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OZET

KUTUKCU, B. Ailesel konjenital dis eksikliginde sorumlu genin arastirilmas.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilimdah Uzmanhk
Tezi, Ankara, 2011. Dis agenezisi (MIM 106600), bir veya daha fazla disin
konjenital eksikligi olarak tanimlanir ve insanlarda en sik goriilen konjenital
anomalilerden biridir. Sistemik anomalilerle birlikte goriilebildigi gibi izole olarak da
ortaya ¢ikabilir. Klinik ve genetik heterojenite gosterir. Su ana kadar nonsendromik
ailesel dis agenezisi ile iliskilendirilmis olan bes farkli gen tanimlanmistir.
Ulkemizde konjenital dis eksikliginin  molekiiler temellerini arastiran c¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmada farkli tipte dis malformasyonlar1 (oligodonti, hipodonti, mikrodonti ve
dismorfik bulgularin eslik ettigi dis anomalileri) bulunan bir ailenin molekiiler
patolojisinin bulunmasi hedeflendi. Saha ¢alismasi ve pedigri analizleri ailede
otozomal dominant ve resesif kalitilan iki farkli malformasyonun birarada
bulundugunu diisiindiirdii. Izole konjenital dis eksikligi malformasyonunun otozomal
dominant bir genle kalitildig1 goriildii. Genom boyu analiz ve ¢ok noktali baglanti
analizleri ilgili malformasyonu 14q11-q21 bolgesine haritaladi. Kritik bolgede yer
alan PAX9 geni DNA dizi analizinde baslangic kodonunu etkileyen yeni bir
mutasyon (p.M1l) tanimlandi. Ailede gozlenen oligodonti, mikrodonti ve hipodonti

malformasyonlarinin PAX9 gen mutasyonuna bagli olarak ortaya ¢iktigi saptandi.

Ailede kompleks fenotip gosteren bireylerde otozomal resesif Carnevale sendromu
diistiniildii. Genom boyu homozigotluk analizi 1, 3 ve 18 numarali kromozomlarin
hastaliktan sorumlu geni bulundurabilecegini diisiindiirdii. 3q27 bolgesinde bulunan
MASP1 geni DNA dizi analizinde 2 numarali exonda 4 bazlik homozigot delesyon
(c.82-85delTTTG) saptand1. Ilgili degisiklik (p.Phe28AlafsX18) proteinde erken

terminasyona yol agmaktadr.

Anahtar Kelimeler: Dis agenezisi, hipodonti, PAX9, Carnevale sendromu, MASP1

Destekleyen Kurumlar: Avrupa Birligi 6. Cerceve ERANET Programi, E-RARE
Konsorsiyumu ve TUBITAK (1085420 numarali proje).



ABSTRACT

KUTUKCU, B. Investigation of the gene responsible for familial congenital
absence of teeth. Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of
Medical Genetics, Thesis, Ankara, 2011. Tooth agenesis (MIM 106600),
congenital absence of one or more teeth, is one of the most common congenital
anomalies in human. It is clinically and genetically heterogenous disorder. Mutations
in a total of 5 genes have hitherto been associated to tooth agenesis. To the best of
our knowledge there is no other report investigating molecular pathologies of tooth
agenesis in our country.

In this study, molecular genetics of a large family overloaded various congenital
tooth malformations, such as oligodontia, hypodontia, microdontia and teeth
anomalies associated with dysmorphic findings was studied. Field study and pedigree
analysis revealed that two distinct congenital malformations with autosomal
dominant and recessive etiologies were co-segregated in this family. The mode of
inheritance of isolated congenital tooth agenesis was autosomal dominant. Genome-
wide analysis followed by multipoint linkage analysis mapped this malformation to
chromosome 14q11-g21 region. DNA sequencing of PAX9 gene from the critical
region identified a novel mutation (p.M1l) in the initiation codon of the gene. Family
members with variable phenotypes ranging from oligodontia to microdontia
demonstrated the same mutation in the PAXO.

Autosomal recessive Carnevale syndrome was considered in some family members
with complex phenotype. Spesific portions of chromosomes 1, 3 and 18 were
identified as likely loci based on genome-wide homozygosity analysis. MASP1 gene
on chromosome 3027 was sequenced and a total of four bases deletion (c.82-
85delTTTG) were identified in the second exon. This would cause a premature
termination (p.Phe28AlafsX18) of the protein.

Key Words: Tooth agenesis, hypodontia, PAX9, Carnevale syndrome, MASP1
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GIRIS VE AMAC

Molekiiler genetikteki gelismeler ve insan genom projesi sayesinde,
hastaliklarin patogenezinden sorumlu genlerin bulunmasinda biiyiik ilerleme
kaydedilmistir. Bunlar arasinda mine ve dentin olusumu ve sayisal dis anomalileri
sayilabilir. Dis yapisini etkileyen genetik hastaliklar; etkilenen dokuya (mine veya
dentin), sendromik veya non-sendromik olmasina ve kalitim kalibina gore (otozomal
dominant (OD), otozomal resesif (OR) veya X’ e baghh kalitim olarak)

siiflandrilmistir (1).

Dis agenezisi, bir veya daha fazla disin konjenital eksikligi olarak tanimlanir
ve insanlarda en sik goriilen konjenital anomalilerden biridir (2). Toplumun
neredeyse %?20’sinde goriilebilen bu anomali, ¢ok 6nemli bir saglik problemi
olmamakla birlikte konugma, estetik ve kas fonksiyonlarinda bozukluklara neden
olabilmektedir. Dis agenezisinde ¢ogunlukla eksik olan dis sayisina gore smiflama
yapilir. Altidan daha az olan dis eksikligi hipodonti, alt1 veya daha fazla olan dis
eksikligi oligodonti olarak tanimlanir. Anodonti ise tiim dislerin eksik oldugu

durumdur (3).

Bazi arastirmacilar eksik olan dis tipine gore dis agenezisini siniflamiglardir.
Ornek olarak, bazi calismalarda “selektif dis agenezisi”, “kesici dis agenezisi”,
“kesici ve premolar hipodonti” veya “molar oligodonti” tanimlanmustir (4). Bununla
birlikte son yillarda ayni gen mutasyonunun hem hipodonti hem de oligodontiye
neden oldugu gdosterilmistir. Bu nedenle bu hastaliklar1 selektif dis agenezisi basligi

altinda toplamak yaygin olarak kabul edilmistir (5).

Genel popiilasyonda dis agenezisinin goriilme sikligr daimi dislerde %2,6-
11,3 arasinda iken (6), siit dislerinde %0.5-0.9 arasindadir (7). Daimi dislerde %20

insidansla en sik iigiincii molarlarin (yirmi yas disi) agenezisi goriiliir (7).

Dis agenezisi vakalarinin yaklasik olarak %80’ inde bir veya iki dis eksikligi
vardir (8). Ozellikle de ikinci premolar ve iist lateral kesiciler etkilenir (9).

Oligodonti prevalansi ise %1 in altindadir (10).



Dis gelisimi hem cevresel hem de genetik faktorlerin etkisi altindadir.
Kemoterapétikler ve radyasyonun dis gelisimini bozucu etkileri vardir. Aile
caligmalari, izole dis agenezisinin ¢ogunlukla otozomal dominant kalitildigini
gostermistir. Otozomal resesif, X’ e bagl, poligenik ve multifaktoriyel kalitim

modelleri de bildirilmistir (11-13).

Giliniimiizde, dis gelisiminde rol alan bircok genin, dis eksikliginde de
potansiyel aday genler olduklar1 bildirilmektedir. Dis agenezisinde sorumlu genlerin
arastirilmasinda aile calismalarmin biiyiilk 6nemi vardir. Son yillarda yapilan
caligmalarda dis gelisiminde rol aldig1 bildirilen MSX1, PAX9 ve AXIN2 genlerinde
meydana gelen mutasyonlarin dis eksikligine neden olduklar1 bildirilmistir. Bunun
yaninda nonsendromik dis agenezisine neden olabilecek ve heniiz tanimlanmamis
bircok genin oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde konjenital dis eksikliginin

molekiiler genetigiyle ilgili literatiirde herhangi bir veriye rastlanmamistir.

Bu calismada nonsendromik konjenital dis eksikligi bulunan ve otozomal
dominant kalitim kalib1 gésteren {i¢ kusak bir ailede bu malformasyondan sorumlu
genin saptanmasi planlanmistir. Ayni ailede saptanan ve dis anomalileri yanisira
dismorfik bulgularm da gozlendigi bireylerdeki malformasyonun genetik

temellerinin arastirilmasi da tez kapsamina alinmistir.

Calisma genom-boyu DNA ¢ip analizi, bolgeye 6zgli aday gen yaklagimi ve
DNA dizi analizi yontemlerini kullanarak ailede yiikliilik gosteren ve birbirleri ile
iliskili olabilecek fenotip spektrumuna yol acan gen (ya da genleri) bulmayi
hedeflemektedir.



GENEL BIiLGILER
2.1. Konjenital Dis Eksikligi
2.1.1. Tanim ve Terminoloji

Konjenital dig eksikligi, herhangi bir nedenden o&tiirii bir ya da daha fazla
disin olusmamasi sonucu agizdaki dislerin normal sayilarindan daha az olmas1
durumudur. Bir disin agiz boslugunda eriipsiyon olmamasi ve radyografide
goriinmemesi, o disin konjenital eksikligi olarak tanimlanir (1). Dogumda tiim siit
disleri ve daimi birinci molar disler radyografide goriinebilir. Tiim siit disleri 3 yas
civarinda, daimi digler ise (3. molarlar hari¢) 12-14 yaslar1 arasinda eriipsiyon olur.
Bu nedenle siit dislerin konjenital eksikligi i¢in 3-4 yas, daimi dislerin konjenital
eksikligi i¢in 12-14 yas klinik muayene i¢in uygun zamanlardir. Tani i¢in klinik

muayene ile birlikte panoramik radyografi ¢ekilmesi gereklidir (1).

Dis agenezisi, dis gelisiminin en sik anomalisidir. Literatiirde dislerin sayica
az olmasmi ifade eden (hipodonti, oligodonti, dis aplazisi, dis agenezisi, konjenital
eksik dis gibi) bir¢ok terim vardir. Ugiincii molarlar disinda altidan daha az disin
gelisimsel olarak eksik olmasina “hipodonti”, {i¢lincii molarlar disinda alt1 ya da daha

fazla disin konjenital eksikligine “oligodonti” denir. “Anodonti” ise tiim dislerin

eksikligini ifade eden nadir bir durumdur (3) (Sekil 2.1).

Hipodonti | Oligodonti Anodonti
S 2 R
o ® o
% 2,6-11,3 %0 0,08-1,1 Cok nadir

Sekil 2.1. Disin sayisal anomalileri ve sikliklar1 (10).



2.1.2. Klinik Epidemiyoloji

Dis agenezisi toplumun %20’sinde goriinebilen sik bir anomalidir (14).
Herhangi bir sistemik hastalik olmadan birka¢ disle smirli olan dis agenezisi
genellikle normalin varyanti olarak degerlendirilir ve sik goriiliir. Daimi disler siit
dislerine gére daha sik etkilenir. Uciincii molar disler hari¢c daimi dis agenezisinin

genel popiilasyondaki insidans1 %2,6-11,3 arasindadir (6, 15, 16).

Dis agenezisi olan hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda (%76-83) bir veya iki
daimi dis eksikligi vardir. Genellikle unilateraldir. Istisna olarak maxiller lateral

kesicilerin agenezisi siklikla bilateral goriiliir (17). Oligodonti prevalansi ise %1’ in
altindadir (0,08-1,1) (10).

Dis agenezisi prevalansiyla ilgili yapilmis bir¢cok calismada popiilasyonlar,
kitalar ve wklar arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Dis agenezisi prevalansinda etnik
farkliliklar géze carpar. Siyahlarda beyazlara gore daha diisiik prevalans gosterirken
Asyalilarda agenezi prevalansi daha yiiksektir (17). Dis agenezisi prevalans1 Avrupa
(erkekler %4,6; disiler %6,3) ve Avustralya’da (erkekler %5,5; disiler %7,6) Kuzey
Amerika’daki beyazlara (erkekler %3,2; disiler %4,6) gore daha yiiksektir (17).

Dis agenezisi insidansi1 kadinlarda daha yiiksektir (18-25). Baz1 galismalarda
kadmlarda 1,37 kat daha fazla goriildiigii bildirilmistir (6, 17, 26), bazilarinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamstir (22, 25, 27, 28).

Dis agenezisi insidansi dis gruplar1 arasinda farklilik gésterir. Popiilasyon
calismalarinda %20-22 insidansla en sik tigiincli molarlarin (yirmi yas disi) agenezisi
goriiliir (6). Ugiincii molarlardan sonra en sik goriilen dis agenezisi mandibular ikinci
premolar dislerdir. Bunu maksiller lateral kesiciler ve ikinci premolarlar izler (9, 17,
29). Eksikligi en az goriilen disler maxiller santral kesiciler (prevalansi %0,016) ve

mandibular birinci molar ve kaninlerdir (prevalansi %0,03 tiir) (17) .

Japonya’da yapilan ¢aligmalarda ise %8,5-9,4 prevalans ile birlikte siklikla
mandibular ikinci premolar ve mandibular kesicilerin etkilendigi bildirilmistir (28,
30).



2010 ‘da Celikoglu ve ark.’nin Tiirk toplumunda 3341 ortodonti hastasinda
yaptiklar1 ¢alismada hipodonti ve oligodonti prevalanslari sirasiyla %4,3 ve %0,3
(toplam dig agenezisi prevalanst: %4,6) bulunmustur. Eksikligi en sik goriilen disler
%46,5 ile maxiller kesiciler olmustur. Bunu %22,5 ile mandibular ikinci premolar ve
%13,4 ile mandibular santral kesiciler izlemistir. Dis agenezisi kadinlarda daha sik
bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamigtir. Dis
eksikligi siklikla maxillada goriilmiistiir. Bununla birlikte sag-sol arasinda esit
dagilim gostermistir (25). Tiirkiye’de yapilmis diger bir ¢alismada da sirasiyla
maksiller lateral kesicilerin (%33,2), mandibular ikinci premolar (%18,8) ve
maksiller ikinci premolar (%12,5) dislerin eksikligi gdsterilmistir (24).

Siit dislerinde agenezi insidans1 daha diisiiktiir. Ornek olarak Avrupalilarda
%0,4-0,9 arasinda iken (18, 31), Japonlarda %2,4 oldugu bildirilmistir (32).

Vakalarm %60’ mda siit dislerinde en sik alt lateral kesicilerin eksikligi goriiliir (32).

Muller ve ark., eksik olan dis sayisiyla dis grubu arasinda ilging bir
korelasyon kurmustur. 14940 adolesanda yaptiklar1 arastirmada sadece 1 veya 2 dis
eksik oldugunda en sik maksiller lateral kesicilerin, ikiden fazla dis eksikligi oldugu

zaman ise en sik ikinci premolar dislerin eksik oldugunu bildirmislerdir (18).

2.1.3. Etiyoloji

Dis gelisimini inceleyen bir¢ok arastirma yapilmasina ragmen dis eksikliginin
etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamustir. Fareler tlizerinde yapilan calismalarda
bir¢ok genin dis agenezisi ile iligkisi oldugunun gdériilmesine ragmen, insanlarda
nonsendromik ailesel dis agenezisi ile ilgili 5 gen tanimlanmistir. Bunlar; MSX1,
PAX9, LTBP3, EDA ve AXIN2’ dir. Dis agenezisiyle iliskilendirilmis genler sayfa
12’ de detaylandirilmigtir. Son bulgular, konjenital dis eksikliginin, gen
fonksiyonlari, ¢evresel iliski ve disin gelisim zamanlamasinin kombinasyonundan

etkilenen, multifaktoriyel bir durum oldugunu gostermektedir (33).

Dis agenezisi ailesel veya sporadik olabildigi gibi sendromla iliskili veya
non-sendromik olabilir. Dis agenezisine neden olan bir¢ok ¢cevresel ve genetik faktor

vardrr.



2.1.3.1. Cevresel Faktorler

Dis agenezisine neden olan ¢evresel faktorlerin basinda enfeksiyon, ilaglar ve
radyasyon gelir (6). Dis tomurcuklarmm gelisiminin durmasinda bir¢ok faktoriin
etkisi olabilir. Bu faktorler arasinda; hamilelik sirasindaki beslenme ve hormonal
bozukluklar, rubella, sifilis ve rikets enfeksiyonlari, yiiksek ates ve radyoterapi
sayilabilir (34). Travma, ¢eneye cerrahi miidahele ve siit disinin ekstraksiyonu da dis

gelisimini durdurabilir.

Literatiirde, hamilelik swrasinda kullanilan ilaglarin dis eksikligine neden
oldugunu bildiren c¢aligmalar bulunmaktadir. 1998 yilinda yapilan bir caligmada
hamilelik sirasinda antikonviilsan ilag kullaniminin yol a¢tigi en belirgin dental

anomalinin konjenital dis eksikligi oldugu bildirilmistir (35).

Gelismekte olan disler kemoterapi ve radyoterapiden yasa ve doza bagh
olarak etkilenir (36). Erken yasta malign hastaliklar nedeniyle tedavi goéren
cocuklarda, dis gelisiminin durmasi, kisa dis kokleri, erken apikal kapanma, mine
hipoplazisi, mikrodonti ve hipodonti gibi dis anomalileri bildirilmistir (37). Bununla
birlikte radyasyonun etkisinin kemoterap6tik ajanlardan daha siddetli oldugu

gosterilmistir (36).
2.1.3.2. Genetik Faktorler

Gicli bir genetik etkinin varligi birgok aile ve ikiz ¢alismasinda
gosterilmistir (38). Dis agenezisinde ¢ogu vaka sporadiktir. Bununla birlikte
etkilenmis bireylerin ebeveyn, kardes ve birinci derece akrabalarinda genel
popiilasyona gore prevalansin yiiksek bulunmasi genetik bir etiyolojinin varligini
gosterir (39-41). Brook, vakalarin ¢ogunlugunda hipodontinin poligenik kalitim
gosterdigini bildirmistir. Bu nedenle de etkilenmis kisilerin yakinlarinin hipodonti
olma riskinin bir¢ok c¢evresel ve genetik faktore bagli oldugunu ifade etmistir (38).
Bagka bir calismada hipodontisi olanlarin birinci derece akrabalarinda hipodonti
prevalansi genel topluma gore 5 kat daha yiiksek bulunmus ve etkilenmemis kisilerde

kontrollere gore daha kiiciik digler saptanmustir (42).



Ikiz calismalarinda, monozigotik ikizlerde dizigotiklere gore yiiksek
konkordans gosterilmistir  (43). Bununla birlikte birgok monozigotik ikiz
calismasinda hipodontinin degisken ekspresyonu gosterilmistir. Bu sonuglar, cevresel

ve epigenetik faktorlerin fenotip ekspresyonuna katkisini desteklemektedir (6).

Popiilasyon caligmalarinda dis agenezisinin izole bir bulgu olabildigi gibi
sendromun bir parcasi da olabildigi gosterilmistir (44) . Izole formlar1 sporadik veya
ailesel olabilir. Ailesel dis agenezisinde inkomplet penetrans ve degisken
ekspresyonla birlikte ¢ogu vakada otozomal dominant kalitim bildirilmistir (11, 39).
Otozomal resesif, X’e bagli, poligenik veya multifaktoriyel kalitim modelleri de

bildirilmistir (11-13).

Dis agenezisinin ekspresyon fenotipi degiskenlik gosterebilir. Eksik olan
dislerin sayismin ve yerlerinin farkli olmasit ve c¢esitli dis anomalilerinin eslik
edebilmesi degisken ekspresyona neden olur. Maxiller lateral kesicileri eksik olan bir
ailede koni seklinde maxiller lateral kesiciler goriilebilir ve bu durum parsiyel
ekspresyonun bir 6rnegi olabilir (45). Fenotip siddetindeki degiskenlik pedigrilerde
siklikla gdozlenmektedir. Ayni ailedeki etkilenmis bireylerde farkli sayida ve tipte dis
eksikligi gozlenmistir. Parkin ve ark., aile i¢inde hipodonti ekspresyonundaki
farkliliklara neden olarak genetik faktorlere ek olarak epigenetik ve cevresel
faktorlerin de onemli olabilecegini bildirmistir. Bu da multifaktoriyel bir etiyolojiyi

diistindiirmektedir (41).

Dis agenezisi genetik ve fenotipik olarak heterojen bir durumdur. Son 15
yilda yapilan ¢aligmalarla dis agenezisinin genetigiyle ilgili 6dnemli bilgiler elde
edildi. Bugiine kadar dis gelisiminde rol alan 200°den fazla gen tanimlanmistir (46).
Transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorleri, biiylime faktor reseptorleri, sitokinler
ve ekstraseliiler matriks molekiillerini kodlayan bircok gen ailesinin dis gelisiminde
eksprese olduklar1 gosterilmistir (47). Bu genlerden bazilarinin mutasyonunda dis
gelisiminin durdugu bilinmektedir. Dis olusumuyla (odontogenez) ilgili molekiiler

calismalar dis gelisiminin sik1 kontrol altinda oldugunu gostermistir (48).

Yakin zamanda dis agenezisiyle iliskili bircok mutasyon tanimlanmistir.

Nonsendromik dis agenezisinde tanimlanan ilk genler PAX9 ve MSX1°dir (4, 14, 49).



PAX9 ve MSX1 genleri dis olusumundan sorumlu transkripsiyon faktorleridir. Fare
calismalarinda her ikisinin de erken dis morfogenezinde gerekli olduklari
gosterilmistir (50, 51). Bu genler, dis gelisiminin bagslangi¢ safhasindan sonra,

epiteliyel sinyallere cevap olarak dental mezensimde eksprese olurlar (52).

Vastardis ve ark., ikinci premolarlar1 ve tigiincii molarlar1 eksik bireylerde 4.
kromozomdaki (4p16.1) MSX1 geninin mutasyona ugradigint bulmuslardir (4). Bu
ailede bazi etkilenmis bireylerde, bu dislerin yaninda maksiller 1. premolar,
mandibuler 1. molar ve kesici dis eksikligi de mevcuttur. Van den Boogaard ve ark.,
MSX1 geninin dis agenezisi ve dudak damak yarigmin ¢esitli kombinasyonlari ile

alakali oldugunu bildirmistir (53).

Dis agenezisine neden olan diger bir transkripsiyon faktorii geni ise 14.
kromozomda (14921-q13) bulunan PAX9 genidir. Stockton ve ark., bu gendeki
mutasyonun bir ailede otozomal dominant oligodontiye neden oldugunu gostermistir
(14). Guanin insersiyonu, g¢ergeve kaymasma ve proteinin erken terminasyonuna
neden olmustur (14). Etkilenmis bireylerde daimi molar dislerin biiyiik ¢ogunlugu ile

ikinci premolar ve mandibular santral kesicilerin eksikligi mevcuttur.

Farelerde Msx1 ve Pax9 genlerinin inaktivasyonu, dis gelisiminin bud
(tomurcuk) evresinde durmasma, damak, ekstremite ve faringeal kese
malformasyonlarina neden olur. Bununla birlikte heterozigot farelerde dis gelisimi
normal devam eder (50, 54). Insanlarda genin bir kopyasmin inaktivasyonu, dental
defektlere veya MSX1 mutasyonunda oldugu gibi dental defekt ve yariklara neden
olur (4, 14).

PAX9 ve MSX1 genlerinin haricinde, 2004 yilinda Lammi ve ark., AXIN2
geninin de dis gelisiminden sorumlu oldugunu ve bu gendeki mutasyonlarin
konjenital dig eksikligine sebep oldugunu bulmuslardir (55). Matalova ve ark.,
sendroma bagli olmayan dis eksikliklerinde PAX9, MSX1 ve AXIN2 genlerinin,
sendromlara bagli dis eksikliklerinde ise EDA, EDAR, EDARADD, IRF6, MSX1,
NEMO, P63, PITX2 ve SHH genlerinin iligkili oldugunu bildirmistir (10).



Stritzel ve ark. koni seklinde lateral kesicilerin veya rudimenter iiglincii
molarlarin dis agenezisine neden olan gen defektinin inkomplet ekspresyonu;

unilateral agenezinin de diisiik penetransin bir sonucu oldugunu ifade etmistir (56).
2.1.4. Dis Agenezisiyle Iliskili Dental Anomaliler

Herhangi bir dental anomalisi olan bir hastada, baska bir dental anomali
goriilme olasiligl, normal populasyona ya da kontrol grubuna gore daha fazladir.
Konjenital dis eksikligi ile iligkili birgok dental anomali bulunmaktadir (33, 57).

Bunlar;

e Dis formasyonu ve eriipsiyonunda gecikme,

e Kiiciik dis formu (mikrodonti),

e Konik kron sekli,

e Siit dislerinin uzamis retansiyonu (persistansi),
e GOmiili dis (6zellikle maxiller kaninler),

e Ektopik eriipsiyon,

e Diglerin malpozisyonlari,

e Siit molarlarm infrapozisyonu,

e Kisa koklii disler,

e Molar taurodontizm,

e Premolarlar ve/veya maksiller lateral kesicilerdeki rotasyonlar,

e Mine hipoplazisi ve hipokalsifikasyonlaridir.

Dis agenezisiyle birlikte goriilen en sik dental bozukluk mikrodontidir (58).
Mikrodonti, normalden kiiciik olan dis olarak tamimlanir. Genel mikrodonti,
konjenital hipopituiterizm, ektodermal displazi ve Down sendromunda goriilebilen
nadir bir durumdur. Lokal mikrodonti ise daha sik goriiliir ve genellikle hipodonti ile
iliskilidir (59).

Gomes ve ark’ nin 1049 ortodontik hastada yaptiklar1 arastirmada hipodontisi
olanlarin biri hari¢ tiimiinde en az bir dental anomalinin eslik ettigi gdsterilmistir. Bu
dental anomaliler; siit disi persistanst (%30,3), ektopik kanin eriipsiyonu (%25,8),
taurodontizm (%21,2) ve koni seklinde maxiller lateral kesicilerdir (%16,7) (60).
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Dis agenezisiyle, dis boyutunda azalma ve palatal olarak yer degistirmis
kanin anomalilerinin genetik olarak birbiriyle iliskili bozukluklar olduguna dair

hipotezler vardir (61).

Rune ve Sarnas, konjenital dis eksikligine sahip hastalarin, kontrol grubuna
oranla dis gelisiminin gecikmis oldugunu bildirmislerdir (62). Bunlarin disinda
bir¢ok arastirmaci konjenital dis eksikligine sahip hastalarin normalden daha kiiglik
dislere sahip olduklarmi goéstermislerdir (58, 63, 64). Bu kii¢iilmenin homojen
olmadigi, on dislerin arka dislerden daha kiigiik oldugu belirtilmistir. Siddetli dis
agenezisi (oligodonti) olanlarda ise dis kiigiikliigli daha kayda degerdir (63).

Garib ve ark., ikinci premolarlar1 konjenital olarak eksik olan hastalarda,
diger dislerin eksikligi, mikrodonti, siit molarlarin infraokliizyonu ve dislerin ektopik
pozisyonda olmasi gibi dental anomalilerin normal populasyona gore daha sik
goriildigini bildirmislerdir (57). Genel popiilasyonla karsilastirildiginda ikinci
premolar agenezisi olan hastalarda maxiller lateral kesicilerin mikrodontisi 5 kat
daha fazla goriiliir. Baccetti, kiigiik (veya koni seklinde) lateral kesicilerin, ikinci
premolar dislerin agenezisiyle iliskili oldugunu bildirmistir (65). Bu sonuglar agenezi
ve mikrodontinin ayn1 genetik defektin diisiik penetransla birlikte farkl

ekspresyonlar1 oldugunu gosterir (57, 66).

2.1.5. Sendromla iliskili Dis agenezisi

Bir¢ok sendromda, diger organlarin malformasyonlar1 ile birlikte dental
belirtiler de goriilebilir. Konjenital dis eksikligi de bazi sistemik sendromlar ve diger
dental anomalilerle iligkili olabilir. Bu nedenle konjenital dis eksikligine sahip

bireylerin diger anomaliler agisindan degerlendirilmesi dnem kazanmaktadir (6).

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)’ de dis agenezisiyle iligkili
60’tan fazla sendrom bildirilmektedir. Bu da bize dis ve diger organlarin gelisiminde

ortak mekanizmalarin bulundugunu gosterir.

Dis agenezisinin en sik goriildiigi sendromlar arasinda ektodermal

displaziler, Oral-Fasiyel-Digital sendrom ve yarik dudak veya damakla birlikte
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goriilen sendromlar, Van der Woude sendromu ve Wolf-Hirschhorn sendromu

sayilabilir.

Normal popiilasyona kiyasla, yarik dudak-damak yarigi olanlarda konjenital
dis eksikligi daha fazla goriilmektedir (6). Yarik dudagi olanlarda hipodonti
prevalansi %31 (67), yarik damagi olanlarda %70-77 olarak bildirilmektedir (68, 69).
Nonsendromik yarik dudak ve/veya damagi olan hastalarda hipodonti prevalansi

yarigin siddetiyle dogru orantili olarak artmaktadir (70).

Dis agenezisiyle birlikte goriilen sendromlardan bir kismi Tablo 2.1’ de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.1. Dis agenezisiyle birlikte goriilen sendromlar.

Sendrom

Onemli bulgular

Sorumlu Gen ve
lokus

Down sendromu

Mental retardasyon, karakteristik yiiz

Trizomi 21

Ektodermal displazi,
OD tipi

Hipohidrozis, hipotrikozis, hipodonti,

EDAR (2q11-q13)

Ektodermal displazi,
OR tipi

Hipohidrozis, hipotrikozis, hipodonti,

EDAR (2q11-q13)

Ektodermal displazi, N e . EDA (Xqgl2-

X e bagl Hipohidrozis, hipotrikozis, hipodonti, q13.1)
Ektrodaktili, ektodermal displazi,

EEC sendromu yarik dudak/damak P63 (3927)

Incontinentia Alopesi, pigmente makiiller, mental IKK-y (NEMO)

pigmenti retardasyon (Xg28)

Oral-Fasiyel-Digital CXORF5

sendrom tip 1

Yiiz, ag1z ve parmak malformasyonlari

(Xp22.3-22.2)

Pierre Robin
sendromu

Yarik damak, mikrognati,
glossopitozis

17q24.3-g25.1

Rieger sendromu

Hipoplastik iris, orta yiiz hipoplazisi,
umblikal herni

PITX2 (4025-G26)

Seckel sendromu

Biiylime geriligi, mikrosefali

ATR (3922, 14q)

Van der Woude
sendromu

Yarik dudak/damak, alt dudakta pitler

IRF6 (1932-g41)

Witkop tooth-and-nail
sendromu

Dis ve tirnak hipoplazisi

MSX1 (4p16.1)

Wolf-Hirschhorn
sendromu

Mental motor retardasyon,
mikrosefali, yarik dudak/damak

4p delesyonu
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2.1.6. Nonsendromik Ailesel Dis Agenezisi

OMIM’ de nonsendromik ailesel dis agenezileri “selektif dis agenezileri”

grubu altinda etiyolojiye gore 6 altgrupta toplanmistir (Tablo 2.2) (5). Molekiiler
caligmalar neticesinde STHAGI1 (Selektif dis agenezisi 1) 4pl16.1° e, STHAG2
16q12.1° e, STHAG3 14ql12’ ye, STHAGS 10q11.2° ye, STHAG6 11q12’ ye ve

STHAGX1 X kromozomuna haritalanmistir. STHAG4’ iin inkomplet penetransla

OD kalitim gosterdigi bildirilmis fakat herhangi bir bolgeye lokalize edilememistir.

Selektif dis agenezisinin bu formunda eksik veya koni seklinde {ist lateral kesiciler

vardir. Nieminen ve ark. bu durumu ‘“kesici ve premolar hipodonti” olarak

adlandirmistir (45).

Tablo 2. Selektif dis agenezileri.

OMIM Kahtim Lokalizasyon Gen
STHAG1 106600 oD 4pl6.1 MSX1
STHAG2 602639 OR 16qg12.1 ?
STHAG3 604625 oD 14g12-913 PAX9
STHAG4 150400 OD Inkomplet ? ?

penetrans

STHAG5 610926 ? 10g11.2-g21 ?
STHAG6 613097 OR 11q12 LTBP3
STHAGX1 313500 X’e bagh Xql2-g13.1 EDA

STHAG: Selective tooth agenesis, OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif

STHAGI1

ve STHAG3

sirastyyla MSX1 ve PAX9 genleriyle iliskili

bulunmustur. Ikisi de OD kalitim gosterirler.

STHAG2, aralarinda akrabalik olan Pakistanli bir ailede resesif kalitim

gosteren dis anomalileriyle tanimlanmistir. Baglant1 analizinde 16q12.1° e lokalize

edilmis fakat geni saptanamamistir (12).
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STHAGS, daimi dis agenezisinin oldugu Cinli genis bir ailede tanimlanmustir.
Wang ve ark. bu durumu “He-Zhao eksikligi” olarak adlandirmustir. Baglanti

analizlerinde 10q11.2” ye lokalize edilmis fakat geni saptanamamustir (71, 72).

STHAG®6, 11q12° de Latent transforming growth factor-beta binding protein
3 (LTBP3) genindeki mutasyondan kaynaklanir. Noor ve ark., aralarmmda akrabalik
olan Pakistanli bir ailenin 5 ¢ocugunda oligodonti tanimlamistir. Genom boyu
baglant1 analiziyle oligodontiye LTBP3 geninde homozigot nonsense mutasyonun
(Y744X) neden oldugunu gostermistir (73).

STHAGX1, Xqgl2-ql13.1° de lokalize ektodisplazin A (EDA) genindeki
mutasyondan kaynaklanir. Ayni1 gendeki mutasyonlar ‘“hipohidrotik ektodermal
displazi” ye de neden olabilir. Ik defa Tao ve ark., konjenital hipodontisi olan Mogol
bir ailede EDA geninde missense mutasyon tanimlamistir (13). Bu hastalarda

Ozellikle maxiller ve mandibular lateral kesicilerle mandibular santral kesicilerin

eksikligi bildirilmistir (74).

OMIM’ de ayrica Oligodonti-Kolorektal Kanser Sendromu (#608615) bashig1
altinda kompleks bir hastalik da mevcuttur. Lammi ve ark., dominant kalitimla giden
siddetli dis agenezisi (oligodonti) ve kolorektal kanser olan Finlandiyali bir ailede
17. kromozomda lokalize Axis inhibitor 2 (AXIN2) geninde nonsense mutasyon
tamimlamustir (55). AXIN2, Wnt/B-catenin sinyal yolaginda feedback inhibitor olarak
fonksiyon gormektedir.

2.2. Dis Gelisimi

Gelisimsel olarak dis, epiteliyel-mezensimal organa tipik bir 6rnektir. insan
embriyosunda siit ve daimi disler, oral ektoderm ve kraniyel noral krestten fasiyel
prosese go¢ eden mezensimal hiicrelerden gelisir (59). Disler, omurgalilarin agiz
bdlgesinde olusan epiteliyel uzantilardir. Ust gene kemigi ve alt gene kemiginin
alveolar kisminda dis torbasi ad1 verilen torbacik benzeri yapilar i¢inde gelisirler. Dis
gelisimi; ter bezi, sa¢ folikiilii ve tirnak gibi diger organlarin gelisimine morfolojik
ve molekiiler olarak benzer (75). Dis gelisimini diizenleyen en dnemli mekanizma
epiteliyel ve mezensimal hiicreler arasindaki etkilesimlerdir (59). Bu etkilesimlerin

en karakteristik 6zelligi ardisik ve karsilikli olmasidir (76).
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Siit disleri gelisirken gelecekteki daimi dislerin gelisiminden sorumlu olan
dental lamina da olusur. Bu nedenle siit santraller, lateraller ve kaninler gelecek
daimi santraller, lateraller ve kaninlerin dental laminasmni olusturur. Birinci ve 2. Siit
molarlar gelecek 1. ve 2. daimi premolarlarin dental laminasmi olusturur. Daimi

molarlar ise 2. siit molarlarin distalindeki dental laminadan gelisir (77).

2.2.1. Dis Gelisim Evreleri

Dis gelisimindeki (odontogenez) evreler disin histolojik goriiniimiine gore

Klasik terimlerle tarif edilir. Bu evreler sirasiyla:

e Inisiasyon (Baslangic) evresi

e Bud (Tomurcuklanma) evresi

e Cap evresi

o Bell evresi

e Maturasyon evresidir (78).

Dis gelisiminin sematik goriintimii Sekil 2.2° de gosterilmistir.

Yakin zamanda dis gelisiminin molekiiler kontroliiniin anlasilmasi yeni
terminolojilerin gelismesini saglamistir. Bu yeni terminolojiye gore dis gelisimi
baslangig, morfogenez, hiicre farklilasmasi ve eriipsiyon olarak 4 fazda
degerlendirilebilir (78).

& o c Hiicre farklilagmasi Kok olusumu
Inisiasyon > Morfogenez ve mineralizasyon ve eriipsiyon
Dental Lamina Bud Cap Bell Geg Bell Maturasyon
= - :—\\, —p o - \( - e o e o wmp ) L
{ b Ly { ]

/EmmI ) o

€
/ \
; Dental placode N/ / )
Mezensim - & \ X
Cervical loop

Msx1” Msx2” Msx1”

Dix1”,Dix2” Pax9”  Enamel knot

Gliz”, Glig™ Lefr

Pitx2” Activin pA” Sekonder enamel knot A bt
Runx2” Odontoblast

Sekil 2.2. Dis gelisiminin sematik goriiniimii. Ektoderm beyaz, mezensim sar1
renkte gosterildi. Dis gelisim evreleri bir sonraki sayfada ayrintilariyla anlatimistir.
Journal of Cell Science 2003 (116): 1647-1648’ den uyarlanmistir (75).
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2.2.1.1. inisiasyon (Baslangic) Evresi

Insanda embryogenezin 6. haftasinda ¢izgi halinde oral epitelyum hiicreleri
“dental lamina”y1 olusturmak i¢in kalmlasir (Sekil 2.2). Agiz i¢ini doseyen
ektodermal epitelin kalinlagsmasi, dis gelisiminin ilk basamagini olusturur. Noral

krest tiirevi mezengimal hiicreler bu bolgeye gog¢ eder ve gogalmaya baslar (78).

2.2.1.2. Bud (Tomurcuklanma) Evresi

Dental laminanin ve mezensim hiicrelerinin  devamli  biiylimesiyle
karakterizedir. Oral epitelin kalinlasmasi sonucu olusan placode mezensime
tomurcuklanmaya baglar (Sekil 2.2). Epitelden gelen sinyallerle mezensim hiicreleri

tomurcuk etrafinda yogunlasir ve dental papillay1 olusturur (75).

2.2.1.3. Cap (Sapka) Evresi

Epitelin hizli biiylimesi ve katlanmasiyla olusan sapka (cap) seklindeki yap1
“dental organ” veya “enamel organ” olarak adlandirilir. Bu yap1 mezensimal dental
papillay1 ¢evreler. Tomurcuklanma evresinden cap evresine gecis, dis gelisiminde

onemli bir basamaktir, ¢linkii kron olusumu bu asamada baslar (78).

I¢ dental epitelin lokal yogunlasmasiyla olusan “enamel knot” (diigiim) (Sekil
2.2) ad1 verilen hiicre kiimesi dental organ i¢inde kasp (cusp) olusumunda gorevli
kontrol merkezidir. Enamel diigiim, hem kron seklini hem de dental papilla

gelisimini etkileyen sinyal molekiillerini eksprese eder (78).

2.2.1.4. Bell (Can) Evresi

Dis kronunun morfolojisi belirlenir. Dental organin dental papillaya

proliferasyonu ve invajinasyonu neticesinde ¢an seklindeki yap1 olusur.

Dental papillanin en distaki hiicreleri “odontoblast” lara (dentin olusturan
hiicreler) farklilasir. Bu asamada dental papilla, “dental pulpa” adin1 alir. I¢ dental
epitel hiicreleri “ameloblast” lara (enamel ireten hiicreler) farklilagir. Dentin ve
enamel depolanmasinin ardindan kasp uglarinda mineralizasyon baglar ve servikal
yonde ilerler (Sekil 2.2). Daimi disler siit dis germinin epitelinden gelisir ve

tomurcuklanmasi siit digi gelisiminin bell evresinde baslar (59, 78).
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2.2.1.5. Maturasyon evresi

Kron olusumu tamamlanir ve kok gelisimi baslar (78).

Eriipsiyon (disin agiz bosluguna dogru hareketi) bu evrede gerceklesir.
2.2.2. Dis Gelisiminin Kronolojisi

Insanda siit disi gelisimi 6-8. embryonik haftalarda baslar. Kalsifikasyon 14-
18. haftalarda baslar ve kron olusumu 1 yasindan dénce tamamlanir. Ilk eriipsiyon
olan disler alt santral kesicilerdir (ortalama olarak 7. ay). Diger siit disleri ise 2
yasina kadar eriipsiyon olur (77). 5 yasina kadar olan ¢ocuklarda 20 adet siit disi
bulunur (Sekil 2.3). 5 yasindan sonra siit dislerinin yerini daimi dislere biraktigi

karma dislenme siireci baslar.

Daimi dislerin gelisimi de prenatal 20-22. haftalarda baslar. Daimi dislerin
kronlar1 {i¢iincii molarlar hari¢ 7-8 yaslarnda tamamlanir. ilk eriipsiyon olan daimi
disler alt santral kesicilerdir (6-7 yas). Ugiincii molarlar hari¢ tiim daimi disler 13
yasindan &nce ¢ikmis olur. Ugiincii molarlarin kalsifikasyonu 7-9 yaslarinda baslar,

kron olusumu 12-16 yaslarinda tamamlanir (77).

Santral kesiciler

Santral kesiciler

Sekil 2.3. Siit dislerinin sematik goriintiisii.
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2.2.3. Dis Aileleri

Erigkin bir insanin agzinda toplam 32 dis bulunur. Disler ¢enedeki spesifik
lokalizasyonlarina gore ailelere ayrilir. Insanlarda dis aileleri tipik sekillerine gore
kesiciler, kaninler, premolarlar ve molarlar olarak gruplandirilir (Sekil 2.4). Aileler
arasinda tipik sekil farkliliklar1 bulunurken, ayni ailedeki disler birbirine benzer. Her
bir dis grubu bir epiteliyel kalinlasmadan (dental lamina) olusur ve gelisim en 6n

disten baglar, arkaya dogru ilerler (79).

Ugiincii molar st disler

(Yirmilik dis)

Kesiciler

Premolarlar

Molarlar

Sekil 2.4. Daimi dislerin sematik goriintiisti.

2.3. Dis Gelisiminde Molekiiler Mekanizmalar

Son 20 yilda dis morfogeneziyle iliskili 6nemli molekiiller ve molekiiler
mekanizmalar bulunmugtur. Bugiine kadar digin gelisim basamaklarinda eksprese
olan 200’ den fazla gen tanimlanmistir (46). Dis gelisimi boyunca kompleks
molekiiler bir ag etkilidir. Fare disinin model olarak kullanildigi molekiiler
seviyedeki odontogenez caligmalar1 dis gelisiminin siki genetik kontrol altinda
oldugunu gostermistir (80, 81). Epiteliyel ve mezensimal dokular arasindaki

kompleks etkilesimler, dis gelisiminin tiim evrelerinde diizenleyici rol oynar (59).
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Dis gelisiminin baslangic evresinde dis tipinin belirlenmesinde ve mezengimal
hiicrelerin uyarilmasinda en 6nemli rol epiteldedir. Tomurcuklanma evresinde dis
gelisimini diizenleme gorevi mezengime gecer ve mezensimal sinyaller epitelyum

morfogenezini ve dis seklini diizenler (59) (Sekil 2.5).

A

Baslangic evresi Bud evresi Cap evresi
Epitelyel sinyaller Mezensimal sinyaller Enamel knot sinyalleri

Dental ___

Epitelyum l
Dental mezensim

B C D
Pitx2 Wnit3/4/6/10b Whnt Wnt10—Lefl

Bmp4 Fof 8/9

P ]

{‘ Msx1l <— Pax9

Glit  (Msxl  Pax9 Fgf3/10
DIx2 \:\ / Msx1
\ ~——3 Runx2 ]
Lefl «— Bmp4 SRS , | o1 Bmp4

Sekil 2.5. Dis gelisiminde epitelyum ve mezensim arasindaki karsilikli sinyaller
onemli rol oynar. A. Morfogenez basamaklar1 boyunca dis gelisimini regiile eden
sinyal merkezleri olusturulur. Bunlar epiteliyel, mezensimal ve enamel knot sinyal
merkezleridir. B. Dental epiteldeki ilk belirteg dental laminadaki Pitx2
ekspresyonudur. Dental placode Fgf, Bmp, Shh ve Wnt gibi biiyiime faktorleri ve
sinyal molekiillerini salgilayan sinyal merkezi olarak fonksiyon gorir. C. Bud
evresinde epitelden gelen sinyallere karsilik olarak dental mezensimde Pax9, Msx1
ve Bmp4 eksprese olur. D. Cap evresinde enamel knot’ ta epitel ve mezensimin
biiylimesini kontrol eden Shh, Fgf4, Fgf9 ve Bmp’ ler salgilanir. Journal of Oral
Pathology & Medicine 2009 (38): 1-17’ den uyarlanmistir (46).
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Bagta biiyiime faktorleri ve transkripsiyon faktorleri olmak iizere birgok
sinyal molekiilii ve reseptorleri dis gelisiminde epitelyum ve mezensim arasinda
karsilikli fonksiyon goriir. Bunlar transforming growth faktor f (TGFp), bone
morphogenetic protein (BMP), fibroblast growth faktorler (FGF), epidermal growth
faktorler (EGF) ile hedgehog (Hh) ve wingless (Wnt) aileleridir (1). Bu sinyallere ek
olarak uyarilan dokularda bir¢ok gen ekspresyonu olmaktadir (Sekil 2.5-2.6).

Epitel ve mezensim arasinda aktarilan sinyallerden ilk tanimlanan TGFf
ailesinin {iyesi olan BMP’ dir. BMP4 ve FGF8, epitelyumdan salgilanarak
mezensimi indiikler ve Msxl, Msx2, DIxl, DIx2 gibi bircok mezensimal
transkripsiyon faktoriiniin  ekspresyonunu saglar (Sekil 2.5). Bunun iizerine
mezengimal sinyal molekiilleri activin, FGF ve BMP4 epiteliyuma kars1 sinyal olarak

salinir ve dental placode olusumunu uyarir (75, 82) (Sekil 2.6).

oral ektoderm dental placode enamel knot
pitx2 lef1, edar edar
BMP BEMP BMP
FGF FGF FGF
SHH SHH SHH
TNF WNT WNT]

BMP BMP BMP
activin FGF FGF
FGF WNT

dental mezensim kondanse dental dental papilla
msx1/msx2 gli2/gli3 dix1/dix2 mezensim
msx1, pax9, runx2

Sekil 2.6. Dis gelisiminin molekiiler regiilasyonu. Epiteliyel (yesil) ve mezensimal
dokular (mavi) arasindaki etkilesimler sinyal molekiilleriyle saglanir. Bu sinyaller,
uyardiklart dokularda gen ekspresyonunu diizenler. Sinyal merkezleri (kirmizi)
epitelyumda ortaya ¢ikar ve morfogenezi ve dis seklini regiile eden 10’ dan fazla
sinyal molekiilii salgilar. European Journal of Medical Genetics 2008 (51): 273-291°

den uyarlanmustir (1).
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Morfogenez basamaklar1 boyunca epitelde gegici sinyal merkezleri
olusturulur. Ilk sinyal merkezi, epiteliyel tomurcuklanma basladiginda dental
placode’ da ortaya ¢ikar (75) (Sekil 2.5). Buradan salgilanan sinyaller epitelin
tomurcuklanmas1 ve mezengimal hiicrelerin kondanse olmasini regiile eder. Bu
esnada tomurcugun ucunda enamel diigiimii olusumu i¢im mezensimal BMP4
gereklidir (75). Enamel digiimleri, gegici dental epiteliyel hiicre kiimeleridir ve kasp
gelisiminde uyar1 merkezi olarak gorev yaparlar. Epiteliyel tomurcugun ucundaki
primer enamel digim; FGF, BMP, SHH ve WNT ailelerini igeren bir¢ok sinyal
molekiilii eksprese eder (Sekil 2.6). Enamel diigiimden gelen sinyaller hem epiteliyel
hem de mezensimal hiicreleri etkileyebilir. Enamel diigiimlerin, cap evresinde
epiteliyel katlanmay1 kontrol ettigi diisiiniiliiyor (79). Dis gelisiminin bell evresinde
gelismekte olan kasplarin ucunda bulunan sekonder enamel diigiimlerin, kasplarin
biiyiimesini uyardig1 ve fonksiyonel dis seklini belirledigi 6ne siiriilmektedir (81).
Sekonder enamel diigiim de, basta FGF olmak {izere ayni sinyal molekiillerini

salgilamaya devam eder.

BMP4 diger bir sinyal proteini olan lymphoid enhancer-binding factor 1 (Lef-
1) ekspresyonunu indiikler (83) (Sekil 2.5). Lef-1, mezensimin indiiklenmesi ve
sonrasinda dental pulpanin olusumunda gereklidir. Dis gelisiminde 6nemli olan
sinyal proteinlerinden Sonic hedgehog (Shh), dis ektoderminin proliferasyonunun
indiiklenmesi ve mezensime invajinasyonuyla dis tomurcugu olusumundan

sorumludur (83).

Dis morfogenezinde epiteliyel-mezensimal etkilesimlere katilan birgok
transkripsiyon faktorii vardir. Kondanse dental mezensimde eksprese olan Msxl1,
Pax9 ve Runx2 transkripsiyon faktorleri Onemlidir. Ekspresyonlar1 epiteliyel
sinyallerle regiile edilir. Msx1, BMP ve FGF tarafindan, Pax9 ile Runx2 ise FGF
tarafindan indiiklenir (84) (Sekil 2.5). Bu ii¢ genin knock-out fare modellerinde dis

gelisiminin bud evresinde durdugu, cap evresine gecemedigi gosterilmistir (54, 82).

Insanlarda RUNX2 (CBFAL)’ nin heterozigot fonksiyon kayb1 Kleidokraniyel
displaziye neden olur (85). Kleidokraniyel displazi, klavikula hipoplazisi/aplazisi, dis
anomalileri (supernumerary dis, dislerin ge¢ ¢ikmasi gibi) ve boy kisaligiyla

karakterize otozomal dominant bir durumdur.



21

2.4. Dis Agenezisiyle Tlgili Fare Cahsmalar

Gelisim mekanizmalarmin anlagilmasinda ve hastaliklara model olarak
transgenik fareler siklikla kullanilmaktadir. Dis gelisimindeki sinyal aglarinda bir¢ok
gen rol alir. Bu genlerdeki mutasyonlar farelerde dis gelisiminin durmasina neden
olur (52).

Msx1-defektli farenin tiim dislerinin eksik oldugu gosterildikten sonra Msx1’
in farenin dis gelisiminde gerekli oldugu anlagilmistir (50). Daha sonra yapilan
caligmalarla Msx1, Pax9 ve Lefl knockout farede dis gelisiminin tomurcuklanma
evresinde, Pitx2, Gli2/3 ve p63 knockout farede baslangi¢ evresinde durdugu
gosterilmistir (Tablo 2.3). Farede Msx1 ve Pax9, dental mezensimde eksprese olur,
epiteliyel sinyallerle indiiklenir ve mezensimden epitelyuma karsilikli sinyallerde rol
alir (86). Msx1 ve Pax9 transkripsiyon faktorleri farede kraniyofasiyel ve dis
gelisiminde birlikte eksprese (koeksprese) olur (87). Insanlarda MSX1 ve PAX9
heterozigot fonksiyon kaybi mutasyonlar1 hastaliga neden olurken, heterozigot

mutant farelerde anormal fenotipe yol agmaz (86).

Tablo 2.3. Dis agenezisiyle ilgili fare modelleri (48).

Gen Mutasyon Dis fenotipi

Msx1, Msx2 Cifte mutasyon Baslangig evresinde bloke olur
DIx1, DIx2 Cifte mutasyon Baslangi¢ evresinde bloke olur
Pitx2 Null Baglangig evresinde bloke olur
Gli2, Gli3 Cifte mutasyon Baglangig evresinde bloke olur
P63 Null Baslangi¢ evresinde bloke olur
Pax9 Null Bud evresinde bloke olur
Msx1 Null Bud evresinde bloke olur

Lefl Null Bud evresinde bloke olur
Runx2 Null Bud evresinde bloke olur
Barx1 Null Bud evresinde bloke olur

Activin A Null Bud evresinde bloke olur
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Tomurcuklanma evresinde Msx1 ve Pax9’ un dental mezensimde koeksprese
olarak Bmp4 ekspresyonunu sagladiklar: gosterilmistir (51, 88). Msx1 delesyonunda
Bmp4 ve Fgf3 ekspresyonu inhibe olur (52). Msx1 mutant dis germlerine BMP4
eklenmesiyle dis gelisiminin bud evresinden cap evresine gecebildigi gosterilmistir
(88, 89).

Msx2; mezensim, epiteliyel hiicreler, enamel diiglimde eksprese olur ve kasp
gelisiminde fonksiyon goriir (52). Msx2’ nin ayni zamanda kraniyel siitiirlerde de
bulundugu bildirilmis ve Msx2 mutant farelerde kafa osifikasyonunda defektler
gosterilmistir (90). Msx2 mutasyonunun insanlarda Boston-tipi kraniyosinostoza
neden oldugu bildirilmistir (91, 92).

2.5. Dis Agenezisinde MSX1 ve PAX9 Genleri

Noral krest hiicrelerinin goc¢li ve farkli dis gruplarint olusturmak igin
Ozellesmeleri homeobox gen ailesinin kontrolii altindadir (93). Homeobox genleri,
kraniofasiyel gelisimin kontroliinde ¢ok &nemli rolleri olan genlerdir. Ik defa
drosophila (meyve sinegi)’ da tanimlanmis, evrim boyunca iyi derecede korunmus
olan bu genler tiim omurgalilarda bulunur (94). Bu genlerin kodladig1 proteinler

transkripsiyon faktoriidiir ve gen ekspresyonunu kontrol ederler (6).

Nonsendromik dis agenezisinde tanimlanan ilk genler homeobox ailesinden
MSX1 ve paired-box ailesinden PAX9’dur (4, 14). Dis gelisiminde her ikisinin de
gerekli olduklar1 fare galigmalarinda gosterilmistir (50, 51). MSX1 ve PAX9 dis
gelisiminde bud evresinde cap evresine gegiste birbirleriyle etkilesirler. MSX1 ve
PAX9’ un dis gelisiminin erken evrelerinde dental mezensimde koeksprese olduklari
ve fare embryolarinda Msx1 veya Pax9’ un homozigot delesyonunda dis gelisiminin
tomurcuklanma evresinde durdugu gosterilmistir (50, 54, 88). Tek heterozigot
Msx1*" veya Pax9"" mutant farede dis gelisimi normalken, bilesik heterozigot

Msx1*" Pax9"" olan farede alt kesiciler ve molar dislerde eksiklik gorillmistiir (88).

PAX9, tomurcuklanma evresinde MSX1 transkripsiyonunu aktive eder. Yakin
zamanda her iki molekiilin de dimer olusturarak BMP4 transkripsiyonunu aktive

ettikleri gosterilmistir (95). Dis gelisiminde anahtar rol oynayan Bmp4’ {in
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mezengimal ekspresyonu, Msx1l veya Pax9 homozigot mutant farede azaldigi
gosterilmistir (88). Bmp4, dental epitelde gegici sinyal merkezi olan enamel

diigiimiin indiikklenmesini saglayan downstream sinyallerde efektér molekiil olarak
rol alir (96).

Insanlarda PAX9 veya MSX1’ in heterozigot fonksiyon kayb1 oligodontiye
neden olur (4, 14). Dis fenotipleri birbirinden farkli olmasina ragmen PAX9 ve MSX1
mutasyonlar1 insanlarda posterior dis agenezisine neden olur. PAX9 mutasyonlar1
daha ¢ok molar ageneziye neden olurken, MSX1 mutasyonlar1 6zellikle premolarlari
etkiler (8). Her iki gen de ti¢iincii molarlar1 etkiler. MSX1 mutasyonlarinda siklikla 2.
premolar ve maxiller 1. premolarlarin agenezisi bulunurken, PAX9 mutasyonlarinda
cogunlukla maxiller 1. ve 2. molarlar ile mandibular 2. molarlarin agenezisi saptanir
(86). PAX9 mutasyonu olan vakalarin sadece birkaginda siit dislerinde agenezi
bildirilmistir (97, 98). Sekil 2.7° de PAX9 mutasyonuna ornek olarak bir kisinin

panoramik radyografisi gosterilmistir.

Sekil 2.7. PAX9 mutasyonu bulunan bir kisinin panoramik radyografik
goriintiisi. Bilateral maxiller tiim molarlarin eksikligi, sag mandibular 1-3. molarlar,
sol mandibular 2. ve 3. molarlarm eksikligi ve bilateral maxiller 1. premolarlarin

eksikligi goriiliiyor. Ayrica koni seklinde maxiller lateral kesiciler mevcut. Bu sekil
Cells Tissues Organs 2009; 189: 80-87’ den alinmustir (99).

Bugiine kadar dominant kalitimli siddetli dis agenezisiyle iliskili MSX1 ve
PAX9’ da bircok mutasyon bildirilmistir. MSX1 ve PAX9’ da tanimlanmig gen
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defektleri arasinda delesyon, nonsense, missense ve gergeve kaymasi mutasyonlari

vardir ve bunlar ¢ogunlukla DNA baglanma bdlgesinde yerlesmistir.

2.5.1. MSX1

Eskiden HOX7 olarak adlandirilan MSX1, Drosofila muscle segment
homeobox geniyle iligkilidir ve homeobox genlerinin altailesinin bir iiyesidir. MSX1,
60 amino asit uzunlugundaki, DNA’ ya baglanan homeodomaini kodlayan iyi

korunmus homeobox dizisi igerir (100).

MSX1, 4p16.1 bolgesine lokalize, 590 ve 1214 baz cifti (bp) uzunlugunda 2
exondan olugan bir gendir. DNA’ya baglanan homeodomain igeren ikinci exon,
PAX9 ve DLX ailesi gibi diger odontojenik molekiillerle MSX1’ in protein-protein
etkilesimini kolaylastirir (95).

Msx1 homozigot delesyon olan farelerde sekonder yarik damak, mandibula ve
maxillanin alveolar kemiklerinin eksikligi ve dis gelisiminde bozulma gosterilmistir
(50). MSX1 homeodomain bolgesindeki mutasyonlar molar ve premolar dislerin

agenezisi ile yarik damaktan sorumludur.

Bugiine kadar MSX1 geninde dis agenezisine neden olan 8 farkli mutasyon
tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogunlugu homeodomain bolgesinde lokalizedir. Ik defa
1996’da otozomal dominant dis agenezisi olan genis bir ailede MSX1’ in
homeodomain bodlgesinde Argl96Pro missense mutasyonu saptanmistir (4). Bu
ailelerde en sik etkilenen disler ikinci premolar ve iigiincli molarlardir. Literatiirde

bildirilmis MSX1 mutasyonlar1 Tablo 2.4’ te 6zetlenmistir.

MSX1’in homeodomain bolgesinde Ser202Stop mutasyonu, dis agenezisi ve
tirnak disgenezisi ile karakterize Witkop tooth-and-nail sendromu (OMIM #189500)
ile iliskilendirilmistir (101).



Tablo 2.4. Dis agenezisiyle iligkili MSX1 mutasyonlar.
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_ Aminoasit _
Lokalizasyon | Mutasyon Fenotip Ref
degisikligi

Exon 1 c.182T>A | M61K OD izole oligodonti (8)
OD dis agenezisi, izole yarik

Exon 1 c.314C>A | S105X (53)
dudak/damak

Exon 1 €.62dupG | G22RfsX168 | OD oligodonti (102)
OD oligodonti, yarik

Exon 2 hd c.559C>T | Q187X (103)
dudak/damak

Exon 2 hd c.587G>C | R196P OD dis agenezisi 4)

Exon 2 hd €.605C>A | S202X Witkop sendromu (101)

Exon 2 hd C.655G>A | A219T Otozomal resesif oligodonti | (104)

] Oligodonti, Wolf-Hirschhorn

Tiim gen 4q’ da heterozigot delesyon (105)

sendromu

Ref: Referans, hd: homeodomain

2.5.2. PAX9

PAX9, 14q12.13 bolgesine lokalize, 4 exondan olusan bir gendir (Sekil 2.8).
1026 kodlayan baz ¢ifti icerir ve 341 aa’ lik bir protein kodlar. PAX9, odontogenezin
baslangici igin gerekli olan epiteliyel ve mezensimal dokular arasindaki etkilesimlere

katilan transkripsiyon faktoriinii kodlar (75).

5’UTR 3'UTR

Paired domain

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4

Sekil 2.8. PAX9 geninin sematik goriiniimii. Kodlayan bolge (gri renkte) toplam
1026 bp uzunlugundadir. Exon 1’ de 4 baz ¢ifti vardir ve sadece Metiyonin baglangi¢
kodonunu kodlar. Exon 2, 3 ve 4 sirasiyla 627, 140 ve 255 bp uzunlugundadir.
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PAX9, embryogenezde anahtar rol oynayan transkripsiyon faktorlerini
kodlayan Pax gen ailesinin bir iiyesidir (106). Paired box (Pax) genleri, 128 aa
uzunlugunda DNA’ ya baglanan paired domain olarak adlandirilan motifin
bulunmasiyla karakterize transkripsiyon faktor ailesidir (54, 107). Paired box, ilk
defa Drosofilada tanimlanmis, korunmus bir DNA bolgesidir. Memelilerde 4
altgruba ayrilmis 9 farkli Pax geni vardwr. Pax genlerinin embryonik gelisim ve
organogenezde 6nemli fonksiyonlar1 vardir (54). Pax genlerinin bobrek, goz, kulak,
burun, ekstremite kaslar1 ve vertebral kolon ve beyin organogenezinde anahtar rol

oynadig1 gosterilmistir (106).

Ayni altgrupta bulunan Pax9 ve Paxl genleri homologdur ve tim
omurgalilarda bulunur. Her iki gen de faringeal arkustan olusan timiis, paratiroid
bezler, Ostaki borusu ve tonsillerde ekspresyon gosterir. Fakat sadece Pax9 geni
kraniyofasiyel ve dis gelisiminde yer alan noral krest tiirevli mezensimde eksprese
olur (107). Pax9, fare embryogenezinde foregut endodermi, somitler, ekstremite
mezensimi, midbrain ve sefalik noral krest tiirevlerinde spesifik ekspresyon gosterir
(108). Fare embryolarnda Pax9, odontogenezin herhangi bir morfolojik bulgusu
olmadan mandibular arkus mezensiminde eksprese olur ve sonrasinda gelismekte

olan dis mezensiminde ekspresyonu devam eder (108).

Bugiine kadar PAX9 geninde dis agenezisine neden olan 18 farkli mutasyon
tanimlanmistir ve bunlarm ¢ogunlugu paired domain bolgesinde lokalizedir. ilk defa
2000 yilinda otozomal dominant oligodonti olan genis bir ailede PAX9’ un paired
domain bolgesinde 219. niikleotidde Guanin insersiyonu saptanmistir (14).
Etkilenmis bireylerde daimi molar dislerin biiyiik ¢ogunlugu ile ikinci premolar ve
mandibular santral kesicilerin eksikligi mevcuttur. Bugiine kadar literatiirde
bildirilmis PAX9 mutasyonlarinin timii Tablo 2.5’ te 6zetlenmistir. Dis agenezisine
neden olan PAX9 mutasyonlar1 heterozigottur ve genellikle sadece daimi disleri
etkiler.
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Tablo 2.5. Nonsendromik konjenital dis agenezisiyle iliskili PAX9 mutasyonlar.

Exon Mutasyon ﬁg:;?jfglf Fenotip Referans
Exon 1 c.1A>G M1V OD Oligodonti | .\ g'&i)g)"(elog)
Exon 2 pd ¢.16G>A G6R Hsﬁ)%rjg:; ark%%%%;’ ?99)
Exon 2 pd c.62T>C L21P Og.%ié’é’gﬁ{i“" Das ve(ﬂlé.)(ZOOB)
Exon 2 pd C.76C>T R26W | OD Oligodonti arkkgg]ong; \(/511)
Exon 2 pd ¢.83G>C R28P | OD Oligodonti ;:ka('zog‘gg‘s(:%
Exon 2 pd ¢.128G>A S43K Oglgggodﬁtri‘“/ ark%%%%;’ ?99)
Exon 2 pd c.139C>T R47W | OD Oligodonti [~ v?lirzl;(ZOOS)
Exon 2 pd ¢.151G>A G515 (fl?é’égg'n‘il a':ﬂf’étg(‘;‘gkf‘l‘l’g)
Exon 2 pd C.259A>T I87F OD Oligodonti arkl.<(?2%a(l)d€:)a (‘f’l 2
Exon 2 pd C.271ASG KO1E Oglgigggggti/ Das Ve(ﬂ‘(‘)')(zoo‘q’)
Exon 2 pd C.340A>T K114X | OD Oligodonti ai\l'("z;"o'g;’)” (‘ée?)
Exon 2 C.433C>T Q145X O%”Fggggggt" H(Zr(‘)%e?”) ‘gl"";‘
Exon 2 pd C'lz:%i?ﬁfgg@m R58fsX177 | OD Oligodonti |P% Ve(ﬂlé')(zom’)
Exon2pd | c108 100insG | I137fsX41 | OD Oligodonti 20 V(eﬁ%k)'(zooa
Exon2pd | c218 219insG | G73fsX316 O%”Fggggg{;t" arit.‘(’gg(t)%r)‘ z’f 5
Exon 2 C'Glgmigi‘gz'mc 1207fsX211 | OD Oligodonti a?ﬁf’(szt&%ik?ﬁ%
Exon 4 €.792_793insC | A264fsX315 | OD Oligodonti F;?;ig(')gg;"’arig‘;e
dTe‘I‘(f;y%enIL 44-100 Kb delesyon Hg;fg:;égn‘“ dii(l}lt%g;%:ctrl?tli Das ve (%rg).(ZOOZ)

pd: paired domain
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Peters ve ark.” nin yaptig1 hayvan modellerinde homozigot Pax9-mutant
farenin dogumdan kisa bir siire sonra 61diigii ve birgok gelisimsel defektin buna eslik
ettigi gosterilmistir. Bunlar arasinda 3. ve 4. faringeal arkuslardan olusan timus ve
paratiroid bezin yoklugu, yarik damak ve dis eksikligi gibi kraniyofasiyel
anomalilerle birlikte ekstremite anomalileri bulunmaktadir (54). Homozigot Pax9-
mutant fare embryolarinda dis gelisiminin tomurcuklanma evresinde durdugu,

heterozigotlarin ise etkilenmedigi gosterilmistir (54).

2.6. Carnevale Sendromu

Dis eksikligi malformasyonunun yiikliliikk gosterdigi ailede bazi bireylerde
dis anomalileri ile birliktelik gosteren dismorfik bulgular saptanmistir. Klinik
degerlendirme bu bireylerin 3MC Sendromu olarak bilinen bir malformasyon
grubuna ait olan Carnevale sendromuna uygunlugunu disiindiirdiigiinden bu

spektrumun 6zellikleri bu boliimde tanitilmaktadir.

Carnevale sendromu, ilk defa Carnevale ve ark. tarafindan 1989 yilinda anne-
babasi akraba olan, palpebral araliklar1 asagi dogru, goz kapaklarinda pitozis,
hipertelorizm, gelisme geriligi, radioulnar sinostoz ve periumblikal ¢ukurluk
bulgular1 olan iki erkek kardeste tanimlanmustir (119). Titomanlio ve ark. Carnevale,
Michels, Oculo-Skeletal-Abdominal (OSA, Mingarelli) ve Malpuech sendromlarmin
ayni hastalik spektrumunun farkli ekspresyonlar1 oldugunu ileri siirmiis ve bu
antitenin  “3MC (Malpuech-Michels-Mingarelli-Carnevale) Sendromu” olarak
isimlendirilmesini 6nermistir (120). Bu hastaliklarin ortak ve farkli klinik bulgulari

Sekil 2.9’ da 6zetlenmistir.
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/Malpuech Michels\*
Yarik dudak/damak Yarik dudak/damak
Kaudal katlanti " Otozomal resesif \ . Blefar(?fimozis
Mental motor retardasyon kaltim ' Epikantus inversus
[sitme kaybi Hiperteldrizm Kraniyosinostoz

Pitozis Mental retardasyon

Yay seklinde kaslar

Umblikal anomaliler

Radioulnar sinosto / Carnevale
Periumblikal ¢ukurluk

Agiz koseleri asag1 dogru

/

Sekil 2.9. 3MC sendromu spektrumundaki hastaliklarin ortak &zellikleri

Mingarelli (OSA)
Spinal anomaliler

ortadaki kutucukta, birbirinden farkli Ozellikleri ise koselerdeki kutucuklarda

gosterilmistir.

3MC sendromu spektrumundaki sendromlarm baslica o6zellikleri arasinda
%70-95 inde hipertelorizm, blafaropitozis ve kavisli kaslar gibi fasiyel dismorfik
ozelliklerin bulunmasi vardir. Vakalarin %40-60 inda yarik dudak/damak, postnatal
biiylime geriligi, kognitif bozukluk ve isitme kayb1 bildirilmistir. %20-30 unda ise
kraniyosinostoz, radioulnar sinostoz, genital ve vezikorenal anomaliler goriilebilir.
Nadiren de kaudal katlanti, umblikal anomaliler, omfalosel ve diastazis rekti
goriilebilir. Hepsi de otozomal resesif kalitilir. Bugiline kadar 20 ailede 32 vaka

tanimlanmustir (121).

Sorumlu genler yakin zamana kadar bilinmiyordu. Gelisen yeni tekniklerle bu
hastaliklardan sorumlu genler bulundu. Ilk olarak Sirmaci ve ark. Kasim 2010° da
Tiirkiye’ den iki ailede tiim exom sekanslama yontemiyle MASP1 (Mannan-baglayan
lektin-iligkili serin proteaz 1) geninde 2 farkli mutasyon tanimladilar (122). Bunlar
MASP-1 izoform 2 (diger adiyla MASP-3)’ de p.G687R missense mutasyon ve
MASP-1" de p.W290X nonsense mutasyondur.
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Kisa bir siire sonra da Rooryck ve ark., 3MC sendromunda lektin kompleman
yolaginda rol alan genlerden COLEC11 ve MASP1’ in mutasyona ugradigini
gostermistir (121). MASP1, 30927-q28° de lokalizedir ve mannan-baglayan serin
proteaz 1’ i kodlar (MIM 600521). MASP-1 proteini, mannoz-baglayan lektine
(MBL) baglanarak kompleman sistemini aktive eden serin proteazdir. COLEC11
(MIM 612502), 2p25.3’ te lokalizedir ve C tipi lektin kollektin ailesinin bir liyesi
olan CL-K1’ i kodlar. CL-K1 proteini kollajen-benzeri domain ve karbonhidrat-
tanima domaini igerir ve konak (host) defansinda rol oynar (123). Karbonhidrat
tanima domaini, kollektin ailesinin diger bir {iyesi ve serum proteini olan MBL’ ye
benzer ve ¢esitli ligandlara baglanarak opsonizasyon ve kompleman kaskadmnin
aktivasyonunu saglayarak, neticede hiicrenin par¢alanmasi i¢in “membran atak
kompleksi” ni olusturur. CL-KI1, MBL gibi lektin kompleman yolaginda etki
gosterebilir (121).

2.7. Kompleman Sistemi

Kompleman sistemi, dogustan gelen (innate) immiinitenin 6nemli bir efektor
mekanizmasidir. Konagin mikroorganizmalara karsi savunmasinda 6nemli rolleri
olan 30 kadar plazma proteini igerir. Bu sistemin ana bilesenleri dolasimda
“zimojen” olarak bulunan serin proteazlardir. Kompleman aktivasyonuyla bu

proteazlar birbirlerini ardarda (kaskad benzeri yolla) aktive eder (124) (Sekil 2.10 ).

Kompleman sisteminin aktive olabilmesi i¢in klasik, alternatif ve lektin
olmak {izere 3 tiirlii yolak vardir. Klasik yolagin aktivasyonu i¢in antikor gereklidir.
Alternatif ve lektin yolaklarmnin aktivasyonu ise antikora bagiml degildir. Klasik ve
lektin yolaklarmda tamima molekiilleri sirasiyla antijene bagli Immiinglobiilin
izotoplarina ve mikroorganizmalarin yilizeyindeki mannoz gruplarma baglanir. Bu
baglanmanin {izerine tanima molekiili-iligkili serin proteazlar aktive olur ve

proteolitik kaskadi baslatirlar (124)

Klasik yolak, kompleman C1’ in antijen-immiinglobulin kompleksiyle

etkilesimi sonucunda aktive olur. Antijen-antikor kompleksine C1r ve Cls serin
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proteazlarinin baglanmasiyla C1 kompleksi olusur. Aktive olan Cls, C4 ve C2’ yi
fragmanlarina ayirarak C3-konvertazi (C4b2a) olusturur (124).

Klasik yol Lektin yolu Alternatif yol
C1 MBL C3
1‘7 Ag-ab kompleksi l‘— MASP-1, 2 l Patojenik yiizeyler
Clr, Cls MBL-MASP kompleksi C3b
T~ 4 J — Faktor B
/l < FaktorD
c4
° clb
C3bBb
22— (C3 konvertaz)
l\ c2b
C4b2a s C3bBbC3b l 3
(C3 konvertaz) (C5 konvertaz) J
c3 l C4b2aC3b " % C3a
\ (C5 konvertaz) . s
C3a
C5b
l‘_ C6,7,8,9
C5-9 Membran
Atak Kompleksi

Sekil 2.10. Kompleman sisteminin aktivasyonu.

Lektin yolagi, yapisal ve fonksiyonel olarak klasik yolaga benzer. Lektin
yolaginda Clq yerine mikroorganizmalarin yiizeyindeki karbonhidratlar1 taniyan
MBL (mannoz baglayan lektin) ve fikolinler (M-, L- ve H-fikolin) olmak iizere 4
cesit molekiil vardir (124). MBL’ nin patojen yiizeyindeki mannoz kalintilarina
baglanmasit MASP-1, MASP-2 ve MASP-3 olarak adlandirilan MBL-iliskili serin
proteazlar1 aktive eder (125). MASP-1 ve MASP-3, MASP1 geni tarafindan kodlanan
homolog proteazlardir. MASP-2’ yi ise MASP2 geni kodlar (126).

MASP proteinleri, klasik yolakta rol alan Clr ve Cl1s’ ye homologdur. MBL
veya fikolin molekiilityle MASP-2’ nin olusturdugu baslangi¢c kompleksi kompleman
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kaskadin1 baglatir. MASP-2, klasik yolaktaki Cls gibi C4 ve C2’ yi fragmanlarina
ayrrarak C3 konvertazi (C4b2a) olusturur (125). MASP-3’ iin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. Yapilan aragtirmalarda MASP-1’ in de C2’ yi ayirarak MASP-2 ile
birlikte C3 konvertazi olusturdugu ve lektin yolaginin aktivasyonunda rol oynadigi

diistiniilmektedir (127)

Kompleman sisteminin aktivasyonunda her ii¢ yolakta da C3’ iin aktivasyonu
onemli bir basamaktir. Kompleman C3’ {in aktivasyonu inflamatuar cevab1 baslatir
ve C5-C9 komplemanlarinin aktif hale gelmesiyle “membran atak kompleksi” olusur

(125).
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BIiREYLER VE YONTEM

3.1. Aile Paneli ve Klinik incelemeler

Bu calismaya konu olan aile Hatay ili Samandagi ilgesine yapilan saha
calismasi sirasinda saptandi. Hacettepe Universitesi Kraniyomaksillofasiyal Cerrahi
konseyi tarafindan izlenen bir ailede farkli aile bireylerinde Crouzon sendromu,
nistagmus, konjenital dis agenezisi ve prognatizm birlikteligi gdzlenmesi iizerine
bolgeye saha gezisi diizenlendi. Detayli pedigri analizi ve takibinde yapilan
molekiiler analizler birbiri ile iliskili olabilecek bu malformasyonlarm farkl:i genetik
temellere dayanan hastaliklarin bolgede yogunlasmasi sonucunda ortaya ¢iktigini
kanitladi. Nistagmus fenotipinin X’ e baglh dominant, Crouzon sendromlu bireylerin
otozomal resesif ve konjenital dis eksikligi gosteren aile kolunun da otozomal
dominant kalitim kalib1 o6zellikleri gdsterdigi saptandi. Aileler ayri1 ayri1 analize

alind1. Konjenital dis eksikligi gésteren aile bu tez calismasma eklendi.

Konjenital dis eksikligi ailesinden toplam 29 birey saha kosullarinda
muayene edildi ve fotograflar1 ¢ekildi. Ailenin eksik bireyleriyle alakali sozel bilgi
alimdi. Aile hakkinda bilgisi iyi olan yakinlarin yardimiyla aile agaci (pedigri)
olusturuldu (Sekil 3.1). Toplam iki bireye (Sekil 3.1, 1V-2 ve V-9 numarali bireyler)
panaromik film ¢ekildi. Dis anomalileri ile birlikte dismorfik bulgularm gézlendigi

iki aile bireyinden 1VV-12 numarali bireyde el-bilek ve dirsek grafileri de tamamlandi.

Proje, Avrupa Birligi 6. Cerceve ERANET Programi, E-RARE
Konsorsiyumu tarafindan desteklenen ve TUBITAK tarafindan fonlanmasi yapilan
TUBITAK 108S420 numarali proje ile desteklenmistir. Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulunun 26/02/2009 tarihli TBK 09/4-42 numarali karariyla etik

kurul onay1 alinmistir.
3.2. Kahtim Tipinin Belirlenmesi

Pedigriden, otozomal dominant kalitim gosterdigi diisliniildii.
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3.3. Genomik DNA izolasyonu

Pedigri olusturulduktan sonra normal ve etkilenmis olan aile bireylerinden
onaylar1 alinarak EDTA’l1 tiiplere 5-10 cc kan alindi. Kendilerine ulasamadigimiz
sadece 2 kigiden kan alinamadi. DNA izolasyonu amonyum asetat tuzuyla ¢oktiirme
yontemiyle ya da ticari olarak elde edilen kitlerle yapilabilir. Hacettepe Universitesi
Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Genetik Laboratuvarr’ nda, alman kan

orneklerinden tuzla ¢oktiirme yontemiyle DNA izolasyonu yapildi.
Tuzla ¢oktiirme yontemiyle DNA izolasyonu:

a. 10 cc’lik EDTA’ © tiiplere alinan periferik kan 50 ml’ lik falkon tiipiline
bosaltilir. Otoklavlanmig soguk distile su ile 50 ml’ ye tamamlanir ve elde kuvvetlice
calkalanir.

b. Tipler 20 dk 1750 rpm’ de santrifiijlendikten sonra siipernatan dokiilir ve
peletin lizerine tekrar otoklavlanmis soguk distile su eklenerek 45 ml’ ye tamamlanir.
Dipteki pelet calkalanarak ¢ozdiiriiliir ve 1900 rpm’ de 20 dk santrifiij edilir.

c. Siipernatan dokiildiikten sonra ve tiipe 3 ml Nuclei lysis buffer (NLB), 150 ul
Proteinaz-K ve 200 pl %10’ luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) soliisyonlar1 eklenir.

d. Vorteksle karistirildiktan sonra tiipler 16 saat siireyle 37°C etiivde bekletilir.

e. Tiipleri etiivden ¢ikardiktan sonra 3 ml amonyum asetat eklenir ve kuvvetlice
calkalanir.

f. Oda sicakliginda 20 dk bekletilir.

g. 4000 rpm’ de 20 dk santrifiij edilir. Icinde DNA bulunan siipernatan pastor
pipetiyle dipteki pelete dokunmadan ikinci bir falkon tiipiine alinir ve {izerine ayni
miktarda alkol eklenir.

h. Tip elde calkalanir. Alkol eklenmesiyle gozle goriiniir hale gelen DNA
yumagi pipet ucuyla toplanarak, i¢inde 400 pl TE Buffer (tampon ¢6zeltisi) bulunan
ependorfa aktarilir. DNA, ¢dziinmesi i¢in bir gece daha etiivde bekletildikten sonra

-20 °C’ deki derin donduruculara kaldirilir.

3.4. DNA’ nin Niteliksel ve Niceliksel Analizi

PCR asamasinda elde edilen DNA’dan reaksiyon basma yaklasik olarak 40—
100 ng kullanilir. DNA konsantrasyonu ve elde edilen DNA’nin temizligi
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spektrofotometre kullanilarak degerlendirilir. Bu amagla 260/280 absorbans
degerlerinin Olciilebildigi bir UV spektrofotometreye ihtiya¢ duyulmaktadir. DNA'
nin miktar ve saflig1, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen
degerlerden belirlenmektedir. Optik dansite (OD) ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml, tek
iplikli DNA veya RNA i¢in 40 pg/ml ve oligoniikleotidler i¢in 20 pg/ml' ye karsilik
gelmektedir.

DNA’nm temizligi i¢in Azsor2s0 V€ Azeorzo degerlerine bakilmaktadir. Ciinkii
DNA 260, protein 280 ve karbonhidratlar da 230 nm dalga boylarinda pik (en yliksek
deger) yapmaktadir. Temiz bir DNA’ da Ageopgo orant 1,8 ile 2,0 arasinda; Agsor23o
orani ise 2’ den biiyiik olmalidir. 1,8” in altinda elde edilen Aggonso degeri protein
kontaminasyonunu, 2’ nin {izerinde elde edilen Ajgopgo degeri de RNA
kontaminasyonunu isaret etmektedir. PCR yOnteminde ne kadar saf ve yiiksek
molekiil agirlikli DNA izole edilebilirse bantlarin belirginligi ve {iretilebilirligi o

derece artmaktadir.

Genomik DNA  konsantrasyonunun ve  saflifinin  Olglimii  i¢in
laboratuvarimizda bulunan NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektrofotometre cihazi
kullanildi.  Genomik DNA’ nm biitiinliiglinin ve molekiiler agirligmnin

degerlendirilmesi i¢in agaroz jel elektroforezi kullanildi.

3.5. Gen Haritalamasi

Genetik etiyolojili hastaliklarda sorumlu genin arastirilmasinda birtakim
metodlar uygulanmaktadir. Gen haritalamasi, genlerin kromozomlar {iizerinde
bulundugu yerlerin (lokus) gosterilmesidir. Sitogenetik haritalama, genetik

haritalama ve fiziksel haritalama olmak tizere temelde ii¢ tip gen haritas1 vardir.

Genetik haritalama, kromozomal yeri bilinen polimorfik 6zellikte bir genetik
belirleyici (markir) kullanilarak, hastalik geninin polimorfik DNA markirma olan
uzaklhiginin istatistiksel olarak saptanmasi esasina dayanir. Metod, en genel anlami
ile lokalizasyonu aranan gen ile lokalizasyonu bilinen bir markirin kusaklar arasinda

birlikte kalitilmasinin test edilmesi esasina dayanir. Bunun i¢in aile bireylerinin
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fenotipleri kesin olarak tanimlanmali ve kalitim kalib1 belirlenmelidir. Eger iki gen
lokusu, yani markir ve hastalik lokusu, birbirlerine ¢ok yakinsa mayoz sirasinda
birlikte kalitilma sanslar1 yiiksek olacaktir. Haritalamada amag hastalik geni ile hig
rekombinasyon gostermeyen polimorfik markirlarin bulundugu pargayr tespit

etmektir (128).
Gen haritalamada kullanilacak metodlar iki ana gruba ayrilir.

a. Parametrik metodlar: Linkage (Baglanti) analizi olarak bilinir. Genlerin
lokalizasyonu ve fonksiyonlarmi iliskilendirmek icin kullanilan istatistiksel bir

yontemdir. Linkage analizinin basarili olabilmesi igin:

e Kalitim kalib1 kesin olarak bilinmelidir,
e Ug kusakl genis ailelere ihtiyac vardir,
e Etkilenmis bireylerden oldugu kadar normal bireylerden de ornek

alinmasi gereklidir.

Analizler kalitim kalib1 varsayimlarindan etkilenir. Hasta ve normal bireylerin

dogru saptanmasi analiz sonuglarini direkt etkiler.

b. Non-parametrik metodlar (Asosiasyon ¢alismalar1): Kalitim kalib1 tam
olarak tahmin edilemedigi durumlarda kullanilir. Burada hastalifin ortaya
cikmasinda etkili olabilecek aday genler belirlenir ve bu bdlgelerde yer alan
polimorfik markirlar saptanir. Daha sonra polimorfizm ile hastalik aleli arasinda

iligki olup olmadigina bakilir. Linkage analizine gore avantajlar:

e [Kalitim kalibinin bilinmesine gerek yoktur,

e Ailelerden ¢ok vaka ve kontrollerin toplanmasi gerekmektedir.
Dezavantajlart:

»  Ornek sayis1 ¢ok fazla olmalidir,

»  Ogzellikle kontrol grubunun olusturulmasinda ¢ok dikkatli olunmalidr.

Bu ¢alismada {i¢ kusakli ve kalitim kalib1 bilinen bir ailede sorumlu genin

arastirilmasi igin parametrik linkage analizi yapildi.
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Gen haritalamasinda baslica iki yol vardir:

i. Aday lokalizasyon yaklasimi: Mevcut durumla alakali aday genler
belirlenir ve bu genlerin hangi kromozom bdlgelerinde bulundugu saptanir. Bu
bolgelere siki baglant1 gosteren markirlar 6ncelikli olarak test edilir. Aday bolgeler
tarandiktan sonra herhangi bir lokalizasyon saptanamazsa tiim genom taramasina

gecilir.

ii. Genom-boyu (Genome-wide) tarama: Burada hastaligin hangi

kromozomda ya da hangi aday gen ile iliskili olacagina dair bir dngdrii yoktur.

Gilinlimiizde genom-boyu analiz yontemlerinin gelismesi, ¢ok sayida
polimorfik markirmn DNA ¢ipleri araciligiyla tek seferde genotiplenmesi sonucu
genom-boyu analizler, aday lokalizasyon yaklagiminin yerini almistir. Genom-boyu
analiz ve ardindan uygun baglant1 (linkage) analizinin aday lokalizasyon yaklasimina
en bliyiik iistiinliigii, tiim genoma ait genotip ve haplotip bilgisi elde edebildigi i¢in

calisilan ailenin kag farkli bolgeye olas1 baglant1 gosterdiginin anlagilabilmesidir.

Baglant1 analizi bir olasilik tahmini oldugu i¢in genomda tek bir bolgeye
baglant1 yakalanabilmesi ve diger bolgelerin dislanmasi hastalik geninin kesin
lokalizasyonunu belirleyen ¢ok giiclii bir delildir. Genom bilgisi burada sunulan
ailede gozlenen karistirici faktorlerin aydinlatilmasina da yarar. Bu ¢alismada izlenen
ailede bazi bireylerde sadece konjenital dis eksikligi gozlenirken bazi bireyerde ise
dis anomalileri ile birlikte dismorfik bulgular da saptanmistir. Genom boyu analiz
aile i¢i farkli varyasyon gosteren bireylerin ayni gen bdlgesini ilgili kalitim kalib1

varsayimi altinda kalitip kalitmadigimin da kesin olarak belirlenmesine yardim eder.

3.5.1. Baglant1 (Linkage) Analizi

Baglant1 (Linkage) analizi, iki genin bir nesilden digerine aktarilirken baglanti
gosterip gostermediklerini saptamak icin aile c¢aligmalarini kullanan bir gen
haritalama metodudur (129). Haritalama ¢alismalarinda en sik kullanilan metoddur.

Baglant1 analizinde bir ailede markir ve hastaligin birlikte segregasyonuna bakilir ve
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Olgtim yapilir. Markir ve hastalik lokusu ayni kromozomda birbirine yakin olursa

mayozda aralarinda rekombinasyon olma sans1 diisiik olur.

Rekombinasyon, mayoz sirasinda es kromozomlar arasindaki parca
degisimidir. Iki lokusun birbirine olan uzakhg1 ne kadar fazla ise mayoz sirasinda yer
degistirme ihtimali de o kadar fazladir. Baglanti1 analizinde farkli lokuslarin
birbirlerine olan yakimliklarmi1 6lgmek icin rekombinasyon sikligi kullanilir.
Rekombinasyon sikligi ne kadar kiigiikse iki lokus birbirine o kadar yakindir.
Rekombinasyon siklig1 0 (teta) ile ifade edilir ve 0 ile 0,5 arasinda bir degerdir. iki
lokus birbirine ¢ok yakinsa yani 6 = 0 ise tam baglant1 oldugunu, birbirinden uzaksa,

0 = 0,5 ise aralarinda baglanti olmadig1 anlamina gelir (129).

Rekombinasyon birimi centiMorgan (cM) ile ifade edilir. 1 cM her 100
bireyden en az birinde rekombinasyon oldugunun gostergesidir (129). Genetik
uzakliklar, fiziksel anlamda Olgiilebilir uzakliklar degildir. Teorik olarak iki lokus
arasinda 1 ¢cM’ lik bir uzakliktan s6z edildigi zaman, yaklasik olarak 1 milyon baz

ciftinden s6z ediliyor demektir (128).

Baglant1 analizi igin LOD skor analizi uygulanir. LOD (Logarithm of Odds)
skoru, hastalik aleli ile markir aleli arasinda baglanti olma olasiliginin, baglanti
olmamasi olasiligina oraninin logaritmik degerde ifade bi¢imidir. Diger bir ifadeyle
aranan genin, test edilen kromozom lokusunda olma olasiliginin ilgili lokusta
bulunmamasi olasihigina oramdir. Ornegin sonucun 3 olmasi demek bu iki gen
arasinda baglant1 olma ihtimalinin olmama ihtimalinden 10% = 1000 kez daha fazla
oldugunu ifade eder. Sonugta ¢ikan deger arttik¢a lokalizasyonun saptanma olasilig1
da artacaktir. LOD skor 3 ve istii olan degerler baglantiy1r desteklemesi agisindan

anlamli kabul edilir.

LOD Skor analizleri hastalik ile tek bir DNA markirinin olasi iligkisinin test
edildigi “Tek noktali (Singlepoint) baglantr” analizi ve ardigik siralanmis bir dizi
DNA markir1 ile hastalik alelinin olas1 baglantisinin test edildigi “Cok noktali
(multipoint) baglant1” analizi olarak iki farkli yontemle hesaplanir. Cok noktali
baglant1 analizi genis genom verilerinin analizinde haplotip boyunca olas1 baglantiy1

test edebildigi i¢in daha fazla tercih edilen bir yOntemdir. Bu yOntemle
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kromozomlara 6zgli ¢ok noktali baglant1 grafikleri cizdirilebilir ve kromozomlarin
herhangi bir bolimiinde baglant1 gozlenip gozlenmedigi gorsel olarak kolayca

izlenebilir.

LOD skor analizleri igin yaygin olarak kullanilan program LINKAGE paket
programidir (130). Daha sonra FASTLINK, GENEHUNTER ve MERLIN gibi paket
programlar gelistirilmigse de bu programlar LINKAGE programimnin giris dosyalar1
ile uyumlu ¢aligirlar. Biitlin bu programlarda pedigri verileri, aile bireylerinin
birbirleri ile akrabalik iligkisi, genotip verileri ve bireylerin hasta olup olmadiklar1
bilgisinin yer aldig1 pedigri dosyas1 ve analizlerde kullanilacak parametrelerin (gen
frekansi, markir alel frekansi, genotip-fenotip matriksi, penetrans ya da fenokopi
bilgileri) eklendigi parametre dosyalar1 bulunmasi gereklidir. Bu ¢alismada MERLIN
programi kullanilarak ¢ok noktali LOD skor analizleri yapilmis ve tiim
kromozomlara ait grafikler ¢izdirilerek LOD skor pozitif olarak gdézlenen bolgeler
haplotip analizine alinmistir. Analizler otozomal dominant kalitim modeli varsayimi

altinda tamamlanmaistir.

Ailedeki yogun akrabalik iliskileri de goz oOniine alinarak genom-boyu ¢ip
analizi verileri homozigotluk haritalamasi yapilarak da degerlendirilmistir. Bu analiz
icin Visual Genome Studio (VIGENOS) programi kullanilmig, genom boyu haplotip
bloklar1 belirlenmistir (Sekil 3.2). Genom boyu genotip bilgileri 16 pixel goriintiide
acikca izlenirken 1 pixel goriiniim genomdaki haplotip bloklarinin hizlica taranmasi
icin kullanilmistir. Her bir kromozom ayr1 ayr1 incelenmis hasta bireylerde ¢akisma
gosteren bliylik haploip bloklar1 (yaklasik 5-10 Mb) anlamli kabul edilmistir. Bu
analiz otozomal dominant kalitim kalib1 diisiindiigiimiiz konjenital dis eksikligi
gosteren Dbireylerde resesif kalitimi tamamen dislarken dismorfik bulgular

gbzledigimiz bireylerde iic kromozom bdlgesinde anlamli olabilecek sonu¢ vermistir

(Sekil 4.10).

VIGENOS programi baplant1 analizine giris dosyalari olusturmak amaci ile
de kullanilmistir. VIGENOS programmi gelistiren HEMOSOFT sirketi, Hacettepe

Universitesi Teknopark biinyesinde faaliyet gdsteren bir arastirma sirketidir.
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Indeks KromozomLokalizasyon Pozisyon SINE
no no
1 18 0.3624 210341 |SNP_A-2057202
2 18 0.3705 215051 |gNP A-2139230
3 18 0.5876 341114 NP A-1876275
4 18 0.5902 | 342577 |SNP_A-2084777
5 18 0.5962 | 346095 |SNP_A-1781906

indeks KKromozom Lokalizasyon Pozisyon 2o
no [ ] 1 pixel/
1 18 0.3624 210341 — markir
17 18 0.9013 523191 1
33 18 1.4731 675447 | f—
49 18 1.9996 922503 =
65 18 3.0267 1404472 = ==

Sekil 3.2. Genom boyu genotip bilgilerinin izlendigi ve haplotip analizin
tamamlandigi VIGENOS programi goriintiisii. Cip verilerinden elde edilen tiim
genotip bilgileri VIGENOS programina aktarilmistir. Veriler 1 ve 16 pixel olmak

iizere iki farkl rezoliisyonda degerlendirilmistir.

Bir pixel goriintii: Her satir 1 markira karsilik gelir. Bu, sikistirilmis gortintiidiir. Bu
sayede genis bloklar goriilebilir. Heterozigot genotipler (AB) turuncu, hastalikla
iliskili homozigot genotipler (AA) mavi, iliskili olmayan homozigot genotipler (BB)
beyaz ile gosterildi. Gri alanlar, sinyal alinamayan bolgelerdir (No-call).

16 pixel goriintii: Her markir 16 pixel yiiksekliginde bir satirla gosterilir. Biitiin

markir detaylar1 ve SNP numaralar1 goriiniir haldedir.

3.6. SNP Microarray (Cip, Mikrodizin) Analizi

Genomda polimorfik ozellik gosteren tek niikleotid (single nucleotide
polymorphism; SNP) degisiklikleri mevcuttur. SNP Cip analizi yontemi bu tek
niikleotid degisikliklerini ¢ip ilizerine hibridize etmeye ve bunlar1 floresan yontemle

taramaya dayanir. Belli markir panellerinin kullanildig1 diger yontemlere tstiinliigii
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genomu daha yiiksek ¢oziiniirliikte ve daha hizli tarayabilmesidir. Caligmada 250.000
tek niikleotid degisikligini taramaya imkan veren Affymetrix® 250K Nsp ¢ipi

kullanilmaistir.

SNP ¢ip analizi, Affymetrix sirketi tarafindan saglanan protokole gore
caligiimistir (131). Yontemin esast genomun enzimle kesimi, kesilen uglara adaptor
baglanmasi, adaptore 6zgl primer ile tiim genomun amplifikasyonu, genomun 50-
100 baz ciftlik parcalara ayrilmasi (fragmantasyon) ve ¢ipler iizerine hibridizasyon
isleminden olusur (Sekil 3.3). Hibridizasyon asamasindan sonra ¢ipler bir tarayici
yardimiyla okunur ve Affymetrix tarafindan gelistirilmis program sayesinde

genotiplenir. Genotip bilgileri daha sonra analizin yapilacagi programlara aktarilir.

Genomik DNA (250 ng) RE kesimi
T R T e
Adaptor
Ligasyon ‘ﬁ
[ —— ]
e

Hibridizasvon
Yilcama

Fragmantasyon ’@ - g &
& Labeling — m ——h

Tarama (Scanning)

Sekil 3.3. 250K Nsp SNP ¢ip yonteminin agamalarinin sematik goriiniimii.

SNP mikrodizin analizi asagida anlatildig: sekilde yapilir.
a. DNA’nin hazirlanmasi ve kesimi

Periferik kandan elde edilen genomik DNA, konsantrasyonu olciildiikten
sonra EDTA TE tampon ¢ozeltisi kullanilarak 50 ng/uL’ ye seyreltilir. DNA

orneginden 5 pL alinir, ependorf tiipiine aktarilir. Buz iizerinde ¢alisilir. 9,75 uL
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deiyonize su, 2 uLL NE tampon ¢ozeltisi, 2 nL. BSA ve 1 uL Nsp I igeren kesim

soliisyonlar1 karisimidan 14,75 pL ependorf tiipline eklenir. Termal cyclerda 37°C’
de 120 dk, 65°C” de 20 dk durduktan sonra 4°C’de beklemeye birakilir.

b. Ligasyon

Kesim tamamlandiktan sonra ligasyona baslanir. 0,75 pL adaptor Nspl, 2,5
uL T4 DNA ligaz tamponu ve 2 pLL T4 DNA ligaz, 19,75 pL hacimdeki kesilmis
DNA o6rneginin iizerine eklenir. Termal cyclerda 16°C’ de 180 dk, 70°C” de 20 dk

durduktan sonra 4°C’ de beklemeye birakilir.
c. PCR

Elde edilen kesilmis ve adaptor ligasyonu yapilmis DNA 6rnekleri deiyonize
su kullanilarak 1/4 oraninda seyreltilir. Buz iizerinde 10 pL ligasyon iriiniiniin
iizerine 39,5 uL su, 10 uL Taq PCR tamponu, 20 pL. GC-Melt, 14 uL ANTP, 4,5 uL
PCR primer ve 2 pL Taq polimerazdan olusan PCR karisimi eklenir. Bu
miktarlardan 3 tiip Nsp reaksiyonu i¢in hazirlanir. Geneamp® PCR System 9700
termal cycler cihazinda 94°C’ de 3 dk denatiirasyon, sonrasinda 30 dongii 94°C’ de
30 sn, 60°C’ de 45 sn ve 68°C’ de 15 sn ve son olarak 68°C’ de 7 dk uzama
basamaklarindan olusan PCR reaksiyonu baslatilir. Elde edilen 6rnekten 3 pL’ lik
kistm %2’ lik TBE agaroz jelde 120 V’ ta bir saat boyunca yiiriitiiliir. Jelde yaklagik

200-1100 bp arasinda {iriin y1gilimimin olmasi beklenir.
d. PCR iiriinlerinin piirifikasyonu (saflastirilmasi) ve kantifikasyonu

Qiagen MinElute® 96 UF Plate kullanilarak saflagtirma yapilir. Vakum
cihazi 800 mbar’a ayarlanir. Her kuyucuga 32 pL PCR iiriinii konur ve 800 mbar’da
15 dakika vakumlanir. Sonra 35 pL distile su eklenir ve tekrar 800 mbar’da 15
dakika vakumlanir. Her kuyucuga 35 pL distile su koyulur ve piirifikasyon plate 5
dakika vortekslenir. Her 6rnek igin 0.5 cc ependorf hazirlanir. Her ependorf tiipiinde
9x35 uL PCR iriinii elde edilir. Saflagtirma sonrasinda elde edilmis olan iriiniin
kantifikasyonu spektrofotometre ile yapilir. OD 6l¢iimii 90 pg/uL’nin ilizerinde ise

bir sonraki agsamaya geg¢ilir. 315 pL olan elimizdeki PCR iirliniiniin suyunu ugurmak



44

icin Vacum Drier’da 60°C’ de 1,5 saat beklettikten sonra fragmantasyon basamagi

icin gerekli olan 45 pL iirlin elde edilir.
e. Fragmantasyon

Fragmantasyon enziminin konsantrasyonu 2,5 U/uL oldugu i¢in oncelikle
0,05 U/uL’ye seyreltilir. Diliie edilmis fragmantasyon enziminden 5 pL, 50 pL
piirifiye PCR iiriiniiyle bir tiip igerisinde birlestirilir ve termal cyclerda 37°C’ de 35
dk, 95°C’ de 15 dk tutulur. Elde edilen {iriin %4’ lilk TBE agaroz jelde 120 V’ ta 30
dk-1 saat arasinda yiiriitiilir. Jelde ortalama 180 bp’in altinda iriin yigiliminin

olmas1 beklenir.
f. Isaretleme (Labeling)

Elimizdeki 50,5 pL’lik fragmante DNA ile 14 pL TdT tamponu, 2 uL
GeneChip® DNA labeling reagent ve 3,5 uL TdT enzimi karistirilir. Termal cyclerda
37°C’de 4 saat, 95°C’ de 15 dk durduktan sonra 4°C’de beklemeye birakilir.

g. Hibridizasyon

Isaretleme sonrasinda elde edilen iiriine 12 pL. MES, 13 pL DMSO, 13 uL
Denhardt’s soliisyonu, 3 uL EDTA, 3 uL HSDNA, 2 uL OCR, 3 puL Human Cot-1
DNA®, 1 pL Tween-20 (%3’ lik) ve 140 uL. TMACL’ den olusan hibridizasyon
kokteyl karigimmdan 190 uL eklenir. Bu Karisim 99°C” de 10 dk ve 49°C’ de 1 dk
tutulduktan sonra ¢ipe yiiklenir. Cipler 49°C’ deki hibridizasyon firinina yerlestirilir.

Firinda 60 rpm donme hiziyla 16-18 saat arasi hibridizasyon saglanir.

Streptavidin fikoeritrin (SAPE) boyama ve antikor ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
800,04 pL su, 360 pL SSPE, 3,96 pL Tween-20 (%3’ lik), 24 pL Denhardt’s
soliisyonu karistirilip 2 ayr1 tiipe 594 pL ayrilir. SAPE tiiptine 6,0 pL. SAPE, antikor
tiipline ise 6 pL biyotinlenmis antikor eklenir. Bagka bir tiipe ise Array Holding
Buffer ¢ozeltisinden 820 puL konularak Fluidics yikama istasyonuna yerlestirilir. Bu

basamaktan sonra sirasiyla yikama, boyama ve tarama asamalarina gegilir.
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h. Yikama, Boyama, Tarama

Hibridizasyon firinindan ¢ipler ¢ikarilir, i¢indeki hibridizasyon soliisyonu
cikarilip atilir, 270 pL array holding tamponu yiiklenir, yiiklerken baloncuk
olusmamasina dikkat edilir. Yikama islemi, Fluidics Station 450° de GCOS
(GeneChip® Operating Software) 1.4 yazilimi kullanilarak yapilir. Cipler Fluidics
cihazina yerlestirilir. GCOS programinda sirastyla bir deneyin kaydi yapilir, yikama
ve boyama basamaklar1 gergeklestirilir. Arkasindan ¢ipler GeneChip Scanner 3000
7G tarayicisina yerlestirilir. Sonuglar “.CEL” formatinda otomatik olarak dosyalanir.
Veri dosyalar1 daha sonra Genotyping Console yazilimma aktarilir ve “.CHP”
dosyast haline cevrilir. Tarama sonucunda mikrodizinden elde edilen SNP sinyal
alimi ylizdesi hesaplanir. SNP Call rate degerleri %80’in istiindeyse analiz basarili

bir sonug verir.

3.7. DNA Dizi Analizi
3.7.1. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR, niikleik asitlerin in-vitro olarak (canli organizma disinda), uygun
kosullar altinda g¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Hem arastrmada hem de klinik
laboratuvar tanisindaki uygulama alanlariyla biliyiik 6neme sahip olan PCR' in
gelistirilmesindeki ¢alismalar1 nedeniyle, K. Mullis, 1993 y1l1 Nobel Kimya Odiiliinii

almaya hak kazanmistir.

PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden olusur. Bir PCR dongiisii,
strastyla, deoksiriboniikleik asidin (DNA) iki zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden
ayrilmasi1 (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin (primer) hedef DNA'ya
baglanmasi (hibridizasyon-annealing) ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA' lar
olusturacak sekilde uzamasi (ekstansiyon) agsamalarindan olusur. Bu asamalarin her

biri farkl sicakliklarda gergeklestirilir. Sicaklik araliklar1 genel olarak su sekildedir:

Denatiirasyon: >94°C - 98°C
Annealing: >37°C - 65°C
Ekstansiyon: >72°C
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PCR teknigi, tek ve ¢ift sarmalli DNA ya da RNA i¢in kullanilabilir. PCR ile
bir hedef DNA par¢asindan milyonlarca ¢ogaltmak miimkiindiir. Yontemin temeli,
cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgi, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici
olan, 18-25 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullanilarak, bu
iki primer ile sinirlandirilan bdlgenin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.
PCR' i Onemli bir avantaji da ¢ok az miktarda DNA ile c¢aligmaya olanak

saglamasidir.

3.7.1.1. PAX9 Geninin PCR’ 1

PCR reaksiyonlart GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) termal cycler cihazinda yapildi.

PAX9 geninin kodlayan bolgelerinin amplifikasyonu igin internette
PrimerQuest programi kullanilarak (http://eu.idtdna.com/Scitools/Application/Primer
quest) 5 set primer dizayn edildi. Primerler ve annealing sicakliklar1 Tablo 3.1 de

gosterildi.

Tablo 3.1. PAX9 primerleri.

Exon Primer sekansi Annealing sant
°C uzunlugu (bp)

Exon 1F GCCCACGTTGCTGCTTAGATTGAA
Exon IR |AATGGCATCAACAGCCACCCAGTA > 483
Exon2a F |GTTCAGGCGTCAAGACCGATTTCT
Exon2a R |GTTGCCGATCTTGTTGCGCAGAAT ° o
Exon 2b F | AGCAAGATCCTGGCGCGATACAA
Exon 2b R | AGACTGTGTGTGGCAAGGAAACCA ° ort
Exon3F |AGGCGTGGGTCAGAGAATTTGGAA
Exon3R |AGCTCAGAAAGGGACCCATCACAA % 463
Exon4F |AGTAGAGTCAGAGCATTGCTGGCT
Exon4 R |TGAGTCCGTACAGCCAGCTTTCAA °° >0
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Exon 1 disindaki PCR reaksiyonlar1 Taq (Thermus aquaticus) DNA
polimeraz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) enzimiyle yapildi. Geneamp® PCR
System 9700 termal cycler cihazinda 94°C’ de 5 dk denatiirasyon, sonrasinda 30
dongii 94°C” de 30 sn, 65°C” de 30 sn ve 72°C’ de 30 sn ve son olarak 72°C” de 5 dk

uzama basamaklarindan olusan PCR reaksiyonu uygulandi.

Exon 1’ in PCR reaksiyonu ise Promega master mix ile yapildi. Termal
cyclerda 94°C’ de 5 dk denatiirasyon, sonrasinda 35 dongii 94°C” de 30 sn, 55°C’ de
30 sn ve 72°C’ de 30 sn ve son olarak 72°C’ de 5 dk uzama basamaklarindan olusan

PCR programi uygulandi.

3.7.1.2. MASP1 geninin PCR’ 1

MASP1 PCR i¢in 16 set primer kullanildi. Primerler, Dr. Bernd Wollnik
(KoéIn Uiversitesi, Almanya) tarafindan laboratuvarimiza gdnderildi. Primerler ve

annealing sicakliklar1 Tablo 3.2° de gosterildi.

PCR reaksiyonlar1 Taq (Thermus aquaticus) DNA polimeraz (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) enzimiyle yapildi. Genecamp® PCR System 9700 termal cycler
cihazinda sadece annealing sicakliklar1 farkli olmak itizere 94°C’° de 5 dk
denatiirasyon, sonrasinda 30 dongii 94°C’ de 30 sn, 54-61°C’ de 30 sn ve 72°C’ de
40 sn ve son olarak 72°C’ de 5 dk uzama basamaklarindan olusan PCR reaksiyonlar1

uygulandu.

PCR’ m ardindan elde edilen amplifikasyon {iriinlerinin degerlendirilmesi

agaroz jel elektroforezi yontemiyle yapildi.
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Exon

Primer sekansi

Annealing
°C

Bant
uzunlugu (bp)

Exon 1F
ExonlR

GTTGTCAGGTTCCTGGGAG
AGAAAGCCCCTCACTACCAC

61

395

Exon 2F
Exon 2R

GGAAAGCTAATTACGGCAGG
CCACCTTGACCTGAATTCATAC

59

499

Exon 3F
Exon 3R

TTGTAATGCGTCTTTTCTCAAG
TGAATTGCTGGATGGATAGAG

59

529

Exon 4F
Exon 4R

GATAATGGCTACCTCTGGGC
TCTGCATCTTCATCCATGTG

61

439

Exon 5F
Exon 5R

CTAGACATGCGACCTTGAGC
CCTGGAATAGATCTAACTAAGATGG

59

540

Exon 6F
Exon 6R

CATTTGGTGAATGGTAAGGC
CAGCTGCTCAACTGGGAG

55

443

Exon 7F
Exon 7R

AGATCCATGCCTCCAATACC
GCAGCTAGGAAATTCTGTGC

57

371

Exon 8F
Exon 8R

GGTGGAAAATCTCAGTCGAG
TTAAATTCCTGCTCCCATCC

57

325

Exon 10F
Exon 10R

CATTGCTTTCTGGAATTGTG
GTGTGAGTGACACGTTTTGC

57

400

Exon 11F
Exon 11R

TGACCATTTGGAGGACTTTG
GACCTTTAACCTTTTGAAGACATC

59

344

Exon 13F
Exon 13R

GGGATGCTATTATCAGGAAGG
TACCGCACTGTGCTTCTG

Gi

408

Exon 14F
Exon 14R

AGGCATGGCCATTTTCAAG
AGGTTCCTGGACCTCCATC

57

380

Exon 15F
Exon 15R

GTGGATGAAGGCAGTGAAAG
AAGCAGTTGGTGAGTCAAGC

57

444

Exon 16F
Exon 16R

CACCACACCACCTTTCTCTG
CTTTCTGGGGTTCAAAGTCC

57

372

Exon 17F
Exon 17R

AGATCAAGTCTAAGGTAGACACAGG
ACGGCCTTCCTCCAGTC

57

s

Exon 18F
Exon 18R

CAGAGCTGAGGTTTGGGTC
AGTAATGGATAGGCCGAAGG

54

453
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3.7.2. Agaroz jel elektroforezi

DNA molekiillerinin analizinde rutin olarak kullanilan basit bir yontemdir.
DNA’nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel
iizerinde hareketine dayanmaktadir. Bu hareketin hizi molekiiliin biiytikligiine,
yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve uygulanan
akima bagl olarak degismektedir. Yontemin avantajlari basit ve hizli olmasi, ayrica
diger yontemlerle yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmanlarinin ayrilabilmesini
saglamasidir. UV 15181 altinda floresan etki gosteren etidyum bromiir (EtBr)
boyasmin kullanimi ile ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (1-10 ng) olsa bile, DNA’nin

jel iizerindeki yerini belirlemek miimkiindiir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan agaroz konsantrasyonu 90,54
arasinda degistirilerek jelin por capi belirlenebilir. Bu sekilde hazirlanan yiiksek
konsantrasyonlu jeller ile kiigiik, diisiikk konsantrasyonlu jeller ile de biiylik DNA

fragmanlarinin en uygun sekilde jelde yiirtitiilmesi saglanir.

Bant biiyiikliiklerinin karsilastirilabilmesi i¢in bant biiyiikliikleri bilinen bir
DNA standardi (DNA size markir) jele yiiklenir. Ortalama olarak 100-200 V arasinda
30 dk yiiriitilebilmekle birlikte, jelin yriitiilme siiresi kullanilan elektroforez
tankimnin biiyiikliigiine, kullanilan agaroz c¢esidine ve analiz edilen bant biiyiikliigiine
bagli olarak farklilik gosterebilir. Elektroforez isleminin ardindan UV 1sik altinda

goriintiileme sistemi ile bantlarin degerlendirmesi yapilir.

3.7.3. PAX9 Geninin Dizilenmesi

PCR iriinlerinin piirifikasyonu, QIAquick PCR piirifikasyon Kitiyle (Qiagen,

Valencia, CA, USA) iiretici firmanin protokoliine gore yapildi.

PCR iiriinlerinin sekansi (dizileme) i¢in 4 pL piirifiye DNA, 4 uL distile su, 4
puL forward primer ve 8 pL BigDye terminator karisimindan olusan 20 pL’ lik
sekans reaksiyonu hazirlandi ve termal cyclerda 25 dongii 96°C” de 10 sn, 50°C’ de
5 sn, 60°C’de 4 dk olacak sekilde bekletildi. Dort exon da forward primerler

kullanilarak dizilendi. Son olarak Sephadex® G-50 ile sekans Oncesi piirifikasyon
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yaptiktan sonra Ornekler ABI PRISM® 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) kullanilarak analiz edildi.

3.7.4. MASP1 Geninin Dizilenmesi

MASP1 PCR’ lar1 laboratuvarlarimiz biinyesinde yapildiktan sonra DNA dizi
analizi Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Teknokenti biinyesinde faaliyet gdsteren

GEN-TR sirketinden hizmet alim1 yapilmasi yolu ile gerceklestirilmistir.

3.8. Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiytlikliikteki fragmanlara
ayrilmasi RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) olarak adlandirilir. Bu

yontem polimorfizm ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Restriksiyon enzimleri, DNA iizerinde yaklasik 5-10 baz uzunlugunda belirli
bir niikleotid dizisini taniyarak bu noktada kesim yapar ve DNA’y1 ikiye ayirir. IIki
Hamilton tarafindan kesfedilen Hind III basta olmak iizere, 200 den fazla farkl
bakteri tiirtinden, her biri bakterinin orijinal isminin kisaltmasi ile anilan ¢ok sayida
restriksiyon enzimi bulunmustur. Her DNA molekiilii farkli kesim noktalarina sahip
bolgeleri icerir. Bu DNA bdlgeleri ayni restriksiyon enzimi kullanilarak kesildiginde
bireylerin tasidigr mutasyonlara bagli olarak degisik miktar ve uzunlukta parcalar
elde edilebilmektedir. Enzim tanima bolgesinde olusan bir degisiklik, bélgenin enzim

tarafindan taninmamasina ve kesme isleminin ger¢eklesmemesine sebep olur.

RFLP analizinin daha kolay uygulanir olabilmesi acisindan segilen enzim
biiyiikk 6nem tagimaktadir. Segilen enzimin kesilmek istenilen DNA’y1 birden fazla
noktada kesmesi sonucu olusan ¢ok sayida ve birbirine yakin biiyiikliikte ki
fragmanlar analizi zorlastirmaktadir. RFLP tek nokta mutasyon analizlerinde siklikla
kullanilan  bir yOntemdir. Mutasyon noktasimni ¢evreleyen primerler ile
gerceklestirilen PCR reaksiyonunun ardindan tek nokta mutasyon bdlgesinden kesen

bir enzim segilerek analiz edilir.
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3.8.1. Mspl ile enzim kesimi

PAX9 geninin 3. exonunu C*CGG noktasindan kesen Mspl restriksiyon
enzimi kullanilarak enzim kesim reaksiyonu konuldu. C.718G>C degisikligi varsa
kesim olacak, ilgili degisiklik yok ise kesim olmayacakti. Kesim islemi sonrasinda
beklenen fragman biiyiikliikleri sonuglar boliimiinde sayfa 60° ta verilmistir. 12 pL
distile su, 2 uL Buffer (10X) ve 1 uL Mspl (10U/uL) enzimi kullanilarak 20 pL’ lik
reaksiyon hazirland1 ve 37°C’ de 1 saat inkiibasyon yapildi. Enzim kesim {irtinleri

%2° lik agaroz jelde goriintiilendi.
3.8.2. BseMlI ile enzim kesimi

Tek niikleotid degisikliginin oldugu bdlgeden DNA’ y1 kesecek restriksiyon
enzimi FastDigest® BseMI (BsrDl) (Fermentas) siparis edildi. Bu enzim dogal tip
DNA’ y1 kesecek, mutant tipi kesmeyecekti. 10,3 pL distile su, 2,0 uL Buffer R
(10X) ve 0,2 uL BseMI (5U/uL) enzimi kullanilarak 20 puL’ lik reaksiyon hazirlandi
ve termal cyclerda 55°C” de 60 dk ve 80 °C’ de 20 dk bekletildi. Enzim kesim

irtinleri %2° lik agaroz jelde goriintiilendi.
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BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Konjenital dis eksikligi ailesi 10 bireyde dis eksikligi, 2 bireyde kompleks
malformasyonlar gozlenen toplam 34 bireyden olugmaktaydi (Sekil 3.1). Bunlardan
ilk kusaktaki iki birey ¢alismadan ¢ok dnce vefat etmisti ve konjenital dis eksikligi
bulunup bulunmadigr bilinmiyordu. Geri kalan 32 bireyden 29 tanesine saha
kosullarinda ulasilarak muayeneleri tamamlandi. Saha c¢alismast Hacettepe
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ortodonti bdliimiinden Dt. Soner Kamact,
Kirikkale Universitesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim Dalindan Dr.
Ibrahim Vargel, Hacettepe Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalindan Dr. Nurten
Akarsu ve Dr. Bilgin Kiitiikcii tarafindan gergeklestirildi. Aile bireylerinin klinik
muayene bulgular1 Tablo 4.1’ de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Tiim aile bireylerinin klinik muayene bulgulari.

Birey Yasi Dis bulgulan Ek bulgular
-1 72 | Total protez -
20 yasindan sonra hig¢ disi -
-2 77 | kalmamis, oligodonti,
Total protez
-3 59 Yagina baglh olarak dis -
eksikligi
-4 64 | Dis eksikligi yok Disleri aralikli ve kiigiik
-5 62 | Dis eksikligi yok -

) ) Siif 3 kapanis, Mandibular
-1 46 | Oligodonti _
prognatizm

-2 40 | Dis eksikligi yok -

-3 50 | Dis eksikligi yok -

On agik kapanis, Sinif 2
-4 48 | Dis eksikligi yok
malokliizyon

-5 42 | Dis eksikligi yok -




Tablo 4.1. Tiim aile bireylerinin klinik muayene bulgular1 (devamu).
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11-6 40 | Dis eksikligi yok -
-7 36 | Dis eksikligi var -
11-8 41 | Dis eksikligi yok Swnif 2 kapanis
-9 34 | Dis eksikligi yok -
11-10 29 | Dis eksikligi yok -
-11 45 | Dis eksikligi yok -
11-12 40 | Dis eksikligi yok -
Smf 3 kapanis, Mandibular
Koni seklinde sag iist ]
V-2 19 o prognatizm, Sol kalgada perthes
lateral kesici dis, Hipodonti
hastaligi, torakal kifoz
V-3 17 | Oligodonti Sag kalgada perthes hastalig
V-4 16 | Oligodonti -
V-5 14 | Dis eksikligi yok -
V-6 9 Dis eksikligi yok -
V-7 17 | Dis eksikligi yok -
V-8 15 | Mikrodonti, Hipodonti -
Persiste alt santral siit disi, -
V-9 12 ) ]
Oligodonti
Persiste alt santral siit disi, -
1V-10 10 ] )
Oligodonti
IV-11 19 | Dis eksikligi yok -
Genis alin, Fasiyel asimetri,
12 17 Sag st lateral kesici disi Hipertelorizm, Pitozis, Skolyoz,
eksik, sol iist gdmiilii kanin | Ust damak dar-yiiksek, Opere
omfalosel
1V-13 15 | Dis eksikligi yok -
Sag iist lateral kesici disi
] . Genis alin, Hipertelorizm,
IV-14 13 | mikrodontik, sol uist o ]
' Pitozis, Umblikal skar
gomiilii kanin
1V-15 12 | Dis eksikligi yok -
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Klinik muayeneler sonucunda aile bireylerinde sag, tirnak ve deriyle ilgili
herhangi bir bulguya rastlanmadi. Ailede iki birey hari¢ higbirinde yarik
dudak/damak veya bagka bir kraniyofasiyel bozukluk yoktu. Aralarinda akrabalik
olan anne-babanin bes ¢ocugundan ikisinde dis anomalisine ek olarak dismorfik
bulgular mevcuttu. Bu iki ¢ocukla alakali ayrintili bilgi ileriki bagliklarda
verilecektir. 11-2 nolu birey 20’ 1i yaslarda tiim dislerini kaybetmis ve total protezi
oldugundan kag¢ disinin eksik oldugu tam olarak degerlendirilemedi. 11-3 nolu
bireyin de protezi olmasi ve bir¢ok disinin ¢ekilmis olmasit nedeniyle tam

degerlendirme yapilamadi.

Ailede konjenital dis eksikligi olan 10 birey bulunmaktadir. IV-1 nolu birey
hari¢ digerleri muayene edildi. V-1 nolu bireyin dis eksikligi oldugu sozel olarak

ogrenildi.

Konjenital dis eksikligi olan aile bireylerinin dis fenotipleri Tablo 4.2’ de
gosterilmektedir. 7 bireyde (11-2, 111-1, 111-7, 1VV-3 ve 1V-4, 1V-9, IV-10) oligodonti, 2
bireyde (IV-2 ve 1V-8) hipodonti bulunmaktadir. Oligodontisi olan bireylerin 3.
molarlar hari¢ swrastyla 28, 6, 13, 12, 12, 14 ve 6 adet daimi dis eksikligi vardir.

Hipodontisi olan bireylerin de sirasiyla 5 ve 4 adet daimi dis eksikligi vardir.



Tablo 4.2. Konjenital dis eksikligi olan bireylerin dis fenotipleri.
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Sag Sol 3.molar
. .. .. . disler
molar  [premolar| kanin| kesici | kesici |kanin|premolar| molar
harig
Birey Dis eksik dis
no |Yas 211211 1 21112 1 11212
no sayisl
USt * * * * * * * * * * * * * *
1:2 {77 28
Alt * * * * * * * * * * * * * *
Ust * | * * | *
I-114
6 Alt * mlm * 6
Ust * | x| * * | % | %
111-7 | 36 Alt P = = = = 13
Ust * * k * | x| =
V211
o Alt >
Ust * | % | = * | x| x
IV:3]17 Alt ~ == ~ = = 12
Ust * * * * * *
V4|16 12
Alt * * * * * *
Ust m * *
IV:8 | 15 Alt ~ [ = 4
Ust * | % | = * | x| =
V9|12 Alt ~ =1 = ~ | = ~ =1 = 14
_ Ust * *
1V:10] 10 Alt ” ~ | = ” 6

*. Konjenital dis eksikligi,

m: mikrodonti, k: konik kron sekli

Etkilenmis bireylerin 6zellikle molar, 2. premolar ve alt santral kesici

dislerinin eksikligi mevcuttur. Bazi bireylerde alt santral kesiciler normalden

kiiciiktiir. Bununla birlikte etkilenmis bireylerin genel olarak dislerinin aralikli ve

normalden biraz kii¢iik oldugu belirlendi. Bazi bireylerin dis resimleri ve panoramik

radyografik goriintiisii Sekil 4.1 de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. A. IV-2: Ust 2. premolarlar ile 2. ve 3. molarlar eksik. Okla gosterilen sag

ist lateral kesici disi koni (peg) seklinde. B. 1V-2 nolu bireyin panoramik
radyografik goriintiisii. Eksik olan digler “*” ile gosterildi.

C. IV-4: Ust lateral kesiciler, alt santral kesiciler ve 2. premolarlar eksik. Persiste alt
santral kesici siit disleri var.

D. IV-3: Alt-iist 2. premolar ve tiim molar disleri eksik.

E. IV-9: Daimi alt santral kesicileri eksik, persiste alt santral kesici siit disleri var. F.
IV-9 nolu bireyin panoramik radyografik gorintiisii. Bilateral 2. premolarlar ve alt 3.
molarlar hari¢ tiim molar disleri eksik.

G. IlI-1: Bilateral 2. ve 3. molarlar1 eksik. Alt santral kesicileri mikrodontik.

H. IV-10: Daimi alt santral kesicileri eksik. Persiste alt santral kesici siit disleri var.
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4.2. Laboratuvar Bulgular:

Aileden 13 kisiye Affymetrix sirketinin protokoliine gore 250K SNP ciple
genom boyu baglant1 analizi yapildi. Tarayicidan ¢ikan verilerle Merlin programi
kullanilarak LOD skoru hesaplandi. LOD skor analiz sonuglar1 MERLIN
programindan elde edilen grafiklerle Sekil 4.2” de gosterildi.

40 40 10
00 00 o 1 A
40 401 40
8.0 IN M{ 807 80
"
500 100.0 150.0 200.0 2500 500 1000 1500 2000 %040 500 1000 150.0 200.0
Chromosome 1 Position (cM) Chromosome 2 Position (M) Chromosome 3 Position (M)
40 40 4
0.0 00 00
40 40 40
| I i LEY M “,
500 1000 150.0 2000 500 100.0 150.0 2000 50.0 100.0 150.0
Chromosame 4 Position (cM) Chromosome 5 Position (cM) Chromosome 6 Position (cM)
40 40 40
00 00 00
401 4.0 -4.01
801 807 l 807 H‘M A mu
500 100.0 1500 500 100.0 150.0 50.0 100.0 150.0
‘Chromesome 7 Position (cM) Chromosome 8 Position (cM) Chromosome 9 Position (cM)

Sekil 4.2. Merlin programi ¢ok noktali baglanti (multipoint linkage) analizi sonuglar1

(Devamu arka sayfada).



58

40 40 40
00 00 it 00
40 401 40
80 h‘n . 501 ‘ M 80 |
R l sl L “ ll H . L . i
500 1000 150.0 50.0 100.0 150.0 500 1000 1500
Chromosome 10 Position (cM) Chromosome 11 Position (cM) Chromosome 12 Position (cM)
-
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00 ( 00 I 1" I 00
a0 \{ <0
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00 00 "\\J 0.0
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40 ] | 40 40
‘ 20
0.0 n 0.0
~NJ | oo
4.0 40 20
40
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0.0 0.
4.0 40
6.0 -804
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Sekil 4.2. Merlin programi ¢ok noktali baglant1 (multipoint linkage) analizi sonuglari.

X aks1 cM cinsinden rekombinasyon fraksiyonu degerlerini gdstererek kromozom

boyunca genetik pozisyonu belirlemektedir. Y aksinda ise lokalizasyon skorlari

(LOD; logarithm of odds ratio) yer almaktadir. Pozitif lod skorlar (0.0 hattmnin

iizerinde kalan bolgeler) sadece 14 numarali kromozomda goézlenmis ve sekil

iizerinde daire i¢inde isaretlenmistir.
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Otozomal dominant kalitim kalib1 ve tam penetrans varsayimi altinda 14q11-
21 bolgesinde ¢ok noktali LOD skor analizi ile pozitif lod skorlar saptandi.
Maksimum lod skor 2.696 olacak sekilde telomerik bolgede yaklasik 40 cM’ lik bir
alanda pozitif lod skorlar alindi. Bunun disinda herhangi bir kromozom bélgesinde
pozitif lod skor saptanmadigi i¢in 14q11-q21 bolgesi bu malformasyondan sorumlu
gen lokalizasyonu olarak kabul edildi. Bu bolgede dis agenezisine neden olan PAX9
geni lokalize oldugundan dolayr PAX9 geninde DNA dizi analizi uygulandi. MSX1
geninin lokalize oldugu 4p bolgesi baglant1 analizinde kesin olarak dislandig1 i¢in bu

gende mutasyon taramasi yapilmadi.

Ik olarak IV-3 nolu bireyde PAX9 geni dizilendi. Dizi analizi sonucunda;

Exon 1’ de heterozigot ¢.3G>C (p.M1l),
Exon 3’ te heterozigot ¢.718G>C (p.A240P),
Intron 1” de heterozigot ¢.5-109G>C degisiklikleri saptand1 (Sekil 4.3).

c.718G>C c.718G>C

¥ ¥

c 4 d

Sekil 4.3. 1V-3 nolu bireyin PAX9 geni sekans sonuglari. a. Exon 1’ de heterozigot
¢.3G>C transversiyonu b. intron 1> de heterozigot ¢.5-109G>C transversiyonu c-d.

Exon 3’ te heterozigot ¢.718G>C transversiyonu c. forward, d. reverse dizi
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Restriksiyon enzim analiziyle ailenin tiim bireylerinde Exon 3’ teki
¢.718G>C degisikligine bakildi. Mspl ile yapilan enzim kesim sonucunda elde edilen
agaroz jel gorilintiisti Sekil 4.4° te gosterildi.

258 bp
205 bp

141 bp
117 bp

250 bp

150 bp
100 bp

Sekil 14. Mspl ile elde edilen enzim kesim iiriinlerinin %2’ lik agaroz jel
goruntusu.

GG > 258 bp ve 205 bp

GC - 258 bp, 205 bp, 141 bp ve 117 bp

CC > 205 bp, 141 bp ve 117 bp olarak kesilir.

c.718G>C transversiyonu Ala240Pro degisikligine neden olur. Hem
etkilenmis hem de etkilenmemis bireylerde p.A240P degisikligi mevcuttu.
Dolayisiyla bu degisikligin hastalik fenotipiyle iligkili olmadig: diistiniildi. Yedi
bireyde homozigot GG, 1 bireyde homozigot CC, diger 21 bireyde ise heterozigot
GC saptandz. Ilgili degisikligin bulundugu pozisyon Ensembl veri bankasinda kontrol
edildi ve daha 6nce bildirilmis polimorfik bir degisiklik oldugu goriildii (rs4904210).
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PAX9 exon 1’ deki heterozigot M11 degisikligi, dis eksikligi olan tiim

bireylerde mevcuttu. Etkilenmemis bireylerde ise bu degisiklige rastlanmadi (Sekil
4.5).

A B
Sekil 4.5. A. 11-2 nolu bireyin PAX9 exon 1 sekans goriintiisii. Heterozigot ¢.3G>C

degisikligi okla gosteriliyor. B. 11-3 nolu bireye ait normal PAX9 exon 1 sekansi.

Bu sekans degisikligi BseMI restriksiyon enzimi kullanilarak aile bireyleri ve
kontrol grubunda analiz edildi. Aileden 6 kardesin enzim kesimi sonrasi elektroforez

jel goriintiisti Sekil 4.6 da gosterildi.

500 bp

250 bp
200 bp

Sekil 16. BseMI ile elde edilen enzim kesim iirlinlerinin %2’ lik agaroz jel
goruntist.

GC -> 483 bp, 254 bp ve 229 bp
GG > 254 bp ve 229 bp olarak kesilir.
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Pedigri iizerinde PAX9 p.M1I heterozigot degisikliginin segregasyonu Sekil
4.7 de gosterildi.

=0

2

b &

II:1 1I:2 1I:3 II:4
G-G C-G G-G G-G

O 0

II1:9 III:10  III:11 | III:12
G-G G-G GG GG |GG

ides [yyes!

Iv:l Iv:z IVl Iv:4 IvVis  IVie v:7 IViS 1Iv:9 IV:10 Vil Ivi12 Iv:13 Iv:l4 IV:15
Cc-G C-G CG CG GG GG C-G C-G CG G-G G-G G-G GG GG

III:1 III:2

Sekil 4.7. Pedigri lizerinde PAX9 p.M1l (c.3G>C) heterozigot degisikliginin
segregasyonu. Konjenital dis eksikligi bulunan bireylerde mutasyon saptanirken,

normal bireylerde saptanmadi.

Ayni sekilde BseMI enzimi kullanilarak saglikli bireyler tarandi. Ayni
bolgede bu aileyle yakiligi olmayan 96 kiside (192 kromozom) PAX9 ¢.3G>C
degisikligine rastlanmadi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Kontrol grubunda BseMI ile yapilan enzim kesiminin agaroz jel goriintiisii

ornegi. Orneklerin hepsinde DNA 254 bp ve 229 bp bantlarina ayrilnmis halde

goriilmektedir. Bu da hepsinin GG genotipine sahip oldugunu gosterir.
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4.3. Dismorfik Iki Kardesin Degerlendirilmesi

Dis eksikligi olmayan fakat dis anomalisiyle birlikte dismorfik bulgular1 olan
iki kardes (IV-12 ve 1V-14) saha gezisinde muayene edildi. Fizik muayenelerinde
genis alin, kavisli kaslar, telekantus, hipertelorizm, asagi dogru palpebral araliklar,
blefaropitozis, alt gbz kapaginda eversiyon ve asagi bakan agiz koseleri saptandi

(Sekil 4.9). Mental ve motor gelisimleri yasitlartyla uyumluydu.

IV-12 nolu bireyin 23 yasindayken bas ¢evresi 55 cm (50 persentil), boyu 150
cm (3 persentil), viicut agirhigr 42 kg (3 persentil) 6l¢iildii. Fizik muayenesinde sag
uist lateral kesici disi eksik ve sol iist kanin gomiililydi. El parmak eklemlerinde hafif
katilik, dirsek ekleminde eklem kisitliligi ve skolyoz vardi. Klinik dykiiden dogum
sonras1 omfalosel nedeniyle opere oldugu (Sekil 4.9), 1 ay hastanede yattig1 ve yatisi
gecirdigi ve geg iyilestigi 6grenildi. El-bilek grafisi yasiyla uyumluydu, parmaklarda

kisalik yoktu. Dirsek grafisinde radioulnar sinostoza rastlanmadi.

IV-14 nolu bireyin 19 yasindayken olgiilen boyu 160 cm (3 persentil) idi.
Fizik muayenesinde sag st lateral kesici disi mikrodontik, sol iist kanin gomiiliiydii
ve umblikal skar vardi. Gobeginin diistiikten 2 hafta sonra iyilestigi, dogumda ASD’
sinin oldugu, sonra kendiginden kapandigi ve testislerinin skrotuma ge¢ indigi
ogrenildi. Cocukluk doéneminde kardesi kadar agwr ve uzun siiren enfeksiyon

gecirmedigi 6grenildi. Her ikisinin de 6n fontanelleri ge¢ kapanmis (2 yasinda).

Hastalarin fenotipik goriiniimleri Genetik iinitemizde degerlendirildi ve bu
cocuklarm fotograflarinin Carnevale sendromuna ¢ok benzedigi diisiiniildi. Sekil
4.9’ da vakalarn literatiir ile karsilastirmali olarak resimleri verilmektedir. Benzerlik

dikkat cekicidir.
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F

Sekil 4.9. A-B. Literatiirde bildirilen ilk Carnevale sendromlu 2 erkek kardesin yiiz
gorliniimleri. Pitozis, asag1 dogru palpebral araliklar, asag1 doniik agiz koseleri ve
yay gibi kaglar goriiliiyor. Biiyiik kardeste umblikal ¢ukurluk goriilityor. American
Journal of Medical Genetics 1989 (33): 186-189’ ten alinmustir (119).

C-D. Carnevale sendromu diisiiniilen 1V-12 ve 1V-14 nolu bireylerin yiizleri
literatiirde bildirilmis olan vakalara ¢ok benziyor. E. IV-12 nolu kiz bireyin
omfalosel operasyon skari. F. 1VV-12: Daimi maxiller sag lateral kesici disi (*) eksik.
Her iki hastanin da maxiller gomiilii kaninleri (#) ve ciiriikleri bulunmaktadir. G. V-

14: Sag maxiller lateral kesici disi mikrodontik (okla gosterildi).
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Hastalarin fenotipik bulgularinin literatiirde bildirilmis olan Carnevale

sendromlu vakalarla karsilastiriimasi1 Tablo 4.3’ te gosterildi.

Tablo 4.3. Carnevale sendromu disiiniilen iki hastanin fenotipik bulgularinin

literatiirde bildirilmis olan Carnevale sendromlu vakalarla karsilastirilmasi.

Literatiirde
Fenotipik bulgular bildirilmis vakalar 1V-12 1vV-14
(119, 132)
Boy kisalig1 0/4 + +
Mental retardasyon 1/4 - -
Kraniyofasiyel bulgular
Asm_1etr|_k kafa/ 3/4 N )
Kraniyosinostoz
Genis alin 2/4 + +
Kavisli kaglar 4/4 + +
Telekantus 4/4 + +
Hipertelorizm 4/4 + +
Pa{pebral araliklar asag1 4/4 N N
dogru
Blafaropitozis 4/4 + +
Alt g6z kapaginda eversiyon 4/4 + +
Strabismus 2/4 - -
Burun ucu genis ve diiz 214 Co!ume[la +
asagi dogru
Genis filtrum 1/4 Filtrum uzun Filtrum kisa
Agiz koseleri asagi dogru 4/4 + +
Yartk dudak/damak 1/4 Dar-yiksek -
damak
Santral ve lateral kesici 12 Ust sag lateral | Ust sag lateral
dislerin kiigtikligu kesici eksik | kesici disi kiigiik
Abdominal bulgular
Umblikal ¢ukurluk 3/4 - Umblikal skar
Omfalosel 0/4 Opere -
omfalosel
Diastazis rekti 4/4 + -
Iskelet bulgular
Tortikollis 1/4 - -
Kalga anomalisi 3/4 - -
Deviye veya kisa parmaklar 1/4 - -
Dirsek ?klemlnde hareket 3/4 N )
kisithilig
Vertebral anomaliler 0/2 Skolyoz -
Genitoiiriner anomaliler
Kriptorsidizm 2/3 - +
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Bunun {izerine genom-boyu ¢ip analizi verileri homozigotluk analizi

kullanilarak tekrar degerlendirildi. Bir, 3 ve 18 numarali kromozomlarda genis

homozigot bloklarin bulundugu saptandi (Sekil 4.10). Bunlardan 3q27 bolgesi daha

once 3MC sendromuna neden oldugu bildirilen MASP1 genini igermekteydi. Bu

nedenle MASP1 geninde DNA dizi analizi uygulandi

Pozisyon @ Il Pozisyon @ H
T i — 3 182699798 — — 18
I e Q1918884 5 oy = 18
1 4820771 jm—
1 WATGITRY 3 183968777 —_—— 18
: :1 3 184663521 —
1SS [msazross 3 185244358 = — 18
= . ?r59990365 -~
1 Torsesanr 3 186773040 19
1 08241807 18
1 sosssaza 10.1 Mb 3 1smmsn
1| wotsu ! 3 187719527 18
1 103843858
1 joamus 3 187962817 18
1 111097471 3 188464902 18
v i == At 18
1 |:17|‘x111: < 189126040
1S hiauimeer 3 189443023 18
1 nzTsEs 3 189734230 18
=S e —4r312136119 3 189999811 18
1 114352904 T
rs6695414 3 1sose3sss
e . [ ? 3 190764506 8,01 Mb 1
b= 3 191064008 =
T 1isassesd 3 191244878 18
Do 3 191509077 18
1 117959802
1 115881053
— 1 | 3 191762560 18
19385491
: :lsmsaz'l - - < 1919888139 18
polE== 1 | | 3 192272006
1 sieosEs . . 3 192403870 18
1 145692596
o 3 192615442 18
1 150709433 3 192805973 18
1 o >48,22 Mb 3 193177118 18
I S 3 193526172 4 —
1 155604214 S 1937957238 — r51918884
iy | | 3 194039865 = 18
: :::u:ua: 3 194285824 18
1 TSH00EE0S 3 194612501 f 18
1 155775848 =
1 153152918 3 194581362 = 18
1 |mm 3 195070946 —
s 3 195188875 = 18
1 hooreisz 3 195800118 . = 18
| e rs6659268 3  1ssoess —] 18
ST ] ] 3 196919362 —_—
1 1BATATITS — — 3 197799681 _— 18
| 3 198322883 = 18

Sekil 4.10. 1V-12 ve 1V-14 nolu bireylerin homozigotluk analizi.

18p’ de saptanan homozigot bloklar ve biiyiikliikleri goriiliiyor.
@®:1V-12, W :1V-14 nolu birey

MASP1 geninde dizi analizi sonucunda 1V-12 nolu

Pozisyon @ Il
210341
523191
675447
922503
1404472
1628530
1782127
2041617
2177377
2507898
2731050
3240622
3668700
4016587
4273592
4431190
5024116
5232964
5600852
5951586
6383288
B651811
6919097
7228619
7475222
7790480
8040886
8404345
8669878
9076213
9611305
9937960
10315557
10434300

\%telomer

3,5 Mb

4 rs4798097
Q rs4797119

> 3,01 Mb

= 16506426

CIPIERENET TN A | |

Kromozom 1, 3q ve

bireyde 2. exonda

homozigot 4 baz delesyon (¢.82-85delTTTG) saptand1 (Sekil 4.11). Diger exonlarda

herhangi bir degisiklige rastlanmadi. Bunun {izerine anne, baba ve kardeslerine de

exon 2’ nin dizi analizi yapildi. Sonucta Carnevale sendromu diisiiniilen kardesinde
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homozigot, anne, baba ve diger kardeslerinde heterozigot delesyon saptandi (Sekil

4.12).

‘|
y
Bl
u
A m
[ ]

-
oo
oo
oom
u
]
2l
3
Iz]

€.82-85delTTTG

1 .
A A T A T G [ T T T G J G C c ~  Lwild type
G c cC A G A T C [mutant

B
Sekil 4.11. A. 1V-12 nolu bireyin MASP1 exon 2 sekans goriintiisii. Homozigot ¢.82-
85delTTTG degisikligi goriiliiyor. B. [1l11-12 nolu bireyin sekans goriintiisii.
Heterozigot ¢.82-85delTTTG degisikligi goriiliiyor.

Dort baz delesyonu cergeve kaymasina ve 17 aa sonrasinda terminasyon
kodonu olusmasina neden olmaktadir (p.Phe28AlafsX18). Bunun sonucunda

normalde 699 aa’ ten olusan MASP1’ in translasyonu 44. aa’ te durmaktadir.
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O

II:11 1I1:12
¢.82-85delTTTG ¢.82-85delTTTG
heterozigot heterozigot
v:11 Iv:12 Iv:13 Iv:14 IVv:15
¢.82-85delTTTG ¢.82-85delTTTG c.82-85delTTTG ¢.82-85delTTTG ¢.82-85delTTTG
heterozigot homozigot heterozigot homozigot heterozigot

Sekil 4.12. Carnevale sendromu tanisi alan ¢ocuklarin pedigrisi ve sekans sonuclari.
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TARTISMA

Bu ¢alismada ii¢ kusakta toplam 10 bireyde konjenital dis agenezisi bulunan
genis bir ailede bu nitelikten sorumlu genin bulunmasma g¢aligilmistir. Ailede dis
anomalilerine ek olarak dismorfik bulgularin eslik ettigi bireylerin bulunmasi ailenin
fenotip tanimlamasini karmagiklasgtirmaktadir. Pedigri analizi ve genom-boyu DNA
¢ip analizleri bu ailede iki farkli anomalinin ytikliiliikk gésterdigini ortaya ¢ikarmistir.
Bu anomalilerden konjenital dis eksikigi malformasyonu tam penetransli otozomal
dominant kalitim kalib1 gosterirken kompleks fenotip gosteren bireylerin otozomal
resesif Carnevale sendromuna uygunluk gosterdigi saptanmistir. Genom-boyu analiz
sonrasinda uygulanan aday gen yaklasimi ve DNA dizi analizleri sonucunda
otozomal dominant konjenital dis eksikliginden PAX9 gen mutasyonun sorumlu
oldugu belirlenirken, Cranevale sendromuna MASP1 gen mutasyonunun neden
oldugu gosterilmistir. Boylelikle dismorfik bireylerde gozlenen dis anomalilerinin
PAX9 gen mutasyonuna bagl bir varyasyon olmadigi, tamamen farkli bir genetik
temele dayandigi gosterilmistir. Tartisma her iki malformasyonun genetik temeline

yonelik olarak ayr1 ayr1 yapilmistir.
5.1. Otozomal Dominant Konjenital Dis Eksikligi

Bir¢ok calismada izole dis agenezisinin diisiik penetrans ve degisken
ekspresyonla otozomal dominant kalitildig1 bildirilmekle birlikte bizim ¢alismamizda
otozomal dominant tam penetrans gosteren bir genle kalitildig1 gozlenmistir. Genom
boyu ¢ip analizini takiben uygulanan baglant1 analizi bu malformasyonu 14q11-g21
bdlgesine haritalamistir. Bu bolgede yer alan PAX9 geninde yapilan DNA dizi
analizi, evrimsel siiregte korunmus olan (Sekil 5.1) baslangi¢ kodonundaki
Metiyonin aminoasitini Izoldsine ¢eviren p.M1l mutasyonunun malformasyondan
sorumlu oldugunu gdstermistir. Ilgili mutasyon literatiirde daha énce tanimlanmamis

olan yeni bir mutasyondur.
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Insan MEPAFGEVNQLGGVEFVNGRPLPNAIRLRIVELAQLGIRPCDISRQLRVSH
sSempanze MEPAFGEVNQLGGVEVNGRPLPNAIRLRIVELAQLGIRPCDISRQLRVSH
Mouse MEPAFGEVNQLGGVEVNGRPLPNAIRLRIVELAQLGIRPCDISRQLRVSH
Rat MEPAFGEVNQLGGVEVNGRPLPNAIRLRIVELAQLGIRPCDISRQLRVSH

Tavuk —-—-PAFGEVNQLGGVEFVNGRPLPNAIRLRIVELAQLGIRPCDISRQLRVSH
Zebrafish MEPAFGEVNQLGGVFVNGRPLPNAIRLRIVELAQLGIRPCDISRQLRVSH
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Sekil 5.1. Insan, sempanze, mouse, rat, tavuk ve zebrafish’ te PAX9 sekanslarmin
karsilagtirilmasi. Protein dizileri UniProtKB’ den (http://uniprot.org) alind1 ve
ClustelW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) yazilimi kullanilarak align

edildi. PAX9’ un ilk aminoasiti olan Metiyoninin korundugu goriiliiyor.

PAX9 ve MSX1 gen mutasyonlar1 literatiirde siklikla konjenital dis eksikligi
ile iliskilendirilmistir. Her iki genin dis gelisiminin erken evrelerinde dental
mezensimde birlikte eksprese (koeksprese) olduklar1 ve fare embryolarinda Msx1
veya Pax9’ un homozigot delesyonunda dig gelisiminin tomurcuklanma evresinde
durdugu gosterilmistir (50, 54, 88). Her iki gen de insanlarda posterior dis
agenezisine neden olurken etkiledikleri disler birbirinden farklidir. PAX9
mutasyonlar1 daha ¢ok molar ageneziye neden olurken, MSX1 mutasyonlari 6zellikle
premolarlar1 etkiler (8). Sekil 5.2° de PAX9 ve MSX1 gen defektlerinin yol agtigi
fenotiplerin karsilastirmasi yapilmistir. Kim ve ark.” na gore PAX9’ la iliskili dis
agenezilerinde %80 oranla maxiller ve mandibular 2. molar dislerin eksikligi goriiliir.
MSX1 ile iligkili dis agenezilerinde maxiller ve mandibular 2. premolar ve maxiller 1.

premolarlarin siklikla etkilendigi goriilmektedir (133) (Sekil 5.2).

Bu ailede mutasyon saptanan bireylerin dis fenotipi, literatiirde bildirilen
PAX9 mutasyonlu vakalara benzemektedir. Dis eksikligi olan bireylerin %89’ unda
molar ve 2. premolar disler, %67 sinde alt santral kesicilerin eksikligi
bulunmaktadir. Aile bireylerinin hic¢birinde kanin veya 1. premolar dis eksikligine

rastlanmamustir.
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Sekil 5.2. MSX1 ve PAX9’ daki gen defektlerinin yol agtigi fenotiplerin

karsilastirilmasi. Eksikligi daha sik goriilen disler daha koyu renkle gosterildi. Daha
iyl anlasilmasi agisindan eksikligi daha ¢ok goriilen disler “+” isaretiyle gdsterildi.
Journal of Experimental Zoology Part B: Molecular and Developmental Evolution
2009 (312B):320-342’ den alinmstir (86).

Bugiine kadar literatiirde nonsendromik dis agenezisine neden olan 18 farkl
PAX9 mutasyonu tanimlanmistir (Sekil 5.3). Bunlarin biiyiik bir ¢ogunlugu (13
tanesi) 2. exonda paired domain bolgesinde yigilim gosterirken, ikisi 2. exonda
paired domain disinda, biri baslangi¢ kodonunda (exon 1), biri de 4. exonda
lokalizedir. Bir de tim PAX9 geninin delesyona ugradigi siddetli bir vaka vardir.
Vakalarin ikisi diginda hepsi ailevidir ve dominant gecislidir. Diger ikisi sporadik de
novo mutasyonlu vakalardir. Otozomal resesif gegisli PAX9 mutasyonu bugiine kadar

hi¢ bildirilmemistir.
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Sekil 5.3. Literatiirde bildirilmis PAX9 mutasyonlar.

PAX9 o6zellikle en distaldeki dislerin (molar disler) gelisiminde 6nemli rol
oynamakla birlikte PAX9 mutasyonlarinda st lateral veya alt santral kesicilerin

agenezisine de siklikla rastlanmaktadir (86).

Bildirilen  PAX9  mutasyonlarinin  genotip-fenotip  korelasyonlarina
bakildiginda prematiire stop kodon olusturan ¢erceve kaymasi veya nonsense
mutasyonlarda daimi disler ve siit dislerinde farkli derecelerde agenezi olusmaktadir.
Missense mutasyonlarda ise sadece daimi dislerin etkilendigi siit dislerin
etkilenmedigi bildirilmistir (47). PAX9 mutasyonuyla iliskili en siddetli fenotip daimi
dislerde siddetli oligodonti ve tiim siit molarlarin agenezisinin goriildiigli PAX9 tiim

gen heterozigot delesyonunda bildirilmistir (98).

Bizim ailemizde heterozigot missense p.M11 mutasyonunu tasiyan bireylerde
PAX9 mutasyon profili ile uyumlu olarak molarlar, 2. premolarlar ve alt santral
kesicilerin agenezisi bulunmaktadir. Siit diglerinin etkilendigine dair herhangi bir

delil

mutasyonlarda siit diglerinin etkilenmedigi hipotezi ile uyumludur.

bulunmamistir ve bu durum yukarida soz edildigi sekilde missense
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PAX9 geninde baslangic kodon mutasyonu literatiirde sadece bir kez
bildirilmistir. 2005 yilinda Klein ve ark. tarafindan otozomal dominant
nonsendromik dig agenezisi olan Cinli bir ailede PAX9 geninin baslangi¢c kodonunda
c.1A>G transversiyonu saptanmis ve bu degisiklik p.M1V mutasyonuna yol agtigi
gosterilmistir (109). Ilgili ¢alismada etkilenmis kisilerin tiim daimi molarlar, 2.
premolarlar ve iist 1. premolarlarina ek olarak siit dislerinde de eksiklik oldugu
bildirilmistir. Ayrica iist lateral kesicilerin koni seklinde oldugu ve her iki alt santral
kesicinin de eksikligi belirtilmistir. O ailedeki fenotipin diger PAX9 mutasyonlarina
gore daha siddetli oldugu ve en ¢ok PAX9 delesyonu olan ailenin fenotipine
benzedigi bildirilmistir (109). Klein ve ark., PAX9 baslangic kodonundaki
heterozigot ¢c.1A>G mutasyonunun PAX9 translasyonunun bir alelde siddetli veya
tam inhibisyonuna yol acarak daha az miktarda PAX9 transkripsiyon faktoriiniin

olusmasina neden oldugunu spekiile etmislerdir (109).

Tablo 5.1. Literatiirde p.M1V mutasyonu bulunan aile ile bu tezde ¢alisilan

ailenin dis fenotiplerinin karsilastirilmasi.

Dis Gruplan Klein Se'\gllr\k/ (109) Bu tezde .g:'\:lfslllan aile

Santral kesiciler + +

Lateral kesiciler -/ koni seklinde +/ koni seklinde
Kaninler + -
1. Premolar + -
2. Premolar + +
1., 2., 3. Molar disler + +
Siit disleri + -

(1313

Etkilenen disler “+”, etkilenmemis disler ile gosterildi.

Bu caligmada sunulan ailenin eksik olan dis profili, Klein ve ark.” nin
calismasindaki bireylere benzemekle birlikte ondan daha hafiftir (Tablo 5.1). Her iKi
caligmada da daimi molarlar, 2. premolarlar ve alt santral kesicilerin eksikligi

mevcuttur. Her ikisinde de birer bireyde koni seklinde {ist lateral kesici dis
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saptanmistir. Farkli olarak bu ¢alismada etkilenmis bireylerin kanin, 1. premolar ve

stit dislerinin eksikligine dair bir bulguya rastlanmamaigtir.

Literatiirde konjenital dis eksikligine sahip hastalarin, kontrol grubuna oranla
dis gelisiminin gecikmis oldugu, normalden daha kiigiik diglere sahip olduklar1
bildirilmistir. Dis agenezisi ve dis boyutunda azalmanin genetik olarak birbiriyle
iligkili olduklar1 diistiniillmektedir (58, 61-64). Bu kiigiilmenin homojen olmadigi, 6n
dislerin arka dislere gore daha ¢ok etkilendigi belirtilmistir. Dis eksikligi ne kadar
siddetliyse kiiciik diglere o kadar sik rastlanir (63). Bu ailede dis agenezisi olan
bireylerin 6zellikle 6n dislerinin nispeten daha kiigiik olduklar1 goriildii. Bununla
birlikte 3 bireyde ¢cok daha belirgin kiigiikliikte (mikrodontik) dis yapis1 goriildi. IV-
8 nolu bireyin sag st 2. premolar1 ve III-1 nolu bireyin alt santral kesicileri
mikrodontiktir. Dis agenezisi ve mikrodontinin ayni genetik defektin azalmis

penetransla birlikte farkli ekspresyonlari oldugunu bildiren yazarlar vardir (57, 66).

Literatiirde dis agenezisi olanlarin biiyiik bir kisminda siit disi persistansi ve
koni seklinde maxiller lateral kesiciler gibi dis anomalilerinin eslik ettigi
gosterilmistir (60). Bu ailede de literatiirle uyumlu olarak. V-2 nolu bireyin koni
seklinde sag maxiller lateral kesici disi bulunmaktadir (Sekil 4.1). Ayrica daimi alt
santral kesici disi eksik olan 5 bireyin hepsinde de santral kesici siit disleri

bulunmaktadir.

e p.MII degisikliginin ailede sadece dis agenezisi olan bireylerde
bulunmasi, digerlerinde bulunmamasi,

e Ayni bolgede bu aileden bagimsiz 96 kiside (192 kromozom) p.M1l
degisikliginin bulunmamasi,

e PAX9 geninin 1. pozisyonunda metiyoninin tiirler arasinda korunmus
olmas1 nedeniyle PAX9 genindeki p.M11I degisikliginin dis agenezisinden

sorumlu mutasyon oldugu kanaatine varimistir.

Bu ¢aligma Tiirkiye’ de dis agenezisinin molekiiler genetiginin ¢alisildig: ilk
calisma Ozelligini tasimaktadir. PAX9 genindeki mutasyonun dis gelisimine nasil etKi

ettigine yonelik fonksiyon ¢aligmalar1 bu tezin kapsami diginda tutulmustur.
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5.2. 3MC Sendromu

Ik olarak birbirinden farkli sendromlar olarak bildirilen Malpuech, Michels,
OSA ve Carnevale sendromlarmin ayni hastalik spektrumunun farkli ekspresyonlar1
oldugu ilk defa Titomanlio ve ark. tarafindan dile getirilmistir (120). Bu spektrum da
“3MC (Malpuech-Michels-Mingarelli-Carnevale) Sendromu” olarak adlandirilmistir.

Carnevale sendromu 3MC spektrumu icerisinde nadir goriilen konjenital
anomalilerden biridir. Hastalarda genel olarak mental gerilik olmamakla beraber
dismorfik yiiz bulgular1 ve umblikal anomaliler goriilmektedir. 1V-12 ve 1V-14 nolu
bireyler fenotipik olarak Carnevale sendromuna benziyordu.

Son 1 yila kadar Carnevale sendromunun molekiiler temeli bilinmiyordu.
Gelisen teknolojiyle beraber homozigotluk haritalamalar1 yapilarak sorumlu
genlerden ikisi bulundu. Rooryck ve ark., 3MC sendromunda lektin kompleman
yolaginda rol alan genlerden COLEC11 ve MASP1’ in mutasyona ugradigini
gostermistir (121). Bu konuda es zamanli yayinlanan iki makalede (Sirmaci ve ark.,
Rooryck ve ark.) 3MC sendromu bulunan 13 ailede COLEC11’ de 6, MASP1’ de 5
farkli mutasyon tanimlanmustir (121, 122).

Carnevale, Malpuech, Michels ve Mingarelli sendromlarina bu iki gendeki
mutasyonlarin neden olmasi bu sendromlarin ayni hastaligin allelik varyantlari
oldugunu gosterir. Rooryck ve ark., bu sendromlarin “3MC sendromu” veya daha
tanimlayict bir ifadeyle “kraniyofasiyel-ulnar-renal sendrom” olarak adlandirilmasi
gerektigini bildirmistir (121). Carnevale sendromu 6zelinde bugiine kadar hastalarin

dordiinde MASP1, iiciinde COLEC11 geninde mutasyon gosterilmistir.

MASP1 genetik lokusu komplekstir ve alternatif splicing mekanizmasiyla
amino terminal bolgeleri ayni, serin proteaz domaini igeren karboksi terminal
bolgeleri farkli olan {i¢ farkli izoformda protein kodlar. Birinci ve ikinci izoformlar
(MASP-1 ve MASP-3) farkli serin proteaz domainleri icerir. Ugiincii izoformda
(MAp44) ise serin proteaz domaini yoktur (122) (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4. MASP1 geninin kodladig1 3 izoform ve protein domain yapisinin sematik
goriiniimii. MASP-1 ve MASP-3’ iin exon 1-8, 10 ve 11 tarafindan kodlanan agir
zincirleri ayni, serin proteaz domaini i¢eren hafif zincirleri farklidir. MASP-1" de
exon 13-18, MASP-3’ te ise exon 12 serin proteaz domainini kodlar. MAp44
izoformunun serin proteaz domaini yoktur. MAp44’ iin CUBI1, EGF, CUB2 ve CCP1
domainlerini kodlayan ilk 8 exonu MASP-1 ve MASP-3 izoformlariyla aynidir.
Bununla birlikte 17 aa kodlayan exon 9 MAp44’e 6zgiindiir. Literatiirde bildirilmis

Cexkod

mutasyonlar ile, bu ¢alismada saptanan mutasyon okla gosterildi.

Literatiirde bugiine kadar ikisi 3MC sendromu, ikisi Malpuech, biri Michels
dordii de Carnevale sendromu tanisi alan 6 aileden 9 kiside MASP1 geninde
mutasyon saptanmistir. Bu hastalarin klinik bulgularinin karsilastirilmas: Tablo 5.2
de gosterildi. Bu vakalardan sadece birinde MASP1 geni 6. exonda, digerlerinde ise
izoform 2 (MASP-3)’ de 12. exonda nokta mutasyonlar bildirilmistir. Mutasyonlarin
MASP-3 proteininin serin proteaz domaininde yigilm gosterdigi Sekil 5.4 ‘te

goriilmektedir.
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Tablo 5.2. MASP1 mutasyonu bulunan hastalarin klinik bulgularmin

karsilastirilmasi.
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MASP1 mutasyonu saptanan hastalarin tamaminda tipik yiiz goriiniimii
(hipertelorizm, kavisli kaslar, blefaropitozis), %78’ inde isitme kaybi ve kaudal
katlanti, %45’ inde yarik dudak/damak, %34’ {inde biiyiime geriligi, mental
retardasyon, periumblikal g¢ukurluk ve vezikorenal anomaliler, %22’ sinde ise

dirsekte hareket kisitliligi bulunmaktadir.

Bu ailedeki iki vakanin klinik bulgular1 literatiirdeki vakalarla benzerlik
gostermektedir. Bizim calismamizda farkli olarak bir hastada omfalosel
bulunmaktaydi. Ayrica diger vakalarda siklikla bulunan isitme kaybi ve kaudal

katlant1 bizim vakalarda saptanmadi.

Bu ¢alisma sonucunda Carnevale sendromu diisliniilen 2 kardeste MASP1
geninde 2. exon’ da 4 baz ¢iftinin homozigot delesyonu saptandi. Bu sekilde ilk defa
MASP1 geni exon 2’ de CUB1 domaininde mutasyon gosterilmis oldu (Sekil 5.4).
Literatiirde MASP1 geninde bir hasta disinda biitiin mutasyonlarin serin proteaz
domaininde yer aldigi goriilmektedir ve CUB1 domaininde su ana kadar mutasyon
bildirilmemistir. Serin proteaz domaininde yer almayan tek mutasyon Sirmaci ve
ark.” nin yayinladigi diger bir Tiirk hastada goriilmiis ve CUB2 domaininde nonsense
mutasyon saptandigi bildirilmistir. CUB1 ve CUB2 domainleri MASP proteininin
agir zincirini olusturan domainlerde yer almaktadir ve tiim MASP1 izoformlarinda
korunmus durumdadir. Bu ¢alismada sunulan iki vaka, CUB2 domaininde mutasyon
saptanan hastanin yiiz fenotipine benzemekle birlikte mental retardasyonun, kaudal
katlantiin olmamas1 ve dirsek hareketlerinde kisitlilik ve omfaloselin olmasiyla o
hastadan farklilik gostermektedir. Ayrica bu iki vakada rastlanan 6n fontanellerin geg

kapanmasi, diger vakalarda bahsedilmeyen bir bulgudur.

MASP-1, kompleman sisteminin aktivasyonunda rol alan bir proteindir.
Yapisal olarak klasik yolakta rol alan Clr ve Cls’e benzer. Lektin yolaginda MBL-
MASP kompleksine katilir ve C4 ve C2’yi fragmanlarina ayirarak C4b2a (C3
konvertaz) kompleksinin olusumuna katkida bulunur (Sekil 2.10). MASP1 geninin
ikinci izoformu olan MASP-3, Cls gibi davranarak insiilin-benzeri biiyiime faktori
baglayan proteinin (IGFBP-5) islenmesinde rol alir. IGFBP-5, IGF-I gibi IGF’ lere
baglanir ve bu sekilde IGF’ lerin hiicre yiizeyindeki reseptdrleriyle etkilesimini

diizenler. Benzer sekilde COLEC11 de lektin kompleman yolaginda rol alan MBL
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benzeri bir proteindir. Her iki proteinin de kompleman yolaginda rol almasi dogustan
olan bagisiklik sistemi (innate immune system) ile ilgili fonksiyonlarda bir degisiklik
goriilebilecegini diigiindiirmektedir. Sasirtict olarak serum kompleman diizeyleri (C2,
C3 ve C4) COLEC11l mutasyonu tasiyan iki hastada c¢alisilmis ve normal
bulunmustur (121). Gerek COLEC11, gerekse MASP1 genlerinde mutasyon olan

hastalarin hi¢birisinde immiin sistemle ilgili bir bozukluk bildirilmemistir.

Bizim ailemizde serum kompleman diizeyleri calisilmadigr i¢in immiin
fonksiyonlar acgisindan kesin bir sey sdylemek olanaksizdir. Ancak [V-12 nolu
bireyin klinik dykiisiinden dogum sonrasi 1 ay hastanede yattig1 ve yatis1 sirasinda
menenjit ge¢irdigi, cocukluk doneminde sik sik enfeksiyon gegirdigi ve geg iyilestigi
Ogrenildi. Bu nedenle bu bulgular hastada immiin yetmezlik olabilecegini
diistindiirmektedir. IV-14 nolu bireyin de gdbeginin diistiikten iki hafta sonra
iyilesmesi bu diisiinceyi desteklemektedir. ileriye yonelik olarak bu hastalarda

kompleman diizeylerinin test edilmesi anlamli olabilir.

MASP-1 ve COLEC11 gen mutasyonlarinin bu genlerin kodladiklar1
proteinlerin (MASP-1 MASP-3, MAp44 ve CL-K1) asil rol aldigi kompleman
sistemine yonelik fonksiyonlar ile dogrudan ilintili olabilecek bir fenotip
gbdzlenmeksizin gelisim anomalilerine yol agmasi her iki proteinin de embryogenezin
erken donemlerinde rol aldiginin gostergesidir. Bunu destekleyen farkli fonksiyon

caligmalar1 da bulunmaktadir (121).

Zebrafish® te hem colecll hem de maspl igin yapilan ekspresyon
calismalarinda her ikisinin de eksikliginde kraniyofasiyel iskelet ve kikirdak
gelisiminde bozukluklar tespit edilmistir. Ayni1 calismada MASP-1 ve CL-K1
proteinlerinin embryonik gelisimde kraniyel noral krest hiicrelerinin gogiinde rolii

oldugu bulunmustur (121).

MASP-3’ iin IGFBP-5 iizerinden IGF sinyal yolagiyla olan iligskisi bu
hastalardaki dismorfik yliz bulgulari, iskelet anomalileri ve kas gelisimindeki
defektleri agiklayabilir (122). IGFBP-5, farenin embryonik gelisiminde
kraniyofasiyel bolgede eksprese olur. Kraniyofasiyel mezensimin iskelet dokusuna

faklilastig1 sirada gelismekte olan kikirdak ve kemigin etrafinda IGFBP-5 ekprese
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eden hiicreler gosterilmistir (134). IGFBP-5" in IGF-II’ ye baglanarak kas hiicresinin
farklilagmasinda da rolii oldugu disiiniilmiistiir (135). Bu sonuglarla MASP-3” iin
IGFBP-5 iizerinden kraniyofasiyel ve kas gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi

one stiriilmistiir (122).

Sonu¢ olarak Malpuech, Michels, OSA ve Carnevale sendromlar1 ayni
spektrum icerisinde farkli fenotip goriiniimleri olan hastaliklardir. Belirgin bir
genotip-fenotip iliskisi kurulmaksizin ayni1 gendeki mutasyonlardan spektrumu
olusturan biitiin alt fenotiplerin kaynaklandiginin gosterilmesi, bu hastaliklar1 ayri
ayrt isimlendirmek yerine 3MC sendromu tanimlamasinin daha dogru oldugunu
desteklemektedir. Bu spektrumla uyumlu olan ancak MASP1 ve COLECL11 genlerine
baglant1 gdsterilemeyen baska ailelerin bulunmasi bu spektrumda genis bir genetik

heterojeniteye isaret etmektedir.
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SONUCLAR
Bu ¢alismada;

1. Tirkiye’de ilk defa otozomal dominant kalitimli dis eksikligi olan bir ailede
sorumlu gen arastirildi ve PAX9 geninde baslangic kodonunu etkileyen yeni bir
mutasyon (p. M1l) saptand.

2. Fenotip bulgular1 daha once bildirilen PAX9 mutasyonlarmin yol actigi
fenotip verileri ile karsilastirildi. Ailede rastlanan fenotip PAX9 missense mutasyon
fenotipi ile uyumlu olarak bulundu.

3. Su ana kadar baslangi¢ kodonunda mutasyon (p.M1V mutasyonu) tek bir
vakada bildirilmisti. Bu mutasyon siit disi gelisimini de etkileyerek oldukca agir bir
fenotip gostermesine karsin bizim saptadigimiz p. M1l mutasyonunun siit disi
gelisimini etkilemedigi ve goreceli olarak diger baslangi¢c kodon mutasyonlu bireye
gore daha hafif seyrettigi saptandi.

4. PAX9 mutasyonunun literatiirdeki bulgular ile uyumlu olarak bu ailede de
genel dis gelisimini etkiledigi ve ailede goriinen oligodonti, hipodonti ve mikrodonti
malformasyonlarina neden oldugu belirlendi.

5. Ayni aile i¢inde bulunan ve dis anomalilerine dismorfik yiiz bulgularmin
eklendigi kompleks vakalarm farkli bir kalitim kalib1 gésterdigi ve otozomal resesif
Carnevale sendromuna uydugu belirledi.

6. Genom boyu analiz ve PAX9 geni DNA dizi analizi bu kompleks vakalarda
PAX9 geninin roliinii disladi. Homozigotluk analizi ve aday gen yaklasimi ile
MASP1 geni aday olarak belirlendi. Bu gende mutasyon analizi sonucu MASP-1
proteininde erken terminasyona yol acan daha Once bildirilmemis bir mutasyon
bulundu (p.Phe28AlafsX18).

7. MASP1 geninde gdsterilen bu mutasyon tiim MASP proteinlerinde korunmus
olan CUB1 domainine denk gelmektedir. Su ana kadar bildirilen mutasyonlarmn ¢ogu
serin proteaz domainini kodlayan exonlarda bulunmaktaydi. Bu domainin diginda tek
bir vakada CUB2 domainini kodlayan exon 6’ da mutasyon bildirilmistir. CUB1
domainine rastlayan bu mutasyonun fenotipik goériniimii ile diger domainlere

rastlayan mutasyonlarin fenotip goriiniimleri arasinda bir fark bulunamamustir.
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