 2014'te Avrupa populasyonu iizerinde PAX9 ve MSX1 geni
iizerinde c¢alismalar yapmistir. 2017°de Nature Comminication tarafindan yayinlanan
NSCLP hakkinda biitiin diinyada yapilan genetik ¢aligmalar ile bulunmus 14 yeni lokus ve
genetik heterojenligi irdelemis ayrica farkli etnik gruplarda bu hastaligi agiz yiiz
yariklarmin alt fenotipi olan NSCLP ile iliskilendirerek genetik yapimin etkilerine 11k
tutmustur. Alana Aylward ve arkadaglar1 2016’da Kizilderili irk iizerinde yaptiklari
caligmalar ile biitiin exomlar ile NSCLP penetransini iliskilendirerek genis kapsamli bir
caligma ortaya koymuslar ve NSCLP ile iliskili gen calismalarinin devam etmesi geregini
dillendirmislerdir. Kachin Wattanawong ve arkadaslar1 2016 yilinda IRF6 ve 8q24
polimorfizleri {izerinde sistemik meta analizleri yaparak bu gen lokusunun NSCLP
hakkinda farkl etkilerini ve olas1 genetik modellemeyi yaparak bu gen bolgesi ile NSCLP
arasindaki iligkiyi anlamaya c¢alismiglardir. Bu calismalar ile NSCLP ile iligkili gen

bolgelerini, bugiine kadar agik bir sekilde belirleyen bir goriis 6ne siiriilememistir.

Son yillarda fare ve insanlarin her ikisinde yapilan ¢aligmalarda kranio-fasyal gelisimde
MSX1 geni giiclii bir aday gen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Satokata ve Maas 1994°te

Kaartinen ve arkadaglarmin da 1995°te fareler {izerinde yaptiklar1 calismalarda MSX1



alellerinin ifadesizligi nazal, perietal, frontal kemiklerde anormalliklere sebebiyet
verdiklerini gozlemlemislerdir ve bu deneklerin dis eksiklikleri meydana gelmistir. Bu
bulgular MSX1 geninin kranio-fasyal gelisimde epitelyal ve mezensimal hiicrelerin
etkilesiminde anahtar rol aldigin1 gostermistir. 2018 de Jia Liang ve arkadaslar
homeodomain (HD) DNA iligkisi hatasi olan MSXI1 geninin yapisal pargasindaki
mutasyonlarin dis kayiplariyla ve sendromik ve sendromik olmayan fenotiplerin ortaya
cikmastyla giiclii bir iligkisi oldugunu gozlemlemisler. MSX1 mutasyonlarinin ciddi dis
kayiplarina ¢ok ciddi agiz, yliz, dis bozuklulklar1 olan fenotiplerin ortaya ¢ikmasina sebep
oldugunu ortaya atarak bu genin bu arastirmada ne denli 6nemli oldugunu ve arastirilmasi

gerekliligini bize ihsas etmistir.

MSX1 geni ile NSCLP arasindaki iligkiyi tespit eden g¢alismalardan Sili popiilasyonu
izerinde J. Souza ve arkadaglarinin MSX1 gen calismalar1 bu genin NSCLP ile bagmtisini
kayda deger bir frekansta ortaya koymustur. MSX1 geni tizerinde SNP’lerin (single
niikleotit poliformizm) NSCLP iizerindeki etkisini ortaya koyan Na Young Kim ve
arkadasglarinin 2012 de nihayete ulastiklar1 Kore popiilasyonu iizerinde yaptiklari
caligmadir. Paradowska ve arkadaslari, Sylvia Alappat ve arkadaslari da Msx1 geni
tizerinde ¢alisma yapmistir. Venkatesh BabuGurramkonda ve arkadaslar1 2015°te Giiney
Hindistan popiilasyonu ftizerinde yaptiklari calismada MSX1 geni lizerinde SNP’nin
NSCLP ile iligkisini tespit etmeyi amaglamistir. Tao Song ve arkadaslar1 2013’te IRF6,
MSX1 ve PAXO9 iizerindeki SNP analizlerini yaparak SNP polimorfizminin hastalik ile

iliskisini irdelemislerdir.

Ulkemizde bu konu ile ilgili yapilan bazi yapilan c¢aligmalar da mevcuttur; Tastan ve
arkadaslarinin NSCLP ve MSX1 gen iizerinde yaptig1 ¢caligmalar yeni aragtirmalar igin bir
oncii niteligi tasimaktadir. Ceyhan ve arkadaslari 2014°te Tiirk ¢ocuklari tizerinde non-
sendromik dis kayiplar1 ve dise ait anomalileri MSX1 geni iizerinde meydana gelen

mutasyonlar ile tanimlamay1 amaglamisglardir.

Yapilan litaretiir arastirmalarinda goriildiigli gibi MSX1 gen mutasyonlar1 ve 6zellikle
MSX1 gen SNP5 poliformizm iizerine diinya ¢apinda ¢ok az sayida arastirma yapilmis ve
tilkemizde bu caligma, bir ilk niteligindedir. Buradan hareketle Tiirk popiilasyonunda
SNP5 poliformizminin dudak damak yarikli hastalardaki insidansi belirlenerek, dudak

damak yarikliginin genetik temelleri ile iliskilendirilmesi tezin planlanis hedeflerindendir.



MSX1 geni SNP5 poliformizinin kalitsal genetik hastaliginin ortaya c¢ikisindaki roli;

caligmanin tedavi boyutuna katki saglamasi agisindan 6rnek oldugu diisiiniilmektedir.






2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Dudak Damak Yariklarn

Yarik dudak damak, konjenital bir dogumsal anomali olan dudak ve damak yariklar: {ist
cene kemi8i ve agiz tavanini olusturan yumusak doku ve kemik dokularimi olusturan
embriyonik uzantilarin yetersiz birlesmesiyle defekt meydana gelir. Dudak yariklarina
neden olan gelisimsel anomaliler gebeligin 4-7. haftalarinda, damak yariklarina neden olan

gelisimsel anomaliler ise gebeligin 7-12 haftalarinda belirtilerini géstermeye baslar [10].

Dudak damak yariklarinin etiyolojisinde annenin hamileliginin ilk {i¢ ayinda gegirdigi
enfeksiyon, toksisite, kotlii beslenme, hormonal diizensizlikler, tetratojenik ajanlarin
kullanim1 gibi genetik olmayan veya tek mutant genler ile iligkili ve Trisomy 13 gibi bazi
kromozomal sendromlarla iligkili genetik faktdrler etken olarak sayilabilir. Sendromik
hasta grubunda siklikla yarik bolgesi disinda anatomik organ anomalileri ve mental
retardasyon tabloya eslik eder. Yarik dudak ve damak (CLP) hastalarimin biiyiik
boliimiinde (%85) etiyoloji, sendromlarla baglantili degildir. Sendromsuz CLP konjenital

(dogustan) bozukluklarin en yaygin siniflarindan birini temsil eder [11].

Resim 2.1. Yarik damak dudak goriintiileri.



2.2. Dudak Damak Yarik Tipleri

Anomalilerin embriyolojik kdkenini temel alan siiflandirmaya gére, CLP hastalarn, 3 kategoriye
ayrilir.

Yarik dudak ve alveol (primer damak)

Yarik sert ve yumusak damak (sekonder damak)

1 ve 2’nin kombinasyonu (primer ve sekonder damak)

Buna ek olarak CLP, tek veya ¢ift tarafli olarak da siniflandirilabilir.

Orofasiyal yarik simiflandirmalarindan embriyolojik temele dayandirilmis olarak
gelistirilmis simniflandirma olan Kernahan ve Stark (1958) siniflandirma tipine gore yarik
tipleri;

Sadece Primer damak yariklari: damagin 6n kismi olan, primer damakta dolayisi ile dudak

kisminda da mezensim hiicrelerinin kaynasamamasindan olusan yarik tipidir.

Sadece sekonder damak yariklari: damagin 6n kismi olan, sekonder damakta ki mezengim
hiicrelerinin  kendi aralarinda ve nazal septumdaki mezensim hiicreleri ile

kaynagamamasindan olusan yarik tipidir [11].

Primer ve sekonder damak yariklari: damagin hem primer hem de sekonder kisminda,

dudag1 da igine alarak nazal septum hiicreleri ile kaynasamamasindan olusan yarik tipidir

[12].
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Sekil 2.1. Friedmen ve arkadaslarinin gelistirdikleri siniflandirma [13,14]

Diizensizligi, klinik olarak, dogustan meydana gelen anomalilerin varligin1 baz alarak

yapilan simiflandirmaya gore;

« Sendromsuz (nonsendromik, izole) dudak damak yariklari

* Sendromik dudak damak yariklar1 olarak da siniflandirilabilmektedir.

Sendromsuz ifadesi ise, dudak ve/veya damak yariklarindan etkilenmis bireylerin fiziksel

ve gelisimsel olarak bagka bir anomaliye sahip olmamasi ile ifade edilmektedir [13].
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CLOCK DIAGRAM CODE: 2-4.7-10 CLOCK DIAGRAM CODE: 3-4(*).9-11

Sekil 2.2. Son yillarda ise, Percy Rossell-Pery (2009), dudak damak yariklar
siiflandirmasinda saat diyagrami yontemine gore siniflandirma yapmistir. Saat
diyagrami agiz kisimlarmin iz disiimi seklinde planlanarak bu agiz
kisimlarindaki yariklanmalar koyu renkle gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Cesitli tiplerde dudak damak yariklarinin sematik ¢izimleri goriilmektedir. A,
normal damak dudak . B, yarik uvula. C, tek tarafli posterior yu da sekonder
damak yarigi. D, iki tarafli posterior damak yarigi. E, tam tek tarafli dudak
yarigl ve anterior ya da primer damagin tek tarafli yarigi ile birlikte tam tek
tarafli alveolar ¢ikintilarin yarigi. G, tam iki tarafli alveolar ¢ikint1 yariklari [14].
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Upper lip

Hard palate

- Soft palate

— Uwula

Unilateral
a

Bilateral
e

la Microform CL b Left Unilateral CL

le Van der Woude syndrome:
Bilateral CL plus CP (repaired)
with lip pits f CPO, soft palate only g CPO, hard and soft palate

Sekil 2.4. Cleft tipleri

a-c, Van der Woude sendromu

d, tek tarafli cleft

e, dudaga ulasmamis lateral olmayan cleft

f, sendromlu yariklanmalar( Smith-Lemli-Opitz sendrom)
g, holoproencephaly orta hat cleft

h,bilateral CLP TGIF mutasyon durumu
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2.3. CLP'yi Etkileyen Cevresel Faktorler

Cevresel komponentler cleftler tizerinde yapilan genetik ¢alismalar ile ¢evre gen iligkisinin
yiiksek oranlara ulagtifin1 gostermistir. Bununla ilgili yapilan caligmalara Danimarka,
Norveg ve Yarik damak\dudak hastaligini 6nleme ¢alismalar1 yapan Birlesmis Milletlerde
bulmak miimkiindiir [14-17]. Bununla birlikte bu c¢alismalarin ¢ogu arastirma
asamsindadir. Cevresel faktorlerin kisisel genetik yapi ile iligkisini tanimlamak ve kisinin
bu gevresel etmenlere karsi toleransini belirlemek i¢in bir multidisipliner bir ¢alisma

gerektigi ortadadir [18].

Sigara kullanan annelerde hastaligin goriilme orani hastaliga yakalananlar arsinda yaklagik
1.3\100 gibi bir oran oldugu yapilan meta-analizler ile sigara kullaniminin hastalikla gii¢li
iliskisini teyit eder derecededir [19-21]. Sigara kullanimi boyunca CLP gelisimi sirasinda
metabolik yolaklarda rol aldigi diistiniilen olasi genlerin yapisinda bozunumlar meydana
gelmesi risk faktorlerini artiracaktir. Sigara kullanimi, 6zellikle glutation S-transferaz teta
(GSTT1) ya da nitrik oksit sentez 3 (NOS3) gibi CL/P’yi etkileyen genlerin markirlarina
etkisi ortaya ¢ikmustir [22,23-25]. GSTT1 markirlari, bu duyarhiliklarin altinda yatan
detoksifike yolaklarinda eksiklikleri olan gen silme varyantlaridir. Son olarak sigara
icmenin IRF6 gen86 ve risk varyantlariin birlesme yeri ile iliskilendirilmis. Ayni
caligmalarla multivitaminler ve IRF6 varyantlar1 arasinda etkilesimler rapor edildi. Bu
bulgular, gen-gevre etkilesiminin CL/P i¢in 6nemli oldugu hususunda Genmli kanitlar
saglar. Buna ek olarak bazi spesifik tetratojenler drnegin valporik asitin CL/P ile iliskili

oldugu asite maruz kalanlarda sonug olarak ortaya ¢ikmistir [26].

Ebeveynlerin alkol tiikketimine maruz kalmasi bir risk faktorii olarak Onerilebilmektedir
fakat tam olarak CLP’yi etkiledigi kanitiyla bagdasmamaktadir [27]. Calismalar kisa
zamanda yiiksek dozda alkol kullaniminin riski artirdig1 6nerilmistir ve alkol dehidrojenaz

gen (ADH1C) varyasyonlari ile iliskilendirilmesi ile bu durum desteklenir [28,29].

Folat eksikligi gibi besinsel faktorler CL/P risk faktorii olarak onerilmektedir. Gézlemsel
caligmalar ve tedaviler sirasinda folat destegi kullanarak Onleyici bir miidahale olarak
onerilmistir [30]. Baz1 diizenli klinik miidahaleler gosteriyor ki folik asit kullanimi ndral
tip defektlerini (NTD) o&zellikle erken embriyolojik gelisimde onemli dlglide azalttigi

gbzlemlenmistir [31]. Biitiin beslenme ve g¢evresel faktorler sendromik olmayan NL/P’yi
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etkiledigi ancak bu etmenlerin arasinda en etkili olan ise folik asit oldugu goriilmiistiir
[32]. Bununla birlikte besin giiclendirme programi kapsaminda folik asit kullanimiyla
farkedilebilir derecede yariklanmalarda azalma oldugu goriilmiistiir [33-36]. Gelecekte

folik asitin CL/P {izerine etkisi yapilacak caligmalarla daha net sekilde aydinlanacaktir.

Olas1 etiyolojik faktorler arasinda, A grubu ve B vitamin eksiklikleri gosterilmistir.
Deformitesi bulunan bebeklerin annelerinin %25'inde B grubu vitamin eksiklikleri
gbézlemlenmistir. Bir baska etiyolojik faktor de oligohidramniyozdur. Oligohidramniyoz,
bebegin anne karninda yilizdiigi amniyon sivisinin miktarinin normalin altinda oldugu
durumun adidir. Steroid ilaglar, antikonviilzan ilaglar, diyazepam ve aminopterin de deney
hayvanlarinda YDD deformitesi meydana getirmistir. Bazi ipuglar1 gostermektedir ki,

fenitoin ve diyazepam insan embriolarinda YDD meydana getirmektedir [37].

2.4. CLP’DE Cleft Tipleri, Sendrom ve Aday Genler

Cizelge 2.1. CLP’de cleft tipleri, sendrom ve aday genler [38-88].

cleft tipleri Sendrom Gen
Cleft lip +/— cleft| Otozomal dominant gelisim aksakligi ACTB
palate Ailevi gastrit kanser ve CLP CDH1
Craniofrontasal EFNB1
Roberts ESCO2
Holoprosencephaly GLI2
Oro-facial-digital GLI3
Hidroletalus HYLS1
Van der Woude/ popliteal pterygium IRF6
X-zihinsel gerilemeye bagli ve CLP PHF8
Gorlin PTCH1
CLP-ektodermal displazya PVRL1
Holoprosencephaly SHH
Holoprosencephaly SLX3
Brangiyo-oculo-facial TFAP2A
Holoprosencephaly TGIF
Ektrodaktil-ektodermal diplazya-yariklanma TP73L
Ankyloblepharon-ektodermal diplazya-clefting TP73L
Tetra-amelia ile CLP WNT3
Sadece Cleft palate  [Oculofaciocardiodental BCOR
CHARGE CHD7
Letal ve escobar multiple pterygium CHRNG
Stikler tipl COL2A1




Cizelge 2.1. (devam) CLP’de cleft tipleri, sendrom ve aday genler [38-88]

Stikler tip 2 COL11A1
Stikler tip 3 COL11A2
Dezmoterolzis DHCR24
Smith-lemli-opitz DHCR7
Miller DHODH
Craniofrontonasal EFNB1
Kallmann FGFR1
Crouzon FGFR2
Apert FGFR2
Otopalatodigital tip 1 ve 2 FLNA
Larsen sendromu; atelosteogenez FLNB
Kalitsal lemfodema-distikhiyasiz FOXC2
Bamforth-Lazarus FOXE1
Orofacial-digital GLI3
Van der Woude/ popliteal pterygium IRF6
Andersen KCNJ2
Kabuki MLL2
Cornelia de Lange NIPBL
X-zeka yavaslamasina bagh PQBP1
Izole olmus cleft damak SATB?2
Diastrofik displazya SLC26A2
Campomelik displazya SOX9
Pierre Robin SOX9
diGEorge TBX1
X-damak yariklanmasina bagl ve ankyloglossia TBX22
Teacher collins TCOF1
Loeys-dietz TGFBR1
Loeys-dietz TGFBR2
Seathre-chotzen TWIST1
orta hat Cleft lip Opitz G/BBB MIDI
Oro-facial-digital tip 1 OFD1
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Cizelge 2.2. Dudak damak yarigini tetikleyen genler ve lokuslar1 [89-91]

LOKUS

GENLER

19q13.2

179211

4pl6

|;|
5

2p13

TGFA

1424

1032.3-g41

IRF6 (OFC 6)

1p36

11233

PVRL1

1041

15q11

GABRB3

2033

3028

TP73L (OFC 8)

6p24-p23

2p13

OFC2

19913

1g21-g31

OFC4

13g33.1-q37

19913

CLPTM1




Cizelge 2.3. Dudak-Damak yariklarini etkileyen aday genler ve lokuslari [89-91]

FOXE1
GLI2
ISGF3G
JAG2
MSX2
NAT1
OSR2
P63
PAX9
SATB2
SKI
SPRY1
SPRY?2
TBX1
TBX10
TGFB1
TGFBR1

17
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Cizelge 2.4. Hastaligin baz iilkelerde goriilme oranlari

Hastaligin bazi ilkelerde goriilme oranlari —’

Amerika yerlileri: 3.74/1000

Asya: 2.02/1000

Japonya: 0.82/1000-3.36/1000

Kore: 1.81/1000

e

ABD: 1/600-1000

2.5. Dudak ve Damagin Embriyolojik Gelisimi

Bas ve yiiz gelisimi, bir¢ok sinyal iletim sistemini, biiyiime faktorleri ve onlarin
reseptorlerini, transkripsiyon faktorleri, hiicre adezyon molekiilleri ve ekstraselliiler

matriks komponentlerini igine alan olduk¢a karmasik bir metabolik gelisim sistemidir
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Cizelge 2.5. Bas ve yiiz gelisiminde rol oynayan faktorler (Stainer ve Moore 2004)

Sinyal Yolaklar1 Shh, Bmp2, Bmp4, Bmp7, Wnt5a, Smad2-4

Biiyime  Faktorleri  ve | Egf, Egfr, Tgf, Fgf2, Fgf8, Fgfl, Fgfilr, Fgf2r

Reseptorleri

Transkripsiyon Faktorleri | Ap2, DIx1-6, Gli2-3, Hoxa2, Irf6, Lhx8, Pax9,

Hiicre Adezyon | Pitx2, Prx1, Msx1, Thx1, Thx22
Molekiilleri Pvrll, Conn43, E- Kadherin
Ekstraselliiler Matriks Col2A1, Col11A1, Col11A2, Mmp2-3, Mmp9,

Mmp13, Timpl-3, Fibronektin

Jirasek ve arkadaslarinin 2004°te yaptiklari ¢alismada; embriyonik yasamin ilk haftalarinda
anterior noral tiipiin dorsalinden koken alan noral krest hiicreleri mezensim hiicreleri ile
yiiz taslagini (fasiyal primordia) olusturmak tizere birlesirler. Fasiyal primordia olusum
sathasinda, on tarafta (anterior) noropodun kapanmasindan once oral plaka g¢evresinde
takip eden yapilar yer almaya baslar. Basin orta noktasi, stomedium kapanirken, oral
membrana rostal ve notokordal plakanin eklendigi bolgedir. Goz vezikiillerinin ¢ukurlart
belirgindir. Yanlardaki gbz kadehleri, olfaktori hiicreleri stomedium g¢evresine dogru,

prosensefalonun 6n bolgesinden go¢ eder ve oral membran tarafindan kapatilir.

Erken embriyonik safhada anterior néropod kapatilir, oral membran kaybolur ve olfaktori
(koku alma ile ilgili) plakodlar belirgin degildir. Pentagonal stomedium gbz kadehleri,
maksillar ve mandibular merkezler, ilk farengial arklar ve ektodermle kapli 6n beyin

sekillenir.



Medial nasal
processes

Frontonasal
- prominence Lateral nasal

. processes
Maxillary

processes
Oral cavity

Mandibular
processes

Primary
palate Incisive

foramen

Nasal
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Fused
palate

Secondary
palatal
- shelves

Sekil 2.5. Dudak ve damak geligimi

Insanda dudak ve damak gelisiminin sematik gdsterimi. (a) embriyonun 4. Haftasina kadar
on nasal prominens, maksillar siire¢, oral yolun belirmesi ve mandibular siire¢. (b) 5.
Haftasinda nasal yapilar (yanal, orta kisim ve yollarinin) gelisimi. (c¢) 6. Haftanin sonunda
nasal yapilarin ist dudak ve maksiler yapilarla birlesmesi (d). 6. Hafta boyunca
embriyogenez sonucu sekonder olarak olusan vertikal yonlii damak. (e) damak yapisinin

horizontal gelisimi. (f) damak yapisinin tamamen olusumu [92].

2.6. Baz1 Aday Genlerin Molekiiler Patogenezi

Genom cergevesindeki ¢aligmalar CLP’de tanimlanmis bilgilerin sayisini artirirken, bu
caligmalarin daha ¢ok ilerlemesi ve hastaliga sebep olan ¢esitli etkenlerin belirlenmesi
gerekmektedir. Hayvan modelleri ve gen ifade verisi, karmasik kisisel 6zellikler i¢in aday
genlerin tanimlanmasina yardimci olacak giiclii bir aractir; en 6nemlisi onlar, bizim normal
yiiz gelisiminin ve CLP’nin molekiiler patogenezinin bilgilerini edinmemize katkida
bulunacaklar. Fare, insan craniofacial gelisimini yansitan tiirlerin i¢inde en énemlisidir ve
farelerde CLP yiiksek oranda goriilen bir durumdur. Fare, insanlarin CLP molekiiler

patogenezinin anlasilmasinda etkilidir [93,94].
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2.6.1. IRF6 geninin patogenezi

Interferon diizenleyici unsur 6(IRF6) iizerindeki mutasyonlar, CLPde sadece dise ait
anomaliler ve dudak hasarlarin1 igerebilen otozomal dominant Van der Woude
sendromunda etiyolojik olarak tanimlanan mutasyonlardir. Yeni arastirmalar gosterdi ki
IRF6 alelleri non-sendromik CLP ile de iligkilidir [95]. Bu iliski ¢ogu aday gen
caligmalarindan bagimsiz degildir. Son olarak sadece non-sendormik CLP i¢in hayvan
modelleri iizerinde bir enhancer bélgesinde konuslanmis 10 kb uzunlugunda 6zel farkli bir
sekansin(rs642961) taninmasini sonu¢ veren biyokimyasal analizler yapilmigtir. En
Oonemlisi transkripsiyon unsuru AP-2a i¢in tutunma bolgesinde risk alelinin basladigi yer
tespit edilmistir ki otozomal dominant CLP diizensizligi olan bronsiyo-ocula-facial

sendrom mutasyonu énemlidir [96,97].

CLP’de IRF6’nin rolii hayvan modellerinin analizi ile daha fazla desteklenmelidir. Son
aragtirmalar gosterdiki farede IRF6 mutasyonu, agiz egimini durdurabilen ve yarik
damakla sonuclanabilen multiple epitelyal adezyonu yonlendiren istenmeyen terminal
farklilagsma hatas1 olan hiper-proliferative epidermisi gergeklestirir [98,99]. Bu sonuglar,
IRF6’nin  keratinosit  proliferasyonu/farklilagmasinin  nasil  olacagini  veya olup
olmayacagini belirleyen bir anahtar oldugunu gosterir ve daha sonra gelen arastirmalar
IRF6’ nin, uygun damak adezyonunun olugmasinda gerekli olan spatio-temporal
diizenleyicisi oldugunu ve oral periderm sekillenmesinde anahtar rol oynadigini ortaya
cikarmaktadir. Son olarak fare genetiginin bir bileskesi, ifade analizleri, kromatin
imminopresipitation ve luciferaz habercileri altin bir isaret olarak CLP iceren altinda dogru
sekillenmeyen ciddi sendromlar barindiran IRF6 p63°iin direk hedefidir. p63, sadece yarik

dudakliliga duyarlilig1 artiran varyasyon olan bir enhancer yolu ile IRF6’y1 etkinlestirir.

2.6.2. MAFB geninin patogenezi

MAFB geni ana 16sin tutturucu transkripsiyon unsurunu kodlar. MAFB yakint markirlar,
GENEVA cleft ortak ¢alisma i¢cinde genom ¢ergevesinde tespit edilmis ve asya kokenli
insanlarin istatistiksel verileri ©Onemli katkilar saglamistir. Bagimsiz replikasyon
deneklerinde Avrupa atasal iiyelerin 1149 tanesinde SNP ile iliski ve baglantinin kanitlart
goriildii ki Asya aileleri arasinda en giiglii sinyal iirinii snp 260 bp olarak lokalize

olmustur. MAFB’de anlamsiz bir mutasyon olan H131Q Filipinlerde %3,5 kontrol
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gruplarinda %0,07 oraninda gézlenmistir. Bolgede bu farkli olusumlar ve giiclii sekilde
korunmus bu sekans oranlar1t MAFB’da nadir farkliliklar olabildigini sunar ki MAFB
GWAS sinyallerinin gozlemlenmesine biiylik katki saglar. Damak gelisiminde rol alan
transkripsiyon unsurlart (MSX, IRF, SOX ve BACH gen ailesi) olarak bilinen MAFB
icinde sayisiz tutunma bdlgelerinin her iki tarafindaki zayif gen bolgeleri alisiimigin
disindadir. Farede MAFB ifadesi, damak hattinin epitelyumunda kuvvetli oldugu ve

damaksal fusion boyunca orta epitelyum cukurlanmasinda etkili oldugu gériilmiistiir.

2.6.3 ABCA4 geninin patogenezi

ABCA4 ATP yumag: bandin tasiyicisini kodlar. ABCA4 ve 3li sonun multiple markirlari,
GENEVA cleft GWA calismasinda genom cergevesinde dnemli seviyelere ulasilmasinda
onemli imkanlar saglamistir, Asyali grup arasinda ¢ok kuvvetli verileri bize sunmustur.
Bagimsiz aile gruplarinda giiclii sinyalleri ile SNP’lerden 2 tanesi replike edilmis ve bu
SNP’lerden biri (rs560426) asya aileleri (p=0.0003 331 denekte) Avrupa aileleri ile
karsilastirildiginda ¢ok az tespit edilmistir (p=0.005 1149 denekte). Bu farkliliklar ya
yaygin alellerin 2 grupta farkli olmasi ile agiklanir ya da farkli haploit arka planda olusan
multiple risk alellerin varligiyla agiklanir. ABCA4’ iin, otozomal resesiv retinal dejeneratif
hastalik olan Stargradt hastaligina sebep oldugu bilinir ve diger okiiler diizensizlikler ya da
Stargradt hastaliginda daha Once tespit edilen ¢ogu anlamsiz 27 farkli mutasyon
goriilmistlir. Bu mutasyonlar 190 CLP’de ABCA4’ iin 50 eksonunda sekans edilmistir.
ABCAA4 diger birgcok genle cercevelendiginden ABCA4’ {in {ist nokta sinyalleri yanindaki
bir genin etiyolojik farkliliklari ile etkilesebilir. Dahast damak olusumu boyunca faredeki
damak tabakalarinda hic ABCA4 ifadesi goriilmemistir [100,101].

2.6.4. WNT geninin patogenezi

Genom ¢ergevesinde yapilan ¢aligmalara heniiz girmemesine ragmen WNT genleri
icindeki varyantlarin non-sendromik CLP ile iligkisi oldugu rapor edilmistir ve WNT3 teki
mutasyonlar CLP ile birlikte otozomal ¢ekinik 6zellikteki ekstremitelerin yokluguna (tetra-
amelia) sebep verdigi goriilmiistiir [102,103]. WNT sinyalinin non-sendromik CLP’de
etkisinin oldugu bilgisi giiglii degildir. Bu bulgular normal dudak-damak gelisimi i¢in aday
genler igcine Wnt sinyal yolaginin analizinin de ilave edilmesine sebebiyet vermistir. Wnt9b

isaretli mutasyonu farelerde CLP’ye sebep olmustur ve A/WySn tiirii fare Wnt9b geninin
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asag1 yoniinde 6.6 kb’lik retrotranspozon eklentisine sahiptir ki bu kisim clfl lokusu olarak
bilinir. Bu bulgular Wnt9b geninin dudak gelisiminde anahtar rol oynadig: bilgisini bize
sunar. Bu hipotezi destekleyen baska bir gozlem de farede orta hat yiliz morfogenezinde
dogal Wnt sinyal yolaginin aktive olmasidir ve ayrica Wnt/B-katenin sinyal yolaginin bir
ko-reseptoriiniin ve lipoprotein reseptdr baglantili protein 6’nin(Lrp6) diisik yogunlukta
inaktivasyonu CLP’ye sebebiyet verir. Merak uyandirici bir sekilde Msx1 ve Msx2, dudak
sekillenmesinde ve dudak yapilarmin birlesmesinde bu Wnt/B-katenin sinyal yolaginin

asag1 yonlii diizeylerde oldugunu gostermistir [104-108].
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3. MSX1 Geni

MSX1 geninin literatiirdeki adi ‘msh homebox 1’ olarak geger. MSX1 geni diger genlerin
aktivitelerini kontrol eden bir protein ifadesi igin bilgiler kodlar. MSX1 geni homebox
genlerinin i¢inde biiyiik bir alani isgal eder ki MSX1 geni ¢ogu viicut yapisinin gelisimdeki
seklini kontrol eden bir homebox genidir. Ozellikle dis ve diger ¢ene yapilarinin
gelisiminde 6nemli bir gendir. Ayn1 zamanda da parmak ve tirnak yapilarinin gelisiminde

de etkili olabilir oldugu tartigilmaktadir.

Wolf-Hirschhorn sendromu MSX1 geni ile iliskilidir. Bu sendroma sahip insanlarda tipik
olarak silinen kromozom 4 bdlgesinin disinda yerlesmesine ragmen MSX1 geninin genelde
silindigi goriiliir. MSX1 geninin kayb1 6zellikle agiz ve dis gelisiminde ifadesi olan diger
birka¢ genin diizenleyici etkisini biiyiik olasilikla engeller. Arastirmacilar MSX1 geninin
silinmesinin dis kayb1 ve diger dental anormalliklerin olusumuna etkisinin olduguna, agiz
yapilarinin bigimlerinin gelisimini sekteye ugrattigina inanmaktadir. MSX1 geninin kaybi1
ayni1 zamanda Wolf-Hirschhorn sendromlu hastalarda agiz gatisinda agilmaya (cleft palate)

ve/veya list dudak yariklanmasina (cleft lip) sebep olur.

Omurgali cranio-fasial yapilarin gelisimini, epitel ve mesengimal gelisimi igeren siirecleri
multiple etkilesim yoluyla bir seri transkripsiyon faktorler etkiler [109]. Transkripsiyon
faktorler arasinda olan Msx homeobox gen ailesinin iiyeleri Drosophila msh (muscle
segment homeobox) ile iliskilidir [110]. Insanlarda MSX gen ailesi, kismi model &rtiisen
embriyonik agiz-yiiz bolgesini ifade eden MSX1 ve MSX2 olarak iki tiyeden olusur [111].
Bir tanskripsiyonal resepsor olarak MSX1 damak ve dis embriyonik olusumunda hayati
oneme sahiptir [112]. Buna ek olarak tiimor baskilayici olarak ve sinir sistemi gelisimine
katilarak dudak sekillenmesinde rol oynar [113,114]. Insanlarda MSX1 varyantlart NSCLP
(non_syndromic cleft lift palate) ve sendromik olmayan dis kayiplar1 seklinde ¢ok cesitli
fenotipler gosterir. Witkop sendromunda farelerde homozigot MSX 1 gen silinmesi yarik
damak ve dis gelisism bozukluklari olarak goriiliir[115]. Cekirdek aile tabanli ve kontrol
grubu lizerinde yapilan ¢alismalarda MSX1 insan yariklanmalarinda rol aldigr ve 10 dan
fazla MSX1 varyantinin CL/P ile iligkiside gosterilmilstir[116-119]. Agiz-yiiz
yariklanmalariin etiyolojisinde %2 oraninda MSX1 varyantalarinin etkili oldugu yapilan

caligmalarla tespit edilmistir[120,121].
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Sekil 3.1. Baz1 sendromlu-sendromsuz yariklanmalarin ve MSX1 gen iizerindeki genetik
mutasyonlarin  gesitleri ve yerleri tespit edilereck hastalikla iligkileri
gosterilmektedir [122].

Bmp4 gibi biiylime faktorii diizenleyicisi yoluyla memelilerde primer damak gelisim
embriyogenezinde MSX1 geninin etkisi oldugu gosterilmesine ragmen hala MSX1 geninin bu
palatogenezde tam olarak rolii ve diger diizenleyici faktorlerin palatogeneze etkisi genis bir sekilde
bilinmemektedir [123].
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Sekil 3.4. MSX1 geninin organizasyonu. Renksiz bolgelerde Exon 1 ve Exon 2 bolgeleri
vardir; bu iki ekzon arasinda intron kismi vardir. Gri renklendirilen bolgeler
homeodomein kodlayicit bolgedir. ATG baslangi¢c kodonu TAG bitis kodonudur.
Numarlandirilmig kisimlarda aminoasit artiklari vardir. Ustte MSX1 geni SRNA
ve altta ASRNA oklarla gosterilmistir. Solda gri ok ve sagda cizgili oklar
sirastyla SRNA ve ASRNA promoter’lart vardir.[124] Cizgili oklar proksimal
enhancer (PE-2630, 2553 kb arasi) ve distal enhancer (DE- 4670, 4420 kb)
pozisyonlart vardir.[125] “rs* harfleri ile adlandirilan SNP bolgeleri gri olarak
belirtilmistir. Bu ¢alismada SNP1 (-8796 kb), P147Q (440 kb), SNP5 (2845 kb),
P278S (832 kb), siyah olarak gosterilmis. 5S’UTR ve 3’UTR bolgeleri koyu gri
kutucuklarda gosterilmistir [126].
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Sekil 3.5. MSX1 gen 6zellikleri; kirmizi kisim kodlanan bolge, mavi translate edilmeyen
bolge 5°-3" yoniinde ekzon 1 ve ekzon 2 kisimlari semada gosterilmistir.

SNPG, CII0T
SNP1, -1836G/A SNP7, 1170G/A
SNP5, C101G
5 3
: N— -
SNP2, -1ﬁﬂﬂﬁiﬁﬂ Exon 1 Exon 2
SNP3, -1507G/A

Sekil 3.6. MSX1 geni iizerinde baz ¢ifti konumlarina gére SNP ’lerin yerlesimi

MSXI1 iizerinde 8 tane SNP (single niicleotid polymorphism) tanimlanmistir. SNP’lerin
MSX1 geni iizerindeki yerlesimi sekillerde gosterilmektedir.
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SNPS, 95901 :
SNP3, c4281 SNP8, g2284a
o SNP1, g219 CA repeat, 1544] | e
—.— e —
SNP2. ggggaJ SNPS, t19299J
SNP4, c5201 SNP7, c2204a

Sekil 3.7. MSX1 genindeki SNP’ lerin yerlesim yerleri. Yerlesim yeri baz c¢iftlerinin
pozisyonuna, intronun baglangicindaki ilk niikleotide gore etiketlenmistir.
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Cizelge 3.1. MSX1 geni iizerindeki 6nemli mutasyonlardan bir kismi (O.D.: otozomal .

dominant)
Amino Asit Niikleotit Mutasyon Fenotip

Degisimi Degisimi Tipi
G16D G47A Missense Bilinen etkisi Yok
A30A C90A Sessiz mutasyon Bilinen etkisi Yok
A34G C101G Missense Bilinen etkisi yok
E78V A233T Missense Izole DDY
V8oV G240A Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok
S105X C314A Nonsense DDY!/oligodonti
G110G C330T Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok
V114G T341G Missense Izole DDY
G116E G347A Missense izole DDY
L118L C354T Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok
R151S G453T Missense Izole DDY
P278S C832T Missense izole DDY
S202X C605A Nonsense Witkop Sendromu
A275A C825T Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok
G267C G799T Missense Izole DDY
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Cizelge 3.2. MSX1 haploitinin oral yariklar ile iliskisi. SNP alel frekanslar1 ve ebebeynler
arasinda Hardy-Weinberg denge testi. Bu testle elde edilen verilerden
yararlanilarak CLP’de MSX1 haploitinin etkisi gdzlemlenmistir

Maker — Alble  Fequny  Noofchomosomes — Hotemryoosity — HWE Prvalue

NP1 G 0813 300 030 (1783
NP2 [ 035 04 1418 1128
NP3 [ (04 36 Il 0528
NP4 [ (K2 30 (083 1457
NP ¢ 0623 o 1433 264
bl - I b61 145 0673
NP [ 0273 b 03% (071
NP7 ( it 04 264 (17%
NP ¢ 028 04 13 0357

3.1. Gen-Gen Etkilesimi

Yariklara yol agan gen-gen etkilesiminin istatistiksel kanitlart MSX1 (transkripsiyon
represoril) ve TGFR3 (hiicre farklilasmasida dahil) [127] igin ve MSX1 ve TGFA (biiyiime
faktorii) (P=0,04) [128] i¢in bildirilmistir. Vieira ve arkadaslarinin yaptiklar: bir ¢alismada;
bir veya 169 baz ¢ifti allellerinin birkagina sahip olan probandlarin (ailede genetik olarak
etkilenmis ilk vaka) oldugu Giiney Amerika popiilasyonundaki ailelerde MSX1 ve TGF33
duyarlilik allelleri arasinda bir etkilesim olabilecegini disiindiiren, TGFB3 (P=0,05) ile
iletim bozulma sna kanitlar bulunmaktadir [127]. Dis agenezisi ile ilgili ¢alismalar, yarik
dudak ve damak ile iliskili olabilecek olas: etkilesimleri 6nermistir. Vieira ve arkadaslar
oncelikli premolar agenezin FGFRI(Fibroblast biiylime faktoriil) (P=0,014) ve IRF6
(P=0,002) markerlar: ile olan iliskisini gostermislerdir. Ayn1 zamanda IRF6 ve MSX1
(P=0,001), IRF6 ve TGFA (P=0,03) arasindaki etkilesimlerin istatistiksel kanitlar1 da
bildirilmistir [129]. MSX1 ve PAX9 mutasyonlar:, insan dis agenezinin formlarinda
gosterilmistir. Vieira ve arkadaslar etnik ¢esitlilik gosteren bir insan popiilasyonunda
yapmis olduklar: bir ¢calismada, MSX1 ve PAX9 genlerindeki dis agenezisi ve DNA dizi
varyasyonlarinin arasindaki iliskiyi belirleme amaglanmistir. Vieira ve arkadaslarinin

yapmis olduklari bu c¢alisgmada MSX1 veya PAX9 kodlama bolgesinde mutasyon
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bulunmamistir. Ancak MSX1’ in PAX9 ile insanlarda dis agenezine neden olabilecek
etkilesim kurabilecegini diisiindiiren anlamli veri bulunmustur (P=0,02) [130]. Ogawa ve
arkadaslar tarafindan yapilan galismada, bir fare modelindeki ekspresyon analizi ve insan
genetik ¢alismast birlestirildiginde elde edilen biyokimyasal veriler, dis gelisimi sirasinda
PAX9 ve MSX1 arasinda islevsel bir iliski oldugu gosterilmistir [131]. Ogawa ve
arkadaslarinin yaptigi bir baska g¢alismada MSX1’ in diizenlenmesinde PAX9’ un dahil
olup olmadigini belirlemek i¢in MSX1 ifadesi PAX9 eksikligi olan farelerin dis
primordiasinda analiz edilmistir. Analizler sonucu elde edilen bulgular PAX9 ve MSX1

arasindaki iliskiyi gostermektedir [132].

IRF6

PAX9 Tooth agenesis

MSX1

Nonsense mutations
Missense mutations

Hypomorphic alleles

/ Clefts

TGFB3 I'GFA

Sekil 3.8. Bugiine kadar tanimlanmis Msx 1 genotip-fenotip korelasyonlari, etkilesimleri ve
mutasyonlari [16]

Orofasiyal ve dis gelisimi ile ilgili olarak belirlenen énemli sinyal molekiilleri (6zellikle
biiyime faktorleri) ve transkripsiyon faktorlerinin molekiiler mekanizmas: Sekilde
gosterilmektedir. Bu molekiiler mekanizmaya gore; farkli biiylime faktorii-biiylime faktorii
reseptoric kombinasyonlar1 belirli bir transkripsiyon faktoriinin (DNA’ ya dogrudan
baglanan proteinler) aktivasyonuna veya inaktivasyonuna yol agar. Bu transkripsiyon
faktorleri genomun diizenleyici bolgelerine baglanir ve hiicre gogii, hiicre boliinmesi veya
hiicre 6liimii gibi hiicre davranislarini kontrol eden genlerin belirli kiimelerinin ifadesini

veya baskilanmasini yonlendirir. Birgok durumda transkripsiyon faktorlerinin bir hiicre-
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hiicre "diyalogu" olusturulmasinda, diger hiicrelerin sinyalizasyonu i¢in hiicre tarafindan
yeni biiylime faktorlerinin ifadesine yol acar [133]. Bu sinyal molekiillerinde ve
transkripsiyon faktorlerinde meydana gelebilecek bir mutasyon molekiiler mekanizmada

aksakliklara yol agabilir, sonug¢ olarak orofasiyal gelisimde ve dis gelisiminde

anormalliklerin goriilmesine neden olabilir.

Gene expression induced by the
activated transcription factor

Sekil 3.9. Biiylime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri ve transkripsiyon faktorleri
tarafindan yiiriitiilen sinyalizasyon [112]
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4. MATERYAL METOD

4.1. Materyal

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, kullanilan olan 71 adet kan drnegi Ankara Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi’ne basvuran sendromsuz dudak damak yarikli Tiirk hastalardan,

goniilli onam formlar1 imzalatilarak 2016-233-1 nolu etik kurul karari ile elde edilmistir.

Hastalardan alinan periferal kan 6rneklerinden Fenol-Kloroform yontemiyle genomik DNA
izolasyonu yapilarak, MSX1 geni {lizerinde literatiirde belirtilen polimeraz zincir
reaksiyonu sartlarina gére metod uygulanmistir. Elde edilen polimeraz zincir reaksiyon
tirtinleri; RFLP ile analizleri yapilmistir, RFLP metoduyla ¢alisilan 6rneklerde mutasyonu
belirleyecek olan restiriksiyon endoniikleazlar kullanilarak gen iriinlerinin kesimi
yapilmistir. Bu enzim kesim tirlinleri %2’lik agaroz jelde elektroforezleri yapilarak jel

goriintiileme cihazinda fotograflari ¢ekilmistir.

4.2. Metod

4.2.1. Fenol-kloroform yontemiyle DNA izolasyonu

Iml EDTA + 9ml Kan

1. Ornegin hacminin 2.5 kat1 kadar RBC (Red Blood Cell) Lysis soliisyonuna konur.

2. Hazirlanan karisim calkalandiktan sonra 20 dk. buzda bekletilir.

3. 20 dk. 4000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilir.

4. Tipte dipte beyaz ¢okelti goriilmedigi taktirde, siipernatantin bir kismi dokiiliir, hacim
RBC Lysis soliisyonu ilave edilerek dipte l6kosit tabakasi olusana kadar islem tekrarlanir.
5. Lokosit tabakasi elde edilince siipernatant dokiiliir.

6. RBC Lysis soliisyonuyla 1-2 kez yikama yapilir.

7. Ornege 1000ul RBC Lysis soliisyonu ilave edilir.

8. Vorteksle homojen halde getirilir.

9. 200ul 6rnekle isleme devam edilir. Geri kalan stoklanir.
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10. +500ul STE+ 30ul SDS (%10’luk) +20ul Proteinaz K ilave edilir.
11. Ornek 56°C su banyosunda 1 gece bekletilir.

2. Giin

[a—

. Ornege 1:1 oraninda fenol ilave edilir.

. 10 dk. ¢alkalandiktan sonra 20 dk. buza gémiiliir.
. Ornek 20dk. 4000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilir.
. Stipernatant baska bir ependorfa alinir.

. 1:1 oraninda (750ul) kloroform ilave edilir.

. 10 dk. calkalandiktan sonra 20 dk. buza gomiiliir.
.20 dk. 4000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilir.

. Stipernatant baska bir ependorfa alinir.

O 00 9 N DN K~ W DN

.+ Hacim 1/10’u kadar NA asetat+toplam hacmin 2 kat1 kadar %95’lik etanol tiipe alinan
siipernatanta ilave edilir.

10. DNA iplik¢ikleri beyaz yumak seklinde goriiniir hale gelinceye kadar tiip yavasca alt-
st edilir.

11. Omek -20°C’de 1 gece bekletilir.

Resim 4.1. izole edilen DNA

3. Giin

1. Ornek 20 dk. 4000 rpm 4°C’de santrifiij yapilir.

2. Tiipiin dibinde ¢okmiis DNA yogunluguna bakilarak eklenecek olan TE (TrisEDTA)
miktar1 belirlenir.

3. Siv1 kismu dokdiliir.

4. Ornege +500ul %70’lik etanol ilave edilir.

5.20 dk. 4000rpm’de 4°C’de santrifiij edilir.
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6. Alkol dikkatlice dokiilerek kurumaya birakilir.

7. Eppendorf tiipiine TE ilave edilir.

8. Tlp 37°C su banyosunda 1 gece bekletilir.

Belli miktarlarda sulandirilan DNA’larin milimetredeki miktarlar1 Nanodrop kullanilarak
tayin edilmistir. Izolasyondan istenilen sonug elde edilmedigi takdirde diger yontemler

denenmistir.

4.2.2. Polimeraz zincir reaksiyon yontemi (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bir in vitro ve in vivo DNA amplifikasyon metodudur,
reaksiyonlar farkli sicakliklardaki ii¢ olayin sikluslar halinde tekrarina dayanmaktadir.
PCR ile DNA fragmentleri cogaltilabilir ve ¢ok kiiciik érneklerden analizler igin yeterli

miktarlar elde edilebilir.

1. Orjinal DNA
5. Denatiirasyon

» AAASASARRC NN RSN RS A Y

AAAAALLALLL A AL

6. Primer
Baglanmasi

YT T TTYT MY T T™Y™Y

F SIS 1S B WS 1D U6 U S5 1 TSP

2. Primerler

3. Taq Polimeraz

4. Niikleotitler l

8. Denatiirasyon

Sekil 4.1. PCR zincir reaksiyon semasal goriiniim.

PCR, DNA icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgilin bir bolgeyi
enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Metod

basitce, tlip igerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir.
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DNA oOrnekleri; analizi yapilacak olan genin belirli bolgesinin ¢ogaltilmasini saglayan in
vitro DNA sentezi yontemi olan sartlar1 ayarlanmigs PCR’a uygulanir. Yontemin esasi;
yiiksek 1s1 uygulamasiyla ¢ift sarmalli DNA’nin denatiire olmasi (denatiirasyon), spesifik
oligoniikleotid primerlerin komplementeri olduklar1 zincire baglanmalar1 (annealing) ve
1stya dayaniklt DNA polimeraz enzimi olan Taqg DNA polimeraz ile uzamalarindan olusan
DNA replikasyon mekanizmasina dayanmaktadir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da
tanimlanan PCR; 94 °C 98 °C araliginda gergeklestirilen denatiirasyon, 37 °C-65 °C
araliginda gergeklestirilen primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C’de gerceklestirilen

uzama agamalarinin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir.

Daha 6nce genomik DNA protokollere uygun bir sekilde, periferik kandan izole edilmistir.
Primerler kodlanmayan bdlgelerde 6zellikle MSX1 geninin ekzon 2 kodlama bolgesini
kapsayan fragmentleri ¢ogaltmak i¢in kullanilmistir. (ekzon 2 ig¢in primer 2F ve 2R;

Cizelge 3.1)

Polimeraz zincir reaksiyonunda izole edilmis olan 20ul yogunluk iceren 50 ng genomik
DNA, 1 x PCR tamponu, 1,9-2,0 mM MgCI2, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM primerlerden biri,
0,5 U Taq polimeraz, su parametrelerle: 40s 94°C’de, 40s baglanma sicakligi ve 40s
72°C’de 34 dongii i¢in kullanilmistir(Cizelge 3.1).

4.2 3. Restriksiyon endoniikleazla kesim

Insan genomunda tek baz degisiklikleri ¢cok siktir. Bazilarina gore bu siklik her 100 baz
ciftinde bir olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu niikleotit degisikliklerinin biiyiikk cogunlugu
zararsizdir. DNA polimorfizmi (gen degisimi), DNA {izerinde hastaliga neden olmayan,
suskun niikleotid degisimleri olarak tanimlanir. Eger bu polimorfizmler, bir restiriksiyon
enzimi (RE) kesme bolgesinin yok olmasina ya da yeniden olusmasina neden olurlarsa;
kolaylikla saptanabilirler. DNA, bu enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta parcalar olusur
ve analizlerde degisik pozisyonlarda goriiliirler. Bunlara —restriction fragment legth

polimorphisms (RFLP) —Restriksiyon enzimi uzunluk polimorfizmleri denilmektedir.

Calismamizda PCR’ da gerekli ¢ogaltmalar yapildiktan sonra, MSX1 genindeki
niikleotidlerin degisimini taniyan Ddel restriksiyon endoniikleazi kullanilarak bu gendeki

nokta degisimleri tespit edilmistir.
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4.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Elektoroforez; bir elektriksel alanda elektrik yiiklii molekiillerin (niikleik asit, protein gibi)
akimdan etkilenerek go¢ etmeleri olarak ifade edilir. Protein ve niikleik asitlerin belirli bir
pH’da bir elektrik alaninda ve iyonize ortamda molekiil biiyiikliigli ve/veya yiik farklarina
gdre ayrilma prensibine dayanir. Iyonize olabilen bilesiklerin katyon (+) ve anyon (-)
seklindeki iyonlarin ¢ozelti igerisindeki elektriksel alanda degisik sekilde go¢ etmesi
elektroforezin prensibini olusturur. DNA, elektroforezde anyondan (-), katyona (+)’a dogru
hareket eder.

%?2’lik agaroz jelde, elektroforezde yiiriitiilerek DNA parcalarinin ayrimi saglanmigtir.
TBESX tamponu kullanilmistir. Jel UV transilluminatérde goriintiilenerek, sonrasinda

fotografi ¢ekilmistir.

CNA PCR sonras1
- DNA kaliplan

TN,

ﬁ”

1. PCR iiriinleri yiikleme
soliisyonu ile jele yiiklenir.

2. PCRiiriinleri iki alkam
arasinda biiyiiklilklerine gore
ilerler.

3. Uriinler (-) yvonde hareket eder.

W e nm ( : 2
e ) @ 4. Baz uzunlugu acisindan kiiciik

m | M= olan iiriin hizhi hareket eder, bu
nedenle jelin en dniinde yer alir.

Sekil 4.2. Agaroz jel elektroforezi semasal goriiniim.
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Resim 4.2. Agaroz jel UV transilliiminator goriiniim.

4.2 5. istatiksel analiz

Pearson Ki-Kare testi, Hardy Weinberg equilibrium esitligi ve Odds ratio testleri
uygulanmistir. Hardy Weinberg’in esitligi ve Pearson Ki-Kare testi sendromsuz dudak
damak yarikli Tiirk hastalarin genotip ve alel frekanslarinin saptanmasinda kullanilmistir.
Hardy Weinberg esitligi kullanilarak, olas1 veriler ve elde edilen veriler arasindaki farkin
anlamli olup olmadigi degerlendirilecek, bundan sonra kan 6rnekleri alinmis Tiirk hasta
populasyonunun genotip yapisinin, Hardy-weinberg esitligi ile uyum gosterip géstermedigi
tespit edilmis olacaktir. Pearson Kikare testi kullanilarak hastalar ve kontrol gruplari
arasinda gen degisimleri aragtirilarak, bu ikisi arasinda anlamli farkliliklarin oranina

bakilip, gen degisiminin hastalik iizerine etkisi degerlendirilecektir.

Odds ratio testi ilede hastaliga yakalanma olasilik oranlari tespit edilmistir.

Hastalar ve kontrol gruplar birbirleriyle karsilagtirildiginda genotipler ve alellerin dagilimz;
hastalar ve kontrol gruplar1 arasinda hem genotipik(p=0.00; p<0.05) hem de alellik
(p=0.00; p<0.05) dagilimlar farkliliklar: bulundu.

Analizler, bize herbir genotipin hastalik-risk iliskisi tahmini yapmamizi saglamistir. Odds
ratio 28,235(%95 Cl1 11,728’den 67,978) testi ile GG sahibi CL/P hastalar1 ve kontrol
gruplart GT+TT genotipi ile karsilagtirildiginda iligki tespit edildi.

G alelleri ve A alelleri karsilastirma sonuglar1 odds ratio ile hesaplandigindi ve %95 Cl,
11.523(95% CI, 5,436 to 24.424) olarak rapor edildi. Kontrol gruplari ile



41

karsilastirildiginda T alellerinin frekanslar1 CL/P hastalarinda 6nemli derecedde artis

gostermektedir.

Hardy-Weinberg beklenti testine uygun olarak kontrol gruplari arasinda genotip dagilimda
farklilik bulundu (X2=26,167712 df=1 P=0.0000).

Cizelge 4.1. MSX1 Geni SNP5 polimorfizmi istatiksel analiz sonuglar1

MSX1 SNP5 HASTA KONTROL
n=71 n=89

GENOTIP

GG 17 (23,9) 80 (89,9)

GT 54 (76,1) 9 (10.1)

TT 0 (0) 0 (0)

X?=71,946., df=1, P=0.000 p<0.05 (fark var)

ALLEL
G 88 (62) 169 (94,9)
T 54 (38) 9 (51)

e  X2=54,309., df=1, P=0.000 p<0.05 (fark var)

o Kontrol ve hasta gruplari arasinda T alleline maruz kalma:
OR: 11.523 %95 ClI (5,436-24.424)

o X2=71,946., df=1, P=0.000 p<0.05 (fark var) NSCLP ‘de MSXI SNP5 GT/
TT igin hasta kontrol grubu karsilastirilmast.

e OR:28,235 %95 Cl 11,728-67,978 NSCLP’de MSXI1 SNP5 GT/ TT igin hasta-

kontrol grubu karsilastiriimasi.
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89,9

90

76 1

O Hasta
= Kontrol
GG GT TT
Sekil 4.3. MSX1 hasta ve kontrol gruplart arasinda SNP5 polimorfizmleri
100
80
60
O hasta
40 B kontrol
20

Sekil 4.4. Hasta ve kontrol fruplari arasinda G ve T oranlari
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5. BULGULAR

MSX1 geninin SNP5 bolgesinin, sendromsuz dudak ve/veya damak yariklig1 hastaligi ile
iliskili olup olmadigin1 belirlemek icin, Tiirk hasta ve kontrollerden alinan o6rneklerle,
kromozom 4pl6’da yer alan MSX1 geninin SNP5 bolgesindeki polimorfizmlerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu yliksek lisans tez caligmasi ile, 71 hasta birey (21 kadin
50 erkek) ve 89 kontrol grubundan alman &rnekler incelenmistir. Incelemeler MSX1

geninin ekzon 1 bolgesindeki SNP5 bolgesinde gergeklestirilmistir.

Cizelge 5.1. MSX1 Geni kontrol grubu alel analizi

MSX1 SNP5 Kontrol
1. GT HETEROZIGOT
2. GG
3. GG
4, GG
5. GG
6. GG
7 GG
8 GG
9 GT HETEROZIGOT
10 GG
11 GG
12 GG
13 GG
14 GG
15 GG
16 GG
17 GG
18 GG
19 GG
20 GG
21 GG
22 GT HETEROZIGOT
23 GG
24 GG
25 GG
26 GG
27 GG
28 GG
29 GG
30 GG
31 GG
32 GG
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Cizelge 5.1. (devam) MSX1 Geni kontrol grubu alel analizi

33 GG
34 GG
35 GT HETEROZIGOT
36 GG
37 GG
38 GG
39 GG
40 GG
41 GG
42 GG
43 GG
44 GG
45 GG
46 GG
47 GG
48 GG
49 GG
50 GG
51 GG
52 GG
53 GT HETEROZIGOT
54 GG
55 GG
56 GG
57 GG
58 GG
59 GG
60 GG
61 GG
62 GG
63 GG
64 GG
65 GT HETEROZIGOT
66 GG
67 GG
68 GG
69 GT HETEROZIGOT
70 GG
71 GG
72 GG
73 GG
74 GT HETEROZIGOT
75 GG
76 GG
77 GG
78 GG
79 GG




Cizelge 5.1. (devam) MSX1 Geni kontrol grubu alel analizi

80 GG
81 GG
82 GG
83 GG
84 GG
85 GG
86 GG
87 GT HETEROZIGOT
88 GG
89 GG

Tabloda gosterildigi gibi 9 heterozigot 80 kisi normal olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.2. MSX1 gen SNPS bolgesi pcr ve enzim sonuglari

1 | SevdaTOY GT HETEROZIGOT
2 | Satt UNAL GT
3 | Sevcan YUKSEL GT
4 | Mehmet YILMAZ GT
5 | Emre CAYIR GT
6 | Umit TOSUN GT HETEROZIGOT
7 | Safiye YILDIRIM GT
8 | Ahmet EKINCI GT
9 | Ahmet KARAASLAN GT
10 | Abdulkadir CINBIR GT HETEROZIGOT
11 | Haydar KOCYIGIT GG
12 | Faik ATALAY GG
13 | Burak KAYADELEN GG
14 | Omiircan KAYAALP GT HETEROZIGOT
15 | Ash SAYIM GG
16 | Ibrahim CIHAN GG
17 | Abdulsamet CIHAN GT HETEROZIGOT
18 | Hatice ALAGOZ GT HETEROZIGOT
19 | Emrah KUCUKAKINCI GT
20 | Sibel CEKIC GG HETEROZIGOT
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Cizelge 5.2. (devam) MSX1 gen SNP5 bolgesi per ve enzim sonuglart

21 | Ilknur SARAC GT
22 | Unal ERDEM GT
23 | Merve EROGLU GT
24 | Abdullatif TURKOGLU GG
25 | Enes YILDIRIM GG
26 | Goktug VAROL GT HETEROZIGOT
27 | Yunus Emre TEKDEMIR GG
28 | Mustafa BECER GG
29 | Yasin KOYUNCU GG
30 | Arzu ALKAN GT HETEROZIGOT
31 | Yakup IYIOL GG
32 | Sinem KOYLU GT
33 | Mehmet Can OZKAN GT
34 | Medine GUZEL GT HETEROZIGOT
35 | Faruk INAN GT
36 | EsraUCAR GT HETEROZIGOT
37 | Furkan BICER GT
38 | Bedriye COBAN GT
39 | Oguzhan ERCAN GT
40 | SefaIYIOL GT
41 | Mustafa ERKAN GG
42 | Mustafa BOYRAZ GT
43 | Mahmut SARAN GT
44 | Zeynep SADIC GT
45 | Hasan Ufuk AKESER GG
46 | Mustafa KACANER GT HETEROZIGOT
47 | Rabia KARATEPE GT
48 | Bugrahan KESER GT
49 | Batuhan Ekrem GULER GT
50 | Zekeriya BAKI GT HETEROZIGOT
51 | Zeliha KABAKTEPE GT




Cizelge 5.2. (devam) MSX1 gen SNP5 bolgesi per ve enzim sonuglart

47

52 | Resul TURKOGLU GT
53 | Harun YAMAN GT
54 | Biisra CEVIK GG
55 | Tunahan AYDOGAN GT
56 | Baran KILIC GT
57 | Damla GUCLUCAN GT
58 | Murat GUCLUCAN GG
59 | Hasan Ufuk AKARSU GT
60 | Selin POLATTAS GT HETEROZIGOT
61 | Mustafa KOCPINAR GT
62 | Murat DURSUN GT HETEROZIGOT
63 | Ahmet COLGECEN GT
64 | Samet KAYNARCESME GT
65 | Doguhan CAM GT
66 | Emre KURTULUS GT HETEROZIGOT
67 | Melih KARADAG GT
68 | Murat CELIK GT
69 | Raif DURGUN GT
70 | Reyhan KOCYIGIT GG
71 | Mehmet KOCPINAR GT HETEROZIGOT

17 kisi heterozigot 54 kisi normal 0 kisi mutant (TT) olarak tabloda gosterilmistir.
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(SNP5 G>T)

l

BseRI recognition : gaaga (Mutant cut)

960 bp

123 323 846

GG GT T
635 e —
523 — ————
200 R —— e—
123 — ——— —
112

958

Sekil 5.1. SNP5 mutant kesim ve baz ¢ifti sayis1 gosterir sema.
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Cizelge 5.3. SNP4 ve SNP5 analizleri

M T T T T e T T T T L T T T T e e

L1 et QUIRCSS e SO, Ve L

6 A AR P ORARURD IR WO (ot A}
DAL SESRCEOE, ORI LORCHLLAD SOOI asasabca ecttauuas |
L ey GLBBBN OB aR WA VRt ceactve
L sy Va8 OCiams CRAIEDT SBOIER eoseag
11 iy UPAOA SUAUCE caniatee QU ceomeat
L1 st SECIERCTR ROCICEt CHBEHE WoRCte: acutiony
LAL SASLIRLOR WGERAREs ORI, LRI ALCUT, dhctabot
DL cumaag GRS (CLORCCE ORI CHCAIB, BECRCCH
61 apecte AN QSR COMTRE OB SRt
L1 i s s cottomats et Ut (Conmep}BD0 |

L3681 Ehocanatan CRerttetat CACLaAGegy gotoncoen gacaccote catoatante
U641 K0caetacte catotebat chacugear tacteetann atecontagy aucogatat
(0L becagugaan Jtatagadte LaRCELuat totataccar aasactonet auccocacar
2761 Lasdocactt Latanocact gataastott Lageeaacor gtaaRsctas atgtooctt
LGCL guactungeq weqmecior Chotbatat tootoaacty tabbaacane caccteet {@m[p@]; W50 ]
0881, agatodce chaauangan eeoiceaty sajubetics baancratey ducageata
1941 pagtaatene BRALEAASEC) SOCLILAtan aeetangaty Vgecatena qeottceney @mm[m]; AR _}
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960 be.

Resim 5.1. MSX1 SNP5 PCR goriintiisii.

DNA izolasyonunun fenolkloroform yontemi uygulanmasi sonrasinda, PCR ydntemi ile

bahse konu gen bolgesi cogaltilarak jelde goriintii elde edilmistir.

Resim 5.2. MSX1 SNPS5 restriksiyon kesim
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6. TARTISMA

Diinya genelinde yiiksek oranda yaygin, birden fazla genin etkisi oldugu bir dogumsal
rahatsizlik olan sendromsuz dudak ve/veya damak yarig1 hastaligi tizerinde multidisipliner
aragtirilmalar yapilmasina ragmen, karmasikligindan dolay1 etiyolojisi biiyiikk oranda
anlasilmamistir. Multidisipliner (Birgok genetik ve g¢evresel faktorler) etmenlerin
sendromsuz dudak ve/veya damak yarig hastaliginin gelisiminde rol oynadigi
bilinmektedir. Fakat bu multidisipliner etmenlerin niteliginin tam olarak belirlenmesi igin,
kapsamli ¢aligmalar hastaligin taninmasi ve tedavisi icin gereklidir. Yapilan genetik
calismalar sonucu aday gen bolgelerin, hastaliga etkisi hususunda tutarli olmayan veriler
ortaya ¢ikmaktadir. Birbirinden farkli genler {izerinde yapilan ¢alismalarda gesitli veriler
bulunmasi, ¢esitli toplumlarda farkli yatkinlik yapici genlerin hastalik iizerinde etkisinin

gozle goriiliir dercede degisken olabilecegi genes bir degerlendirmedir.

Sendromsuz dudak damak yarikligina etkisi olan genlerin basinda gelen genlerden biri
MSX1 genidir. MSX1 geni bir transkripsiyon faktoriidiir ve diger homeobox proteinleri ile
etkilesime girerek transkripsiyonun regiilasyonunu saglamaktadir, diger transkripsiyon
kompleks kompanentleri ve c¢ekirdek bilesenleri ile birlikte transkripsiyon baskilayici
rollinii iistlenir. Bu yolakta ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucunda embriyonel siiregte cesitli
defektler meydana gelir, bunlarin en 6nemlilerinden biri sendromsuz dudak ve damak

yarigidir.

MSX1 geni ve dudak damak yarig: ile farkli populasyonlarda yapilan ¢aligmalar genin
hastalik iizerindeki etkisini ortaya koymaktadir. Norveg’te 174 CL/P hastalarindan 18’inde,
88 CPO hastasindan 25’inde yarikliliga neden olan TGFA, TGFB3 ve MSX1 genlerinin
etkili oldugu goézlemlenmis, bu genler arasinda MSX1 geni istatiksel analiz sonuglarinda
bulunan degerlerin anlamli oldugu ve hastaligin olusumuna katkida bulundugu
saptanmugtir [10]. Kore’de 23 erkek ve 13 bayanla yapilan diger bir arastirmada ise, ekzon
1 de 253 baz cifti bolgesindeki —G niikleotidinin “A” niikleotidinin yerine, 255 baz cifti
bolgesine “G” niikleotidinin eklendigi gdzlemlenmis, ekzon 2’de 11 baz ¢ifti bolgesindeki
“C” niikleotidi yerine 351 baz cifti bolgesindeki “A, T, G niikleotidlerin eklenmis ya da
352 baz cifti bolgesine “T, A” niikleotidleri eklenmistir. Protein analizlerinde, Thr85ala’da

anlamsiz mutasyon varligi belirlenmistir. Bu sonuglar MSX1 genindeki spesifik
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mutasyonlarin Kore’deki sendromsuz dudak damak yarigimin olusmasinda ¢ok énemli bir
rolii oldugunu gostermistir [78]. Danimarka’da yapilan bir ¢alismada ise, istatiksel analiz
sonuglart MSX1 geni i¢in bulunan degerler anlamli oldugu belirlenmistir [79]. Na Young
Kim ve arkadaslar1 2013’te Kore popiilasyonu flizerinde yaptiklar1 ¢alismada P147Q
varyanti MSX1 gen tizerinde ki SNP’ler arasinda olmadgini tespit etmislerdir Hindistan
Bengal’de yapilan bir calismada, genom tarama caligmalari sonuglarina gore, c¢oklu
kromozomal bélgelerin dudak damak yarikligr ile pozitif iliskide oldugunu belirtmektedir,
fakat Bengal populasyonu ile genetik yatkinlik bakimindan ortiisen Tiirk ve Ingiliz
populasyonlarinda hastaligin goriilme oraninin Shanghai Cin’deki sonuglardan diisiik
oldugunu vurgulamaktadir [82]. Bir diger calismada Kolombiya’da, 43 erkek ve 50
bayanla gergeklestirilen incelemeler sonucunda bulgular MSX1 geni ile CL/P arasinda
pozitif bir iliski oldugunu dogrulamistir [84]. Letonya’daki bir calismada ise, 107
Letonyali hasta DNA 06rnegi ile 351 kontrol grubu karsilastirilmis, sonug olarak MSX1
geninin hastaligin olusmasinda etkili bir gen oldugu desteklenmis ve Letonya’nin
Avrupa’da hastaligin prevalansinin en yiiksek oldugunu {ilkelerden biri oldugu

belirtilmistir [85].

Dudak-damak yarigimin Hindistan Japonya ve Cin’de yiiksek oranda goriilmesinin rapor
edilmesi, Afrika’da ise en diisiik oranda goriilmesinin sebebinin bu hastaligin orjininin
Asya olabilecegini akla getirmektedir. Hastalik oranlarinin Asya’da 1000°de 4.04’e kadar
yiikselip, Afrika’da 1000°de 0.18’e kadar diismesi bu yorumu desteklemektedir. Kuzey
Amerika yerlilerinde ve Asyalilarda oranin yaklasik olarak 500°de 1 (en yiiksek), Kafkas
populasyonunda 1000°de 1, Afrika kokenli populasyonlarda ise 2500°de 1’dir. Asyalilar
arasinda en yiikksek oranin Japonya’da oldugu sanilmaktadir. Latin Amerikalilarda
yaygmlik oranm1 Kafkas ve yerli Amerikalilardan daha diisliktiir ancak yinede yerli
Afrikalilardan daha yiiksektir [103]. Kuzey Avrupali, Asyali, Amerikan yerlileri ve
Avusturalyalilarda daha c¢ok yarik dudak ve damak bir arada bulunmaktadir. Aksine
Afrikalilarda ise sadece yarik dudak daha sik goriilmektedir [3].

MSXI1 geninin diger gen bolgeleri ile yapilan calismalara bakildiginda; Filipin’de 1.098
hasta ile yapilan bir ¢alismada, MSX1 geni ekzon 1’de yer alan P147Q bolgesinde
missense mutasyonlar belirlenmis, bu nokta mutasyonlarin %6 oraninda CPI’ye sebep
oldugu goriilmis, fenotipte ¢ift tarafli dudak ve damak yarigr gozlemlenmistir [86].

Tayland’ da yapilan bir ¢alismada, P147Q bolgesindeki patojenik mutasyonlarin Vietnam
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(%2) ve Filipin (%0.15) populasyonlarinda baskin oldugunu, Tayland populasyonunda bu
bolgede patojenik mutasyonlara rastlanmadigini belirtmektedir. Ayni ¢calismada ekzon 2’de
yer alan P278S bdlgesinin hastalikla iligkili oldugunu gézlemlenmistir ve boylece MSX1
geninin ekzon 2 bolgesinin ekzon 1 bolgesi karsilastirildiginda ekzon 2 bolgesinin énemli
Olciide daha az varyasyon gostermesi nedeniyle daha korunmus oldugu sonucuna
vartlmigtir. Tayland’daki bu g¢alismada, MSX1 geninin G267C bolgesinin prevalansi
oldukca yiiksek bulunmus, Pearson kikare testine gore sonu¢ (p=0.285) anlamli, Hardy
Weinberg testleri kontrol grubunda (p=0.93), hasta grubunda (p=0.96) olarak bulunmus ve

Hardy Wienberg dengesinden sapma olmadig1 sonucuna varilmistir [81].

Ayrica hastaligin siyah 1rkta diisiik oranda goriilmesi, beyaz irkta ise daha yiiksek oranda
goriilmesi, Tiirkiye’nin de bir Asya iilkesi olmasi ve bu tez c¢alismasi ile bulunan
sonuclarin anlamli olmasi sonucu bu durumu desteklemektedir. Bu calisma, MSX1
genindeki gen degisimlerinin %5.7 oraninda hastalik etkeni oldugunu gostermektedir ve
Tayland’da yapilan ¢aligma ile uyumludur. Jia Liang ve arkadaslarinin 2016’da yayimlanan
makalalerinde, MSX1 gen mutasyonlarinin c¢esitli fenotiplerde kendini ifade etmesi
sonucuna erismislerdir. Varyantlarin homeodomeinleri etkilemesi ile diger fenotiplerin
birlikteliginde veya bu sonu¢ olmaksizin ciddi dis kayiplart oldugunu varyantlarin
homeodomeinleri etkilemeksizin sendromsuz dudak ve/veya damak yariklanmalar
tizerinde etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Sendromsuz dudak ve/veya damak
yariklanmalarint etkileyen mutasyonlarin homeodomeinleri etkileyen; sendrom iligkili
mutasyonlarin  hepsi homeodomeinleri etkileyen kiit mutasyonlar oldugunu tespit

etmislerdir.

Sendromsuz dudak ve/veya damak yarigi hastaligi, bircok genin etkiledigi ve ayrica
cevresel sebeplerin sebep oldugu, multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu faktorler farkli
sekillerde, farkli populasyonlarda CL/P hastaligina katki saglarlar. Tiirkiye'de ise, ¢ok az
sayida istatistiksel calisma bulunmaktadir. Ornegin, Gazi Universitesi hastanesinde 1988 -
2005 yillar1 arasindaki 17.259 canli dogumlarin 5/10.000’inde oral dudak-damak yarig
saptanmistir. Hacettepe Tip Fakiiltesinde yapilan baska arastirmada 1.229 yarik damak-
dudak vakasinin %19’unu izole dudak, %35,6’sim1 izole damak, %45’ini hem dudak hem

damak yar1g1 olusturmustur.
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Victoria Talléon-Walton ve arkadaglar1 2014°te PAX9 ve MSX1 geninin etkiledigi 6 ailede
fenotip ve genotip analizlerinin sonucunda bu genlerin ciddi dis kayiplar1 dental anomaliler
ve sistemik maddeler ile iliskilendirmisler. PAX9 ve MSXI1 geni {izerinde daha Once
tanimladiklar1 mutasyonlar ¢ok ¢esitli fenotiplere sahiptir. Bu hastalarin mutasyonlarin
gosterilmesi, PAX9 ve MSXI1 gen mutasyonlarin varligiyle ortayacgikarilmadi. Bu
sonuclarla dis kayiplariin etiyolojisi i¢in kompleks odontogenez siirecinde WNT10A gibi
bir ¢ok genin rol aldigimi gérmiislerdir. Dahas1 epigenetik faktorlerde bu siirece etki
edebilirler. Ornegin; ayn1 zamanda gen dozajinin indirgenmesi, gen degisimlerinin
etkilesimi ve post-transkripsiyonal modiilasyon ajanlarin varligi, dental anomalilerin

sistemik anomalilerle ile iliskili olup olmadigini ifade edebilir sonucuna ulagmislardir.

Kachin Wattanawong ve arkadaslar1 2016’da IRF6 {izerinde rs2235371, rs2013162, ve
rs642961, rs987525 polimorfizmleri 6nemli 6lgiide NSCL/P ile iligkilidir sonucuna
ulagmislardir. Bununla birlikte NSCLP ile ilgili giiclii varyantlarin etkilerinide tespit

etmislerdir.

Suazo ve arkadaslar1 buna ek olarak Santoz, Scapoli ve arkadaslar1 2010 yilinda MSX1 ve
TGFB3 gen iizerinde ki SNP’ lerin NSCL/P riskini artiracagt sonucuna ulastiklari
caligmalariyla 6nemli bir kanit ortaya koymuslardir. Ayrica bu iki genin birbiri ile iliskileri

de gozden gegirilmis ve multiple gen etkilesiminin varliginida gostermislerdir.

Auroralbarra-Arce ve arkadaslart 2016 yilinda Meksika popiilasyonu iizerinde yaptiklari
caligmada MSX1 geninin CL/P hastaligi bakimindan 6nemli bir gen oldugunu ve bunlarin
iizerindeki varyasyonlarda 4 SNP’nin degerlendirildigini belirtmislerdir. P147Q, SNP5 ya
da P278S poliformizlerinin CL/P ile iliskilerinin Meksika popiilasyonu adina olmadigini
kontrol gruplar1 ile birlikte yaptiklari ¢alimada gozlemlemislerdir. Farkli popiilasyonlar
icin SNP5 ve P278S poliformizmlerinin CL/P ile iliskili birkag anlamli frekans bildirimleri
olmustur. Bu ¢alismay1 yapan Viera ve arkadaglar1 bu poliformizmlerin CL/P olusumunda
etkilerinin oldugunu tespit ermislerdir. Buna ek olarak Y. Suzuki ve arkadaslar1 2004’te
Vietnam popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismalarinda CL/P’yi etkileyen poliformizmler

arasinda sadece SNP5 poliformizmini tanimlamisglardir.

Baiba Lace ve arkadaglarmin 2016 yilinda, Litvanya popiilasyonu iizerinde yaptiklar

calisgmada CL/P hastalarinda hem kodlanan bdlge hem de kodlanmayan bdlge icinde
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MSX1 geni tizerinde 16 farkli varyasyonu tespit etmislerdir. Kodlanan bdlge icerisinde
tanimlanan sekans varyasyonlarin amino asit degisimine sebep olmadigi; bununla birlikte
bu durumun CL/P hastalarinda bir mutasyon olarak diisiinmemislerdir. Bundan sonra da
CL/P hastalig1 olmayan Litvanya popiilasyonu {izerinde bu varyasyonlarin karsilastirilmasi
calisma yapacaklarini belirtmislerdir. Birkag SNP frekanslarinin popiilasyonlar arasinda
farkliliklar gosterdigini gostermislerdir. Bu g¢aligmada SNP frekanslar1 %3.7 olmasina
karsin bir onceki calismalar1 olan Kafkas popiilasyonu iizerine yaptiklar1 caligmada 0
sonucuna ulagmiglardir.SNP C330T frekans1 bu calisma i¢in %4.9 bulmalarina karsin
bundan 6nce yaptiklar1 calismada Asya popiilasyonu icin %19 sonucuna ulagmislardir.
Ayrica Kafkas popiilasyonunda SNP A2731G %24, Litvanya popiilasyonunda %17
olmasina karsin Asya popiilasyonunda 9%0.6 ¢ikmas1 gozle goriilebilir fark olarak
karsilarma ¢ikmustir. Sonug olarak; yaptiklari 6l¢timler ve profil ornekleri gosterdi Ki
MSX1 gen sekans varyasyonlarinin etiolojik bir rol aldigini séylemediklerini buna karsin
tespit ettikleri SNP lerin farkli popiilasyonlarda bulunan hem kontrol gruplarinda hem de

hastalar arasinda gozle goriiliir farkliliklar oldugunu tespit etmislerdir.
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7. SONUC VE ONERILER

Kontrol grubu ve hastalar arasinda genotip ve alellik farkliliklari; hem genotip (p=0.00;
p<0.05) ve hem alellik (p=0.00; p<0.05) bakimindan anlamli bir fark oldugu bulunmustur.

Herbir genotipin hastalik riski ile baglantist analiz edilmistir. Odds ratio testi kullanilarak
28.235(%95 CI, 5.436 24.424) kontrol gruplar1 ve CL/P hastalar1 i¢inde GG genotipi ve
GT+TT genotipi karsilastirildiginda iliski tespit edildi.

A alelleri ile G alelleri karsilastirma sonuglart Odds Ratio ile hsaplandi ve %95 CI,
11.523(95% CI, 5,436 to 24.424) olarak rapor edildi. CL/P hastalar1 ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda aleller ve genotipler arasinda hem genotip (p=0.00; p<0.05) hemde
alellik (p=0.00; p<0.05) bakimindan farkliliklar bulundu.

Herbir genotip ile hastalik riski iligkisi analizler yapilarak elde edilmistir. GG aleline sahip
kontrol gruplari ve CL/P hastalar1 arasinda Odds ratio testi ile 28.235 (95% CI 11,728 to
67,978) sonucu bulunarak GT+TT genotipinin hastalikla iliskisi bulundu.

G alelleri ve A alelleri karsilastirma sonuglar1 Odds ratio testi (%95 CI) ile
hesaplandiginda 11.523 olarak rapor edildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda CL/P

hastlarinda T alelleri frekans1 6nemli derecede artmis oldugu gozlemlenmilstir.

Hardy-Weinberg uyumluluk testi (X2= 26,167712 df=1 P=0.0000) yapilarak kontrol grubu

ile yapilan degerlendirmede bulgular esliginde farkin oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda; Tiirk popiilasyonunda hem genotip hemde alel frekanslar1 p
degeri 0.05 ‘ten kiiciik ¢iktig1 i¢in Msx1 geni SNPS5 polimorfizminin dudak ve/veya damak
yarigl olusumunda belirleyici oldugundan bahsedebiliriz. Calismamizda elde etti§imiz
verilerle, Tiirk popiilasyonunda Msx1 geni iizerinde meydana gelen bu polimorfizmin
sendromsuz dudak ve/veya damak yariklari olusumunda etkisinin olup olmadigin tespit
etmis olsakta Msx1 geninin bu degisiminin Tiirk popiilasyonu icin net bir sekilde
anlasilmasi i¢in daha fazla molekiiler temelli ve kontrol grubu ve hastas grubunun sayisinin

daha fazla oldugu arastirmalara ihtiya¢ duyuylmaktadir. Tiirk popiilasyonunda Msx1 geni
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SNPS5 polimorfizmninin daha dnce yapilan ¢alismalarda aragtirilmadigini géz oniine alirsak
bu caligma genin yapisunin ve hastaliga olan etkisinin anlasilmasi bakimindan bir oncii
caligma olarak tezin ehemmiyetini artirmistir. Dolasiyla bu tez ¢alismasinin, hastaligin
anlasilmasi i¢cin Msx1 geni lizerinde bundan sonra yapilacak calismalara 1s1k tutacagi

kanaatindeyiz.
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