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OZET

Sendromsuz yarik dudak/damak (CL/P) malformasyonu en yaygin dogumsal
defektlerden biridir. Hastahi@in olusumunda cevresel ve genetik faktorlerin
etkili oldugu literatiirde mevcuttur. Daha onceki caliymalar, MSX1 geni
mutasyonlarinin sendromsuz dudak ve/veya damak yariginin olusumuna katki
sagladigim gostermektedir. Bu yiiksek lisans tez caliymasinda, sendromsuz
dudak damak yanginin ortaya ¢cikmasinda aday gen olan MSX1 geninin G267C
bolgesinin baz1 mutasyon analizleri yapilarak, incelenen genin hastahgin
olusumu iizerindeki riskte etkili olup olmadiginin ortaya konulmasi ve daha
sonra yapilacak arastirmalara katki saglamasi amaclanmistir. Bu arastirmada
Kullanilacak olan kan érnekleri, Ankara Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi’ne
basvuran sendromsuz dudak damak yarikh Tiirk hastalardan elde edilmistir.
Hastalardan alinan periferal kan ornekleri, Fenol kloroform yontemi ile
genomik DNA izolasyonu yapilarak, PCR metodu uygulanmistir. Elde edilen
iiriinlere RFLP metodu uygulanarak mutasyonlar belirlenmis ve gen
iiriinlerinin kesimi gerceklestirilmistir. Enzim iiriinlerinin agaroz jelde
elektroforezi yapilarak jel goriintileme cihazinda fotograflarn c¢ekilmistir.
Sonu¢ olarak, MSX1 geninin G267C bolgesinde 4 heterozigot bdolge
belirlenmistir. Bu bulgular, MSX1 geninin G267C degisiminin sendromsuz

dudak damak yangindaki roliinii Tiirk populasyonunda desteklemektedir.
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ABSTRACT

Non-syndromic cleft lip/palate (CL/P) malformation is one of the common
congenital defects. Environmental and genetic factors in the formation of the
disease is avaliable in the literature. Previous studies of mutations in the MSX1
gene non-syndromic cleft lip and/or palate has contributed to the formation. In
this master’s thesis, the candidate gene MSX1 gene G267C region, were
analyzed for its association with the non-syndromic cleft lip and/or palate
malformation. The blood samples used in this study, admitted to, Ankara
University, Faculty of Dentistry non-syndromic cleft lip and/or palate were
obtainned from  Turkish  patients. Peripheral blood samples from
patients, phenol chloroform method was applied for genomic DNA isolation and
PCR metod was enforced. After then, RFLP metod applied to the resulting
products, mutations determined, gene products was cut with restiriction
enzymes. Enzyme products were photographed by performing agaroz gel
electroforesis. As a result, 4 heterozygous region were determined in G267C
region of the MSX1 gene. This findings, support the role of G267C convention
in the MSX1 gene to non-syndromic cleft lip and/or palate in Turkish

population.
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1. GIRIS

Dudak-damak yarigi embriyolojik donemde ¢esitli nedenlerden dolay1r bebegin yiiz
bolgesindeki yapilarin birlesme kusuru nedeniyle ortaya c¢ikan bir hastaliktir [1].
Tiirk¢e’de, halk arasinda “tavsan dudaklilik” ya da “kurt agzr” olarak bilinir. Agizda
bulunan yariklar, dudak ve/veya damak yariklari, diinya capinda her canli dogan
1000 bebekten birini etkileyen, sik rastlanilan, dogumsal kusurlardan birini teskil
etmektedir [2]. Cogu arastirici, CL/CLP/CP (dudak ve/veya damak yarigi)
vakalarmin %50-70’inin sendromsuz, digerlerinin ek anomaliler teskil ettigini

(sendromik) belirtmektedir.

Sendromsuz dudak ve/veya damak yarigi (OFC/CLP), burun ve agiz boslugunun
herhangi bir diger anomali ile iliskili olmadan, tam olarak ayrilmamasi ile
karakterize edilir. Sendromik ve sendromsuz OFC ayrimi, son noktada tanimlanir.
[3]. Hem dudak ve/veya damak yarigi hem sadece damak yarigi (CPO) karakteristik
ve genetik karmasik Ozellikleriyle yaygin dogum kusurlarindandir. CL/P ve CPO
ayrimi ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, %25-35 CL/P %10-20’nin CPO
hastasmin yariklilikla aile 6ykiisii ve mendelyan kalittim modelini kanitlamak igin
yetersiz kalmaktadir [4, 5, 6]. Embriyolojik olarak iki kategori birbirinden farkli olsa
da, hem CL/P hem CPO vakalarinin erken embriyolojik evrede olusumu ayni
belirleyicilerden etkilenmektedir [7]. Dahasi, Hollandali ailelerde yapilan ¢ok
asamalt MSX1 dizi analizleri, CL/P ve CPO hastalarinda ekzon 1’de anlamsiz
(nonsense) mutasyonlar oldugunu gostermistir [8]. Bu nedenle orofasiyal yariklarda
potansiyel iligkiler incelenirken, CL/P ve CPO aymi duyarlilik lokuslarda
degerlendirilmistir [9].

Agizdaki yariklar, 6zellikle dudak ve/veya damak yariklari, ¢ok Onemli bir halk
saglik problemidir, diinya ¢apinda her 500-1000 dogumun 1’ini etkilemektedir [10].
Bu rakamlar; etnik koken, cografik koken, yasam tarzi ve sosyoekonomik duruma
baglidir [11]. Bu nedenle bir¢ok arastirma grubu bu hastaligi aydinlatmak igin
caligmalar yapmistir, ancak bugiline kadar smirl sayida arastrma sonuglari ortaya
konulmustur. CL/P fenotipinde ciddi kromozomal anomaliler iceren, Mendelyan

sendromlarini bir pargasi olabildigi diisiiniilebilir, bununla birlikte teratojenler bu


http://tr.wikipedia.org/wiki/Embriyo

riski artirabilir [12]. 200’ iin ilizerinde yarik dudak ve/veya damak sendromu &zellik

olarak, ya kromozamal ya da mendelyan nedenselligini icerdigi belirtilmektedir [3].

Agizda meydana gelen yariklar anatomik olarak su sekilde siniflandirilabilir;

e Sadece ikinci damak (sert ve yumusak damak), sadece yarik damak olarak
isimlendirilir (CPI) (Resim 1.1) ,

e Yarik dudak ve/veya yarik damagi kapsayan birinci damak [13].

Sert damak

Yutak (agiz) e -:-,»s‘»g.t._.\._\-\‘\

Yumusak damak

Resim 1.1. Sert damak-yumusak damak

Bu ayrim biyoloji ile alakali ve embriyolojik gerekgelerle desteklenmektedir.
OFC embriyolojik olarak her iki yetmezlikten tiiretilmistir;

1) Erimis orta burun ve ¢ene kemigi ¢ikintisi (yarik dudak, CL)

2) Damak bolmeleri fiizyonu (yarik damak, CP)

Bazi hastalarda her ikisi birlikte bulunmaktadir. (CL/P) [14].

OFC dogum kusurlar1 arasinda en sik goriilenlerden biridir, iki ayri etiyolojik
kategori igerir: 1) Yarik dudak ve /veya damak, 2) Sadece yarik damak [15, 16]. Iki
kategori embriyolojik olarak ayrilmasmma ragmen, hem CL/P hem CPO vakalar1

icinde oldugu sendromik yarikliligin bir formu olan ayni aileler (Van der Woude);



bazi ayni belirleyicilerle, bu iki yarikliligm alt tiplerinin olusumunun erken

embriyonik donemde etkilendigini gostermektedir [7].

Uterus i¢i yasamda, fetiisiin dudak yapismi olusturan hiicrelerin birlesmesi 4 veya 5.
haftada, damak yapisin1 olusturan hiicrelerin birlesmesi ise 8 veya 9. haftada
baslamaktadir. 12. haftanin sonunda, fetiisiin damak ve dudak dokularinin birlesmesi
tamamlanmis olur. Birlesmenin tam olarak saglanamamasi durumunda fetiiste oral
yariklar meydana gelir [1, 17]. Baz1 hastalarda sadece yarik dudak veya yarik damak
olmakla birlikte, bazilarinda ise hem dudak hem de damak yarigi bir arada

bulunabilmektedir.

Oral Yarik tipleri;

Primer (On) damak yariklari,

e Sekonder (Arka) damak yariklari,

e Hem primer hem de sekonder damak yariklari,
e Tek tarafl1 yarik dudak,

e Iki tarafli yarik dudak,

e Medyan yarik dudak,

Oral yarigin agiz bosluguna uzanan kismi bazi durumlarda mukoza ile kaph

olabilmekte ve buna sub-mukozal damak yarig1 denmektedir [16].

Bu yiiksek lisans tez calismasinda; sendromsuz dudak damak yarigmin, Tiirk
hastalarda ortaya ¢ikmasinda; aday olan MSX1 geninin G267C bdlgesinin mutasyon
analizleri yapilarak, genin dudak damak yarig1 olusumu iizerindeki riskte etkili olup
olmadiginin ortaya konulmasi ve daha sonra yapilacak arastrmalara da katki

saglamasi amaglanmaistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Uterus
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fet%C3%BCs

2. GENEL BILGILER

2.1. Tamim ve Terminoloji

Yarik dudak-damak, iist ¢ene kemigi ve agiz tavanini olusturan yumusak doku ve

kemik dokular1 olusturan embriyonik uzantilarin yetersiz birlesmesinden ileri

gelmektedir (Resim 2.1) [17].

Resim 2.1.Yarik dudak ve yarik damak goriintiisii

Dudak yariklarina neden olan gelisimsel anomaliler gebeligin 4-7. haftalarinda,
damak yariklarina neden olan gelisimsel anomaliler ise gebeligin 7-12. haftalarinda

etkilerini gostermektedirler [18, 19, 20].

Erkek bebeklerde yarik dudak-damak, kiz bebeklerin iki kati kadar daha fazla
siklikta goriilmektedir. Buna karsin sekonder damak yariklarda erkeklerin iki kati
kadar siklikta goriilmektedir. Sol taraftaki tam yarik dudak-damak sag taraftaki tam
yarik dudak-damaktan iki kat daha sik goriilmektedir. Ancak bu ikinci durumun
nedeni bilinmemektedir [21]. YD/D olgularmm %70’i izole, sporadik bozukluk
olarak goriilirken, %30’unu sendromik olgular olusturur [22]. Deformitesi olan
bebeklerin %21'inde tek basina yarik dudak (YD) (CL), %46'sinda YDD (CLP) ve
%33'tinde sadece yarik damak (YDA) (CP) goriilmektedir [21].

Bu anomali ile dogan bebeklerde erken donemde goriilen (dogumdan sonraki ilk

aylar) en biiyiik problem bu c¢ocuklarin beslenme zorluguna baglh olarak



gelisimlerinin yavas olmasi ve sik {ist ve alt solunum yolu enfeksiyonlaridir. Oldukga
sik goriilen bu anomali iyi ve diizenli bir multidisipliner ekip yaklasimiyla tamamen
diizeltilebilir ve bu anomali ile dogan ¢ocuklar tamamen normal bir hayat

stirdiirebilmesi saglanabilmektedir [23].

2.2. Embriyoloji

Dudak-damak yariklar1 ve diger yiiz yariklarinin olusumunu anlayabilmek igin,
embriyolojik gelisimin iyi incelenmesi gerekir. Bugiinkii bilgilerimiz 1siginda dudak-
damak yariklarinin embriyolojik yasamdaki seyri hakkinda hala 6grenmemiz gereken
pek ¢ok nokta vardir. Giiniimiizde hayvan embriyolar1 tizerindeki incelemeler ve
yapilan deneyler konunun aydmlatilmasinda 6nemli asamalar saglamustir. Eldeki
bilgiler dudak ve/veya damak yariginin embriyolojik gelisiminin ilk 8 haftasi
icerisinde ortaya ¢iktigmni gostermektedir. Dudak-damak yariklarindaki embriyolojik
olaylar1 incelemeden o6nce kisaca bas-boyun embriyolojisinin temellerine bir goz

atmak yararhdir.

Embriyoda dokularin ve organlarin gelisimini saglayan 3 germinal tabaka vardir.
Bunlar ektoderm, mezoderm ve endoderm'dir. Ektoderm epitelial yapilar ve sinir
sistemin gelisiminden sorumlu tabakadir. Bu gelisme siireci noral katlant1 denilen
yapinin iginde, noral krest denilen bolgede baslar. Noral krest hiicrelerinin bir kismi
noral tiiplin yan taraflarina go¢ ederek daha sonra sinir sistemini olustururlar. Diger
bir kism1 ise mezoderm igine go¢ ederek daha sonra epitelial yapilar1 olustururlar. Bu
goc embriyolojik yasamin yaklasik 22. giiniinde gergeklesir. Gog sirasinda ilgili
hiicrelerde bazi degisiklikler ortaya g¢ikarak 6zel dokularin olusumunun ilk adimi

atilir.

Brankial arklar yiiz ve farinks gelisimini saglayan yapilardir. Toplam 6 adet brankial
ark bulunmakla birlikte bunlardan 5 ve 6. s1 rudimanterdir. Birinci ve ikinci brankial
arklar en gelismis arklardir. Birincisine mandibuler ark, ikincisine hyoid ark ismi
verilir. Mandibuler arktan mandibula, maksilla, malleus ve inkus; hyoid arktan ise

hyoid kemigin govdesi, stapes ve bazi boyun yapilar1 gelisir. Brankial arklari



birbirinden ayiran yapilar oyuk seklindedir. Embriyolojik yasamin ileri donemlerinde
bu oyuklardan orta kulak, dstaki borusu, timpanik membran, dis kulak yolu, tonsiller

fossa gibi yapilar gelisir.

Yiiz gelisiminin biiylik bolimii 4-8. haftalar arasinda gergeklesir ve 10. hafta
sonunda anlagilir bir yiiz gériiniimii ortaya ¢ikar. Brankial arklarin proksimalindeki
yiiz taslaginda, ektodermin her iki yaninda kabartilar belirir. Bu kabartilara nazal
plakot adi verilir ve bunlardan medial ve lateral nazal ¢ikmtilar gelisir. iki tarafli
medial nazal ¢ikintilarin ortasinda frontonazal ¢ikinti1 belirir. Nazal plakotlarin
hemen altinda, mandibuler arkin proksimalinde maksiller ¢ikint1 belirir. Daha sonra
nazal plakotlarin orta kismmin rezorbsiyonu ile nazal pitler ve burun bosluklari
gelisir. Ytz gelisimi siirecinde medial nazal ¢ikinti, lateral nazal ¢ikint1 ve maksiller
¢ikmt1 birleserek normal burun, st dudak ve damak yapilarini olustururlar. Maksiller
c¢ikint1 ile medial nazal ¢ikintinin birlesmesi sonucu oral ve nazal kaviteler
birbirlerinden ayrilirlar. Medial nazal ¢ikintinin mediale hareketi ile filtrum, Cupit
yay1, burun ucu, premaksilla ve nazal septum olusur. Maksiller ¢ikmnt1 ise iist dudagin
lateral bolimii ve yanagin iist kismini olusturur. Burun kanatlar1 lateral ¢ikintidan
gelisirler. Medial nazal ¢ikintilarin mediale birbirlerine dogru hareketi sirasinda
bunlarmn arasidaki frontonazal ¢ikint1 kranial tarafa yonelerek alin ve nazal dorsumu
yapar. Mandibuler ¢ikmnt1 alt ¢eneyi, alt dudagi ve yanagin alt boliimiinii olusturur.
Yiz c¢ikmtilarmin birlesme yerleri zayif yerlerdir ve herhangi bir asamadaki
duraklamadan c¢ok c¢abuk etkilenirler. Bu c¢ikintilardaki gelisme veya birlesme

yetersizlikleri dudak ve/veya damak yariklari ile sonuglanir.
2.3. Smiflandirma

Dudak ve damak yarig1 farkl kisiler tarafindan farkh sekillerde smiflandirilmstir.

Bu smiflandirmalarda ilk olarak Davies ve Ritchie alveolar arki temel alarak,

-Prealveolar (Yarik dudak)
-Postalveolar (Yarik damak)

-Transalveolar (Yarik dudak ve damak) seklinde 3’lii bir smiflandirma yapmisgtir
[24].



Bunun yani sira; Kernehan ve Stark embriyolojik temele gore;

-Primer damak yar1g1 (insiziv foramen 6niinde)
-Sekonder damak yarig1 (insiziv foramen arkasinda) seklinde 2’li bir siniflandirma

gerceklestirmistir [25].

Smiflamada Kernahan’in Stripped Y skalas1 dudak, damak ve her ikisinin mevcut
defektlerini daha detayli olarak belirlemektedir (Resim 2.2).
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Resim 2.2. Kernehan’mm Y skalast
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Resim 2.4. Kernehan’in Y skalasinin agiz iizerinde gosterimi [26, 27].



Resim 2.5.Kernehan’in Y skalasina gére dudak ve damak yariklarmin olusumu

A: Solda burun, burun tabani, dudak ve alveol kisminda olusan bir birlesme

kusurundan dolay1 sol tarafta meydana gelen dudak yarig.

B: Sert damak meydana gelen birlesme kusuru sonucunda olusan tam olmayan

damak yarig1.

C: Sert ve yumusak damakta meydana gelen birlesme kusuru sonucunda olugan tam

damak yar1g1.
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D: Burnun, burun tabaninin, dudagin ve alveoliin her iki tarafinda ve yumusak ve sert

damakta birlikte meydana gelen birlesme kusuru sonucu olusan dudak ve damak

yarigi.

Diinya ¢apinda genel ve herkes tarafindan kabul goren ayrintili smiflandirma ise su
sekildedir (Sekil 2.1).

DUDAK DAMAK YARIGI
* Tek tarafli tam olmayan dudak * Yumusak damak yariklari

yarigi
* Sert damak yariklar
* Tek tarafli tam dudak yarig1

_ * Submukoz yariklar
» Iki tarafli tam olmayan dudak

yarigi * Bifid uvula seklindeki yariklar

 Bir tarafli tam bir tarafli tam
olmayan dudak yarig1

« Iki tarafli tam dudak yarig:

* Orta hat dudak yariklar1

Sekil 2.1. Dudak- Damak yariklarinin smiflandirilmasi
2.3.1. Yank dudak
Yarik dudak kendi igerisinde 6 alt boliime siniflandirilir (Resim 2.6);

1. Tek tarafli tam olmayan dudak yarig1

2. Tek tarafli tam dudak yarigi

3. Iki tarafli tam olmayan dudak yarig1

4. Bir tarafli tam bir tarafli tam olmayan dudak yarig1
5. iki tarafli tam dudak yarig

6. Orta hat dudak yariklar1 (nadiren goriiliir.)



Tzk tarafls
tam vank

Resim 2.6.Yarik Dudak Cesitleri

2.3.2. Yank damak

Yarik damak kendi igerisinde 4 alt sinifa ayrilir (Resim 2.7);

1. Yumusak damak yariklar1 (yumusak damak, damagin arka boliimii)
2. Sert damak yariklar1 (sert damak, damagin 6n boliimii)

3. Submukoz yariklar (ag1z boslugunun mukoza ile kapl olmasi)

4. Bifid uvula seklinde ortaya ¢ikar. (kiiciik dilin ikiye ayrilmasi)

11
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Tek tarafls
vartk damak

Tki tarafls
varik damak

Resim 2.7. Yarik damak ¢esitleri

2.4. Teshis

Fetiisiin anne karnindayken ¢ene kemikleri ve dudagi olusmaya basladiktan sonra,
rutin ultrason incelemelerinde dudak- damak yarigi fark edilebilir. Cene ve yiiz
gelisimi hamileligin 10. haftasinda tamamlanmaktadir. Bu donemde ya da bundan
sonraki donemlerde tam olarak teshis koymak miimkiindiir. Annenin hamileligini
takip eden kadin dogum uzmani ve detayli goriintiileme yapan réntgen uzmanimin

anneden alacagi anamnez (tibbi 6ykii) de problemi erken donemde tanimada etkilidir.

Dudak-damak yari1g1 ¢ok kiigiikse ve bebegin durusundan dolay1 bebegin yiizii anne
karninda iyi gézlemlenememisse, her zaman tespit edilemeyebilir. Bebekteki bir¢cok
anormallik ultrasonografi tetkiki ile anlasilabilmektedir (Resim 2.8). Fakat dudak-
damak yariklarmi sadece %25-30 kadar1 fark edilebilmektedir. Giliniimiizde detayli
ultrasonografi yontemleri ile dudak-damak yarigmi belirleme calismalar:
artmaktadir. Anne karninda dudak-damak yarig1 teshisi konulmasi gebeligin seyrini

ve takibini degistirmemektedir.



13

Resim 2.8. Ug boyutlu ultrasonda tespit edilmis dudak-damak yarig1 ok ile
gosterilmistir.

2.5. Tedavi

Bu anomali, bir veya daha ¢ok operasyon ile diizeltilebilmektedir (Resim 2.9) (Resim
2.10) (Resim 2.11) (Resim 2.12).

Resim 2.10. Ayni1 kizin operasyondan bir ay sonraki durumu.
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Resim 2.11. Aymi kizin dort buguk yasindaki durumu. Operasyondan sonra yara
izinin yas ilerledik¢e belirginligini kaybettigi gozlemleniyor.

Resim 2.12. Ayni kizin 8 yasindaki hali. Yara izi hemen hemen kaybolmus durumda.

Ameliyatin zamanlamasi deformitenin ve secilen ameliyatin tiirline gore degisir.
Ancak operasyon zamanini siklikla ailenin iizerindeki sosyal baski diizeyi
belirlemektedir. Defekt, cocugun goriiniimiinii ileri derecede bozmus olabilir. Bu
nedenle aile, bebeklerinin baskalar1 tarafindan, hatta ailenin diger fertleri tarafindan
bile goriilmesini istemeyebilirler. Sonugta bu durumda bebek ve anne hastaneden
taburcu edilmeden dudak onarimi yapilmak zorunda kalmabilir. Ancak bu yaklagim
cok popiiler degildir [18]. Dudak onarmmi genellikle bebek 3 aylik olduktan sonra
yapilmaktadir. Cift tarafli YD deformitelerinde simetrik onarimin saglanmasi i¢in her
iki taraf ayn1 seansta onarilmaktadirlar. YDA onariminda ise genellikle 18 ay dncesi
donem tercih edilmektedir. Bu donemde bebegin konusma yetisi gelismeye
baglamaktadir. Son caligmalarda diizeltici operasyonun 12 aydan once yapildigi
durumlarda en iyi sonug¢larm alindig:r bildirilmektedir. Damak operasyonunu
yapildigi dénem 6-12 aylar arasindaki donemdir [28, 29, 30]. Bebegin diger

konjenital anomaliler agisindan da degerlendirilmesi gereklidir. Bir¢ok cerrah
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"10'lar" kuralma uymay1 tercih eder. Bu kural sdyle agiklanabilir: Bebek 10 pound
(4.5 Kg) agirhginda, hemoglobin diizeyi 10gr/dl'ye ve bebegin yasi 10 haftaya
ulasana dek beklenir. Bu sekilde bebegin, bundan sonra gegirecegi operasyonlar

dizisine hazir oldugu kabul edilir [31].

2.6. Epidemiyoloji

Yaygm, ¢cok genli bir kongenital bozukluk olan dudak-damak yarig1 malformasyonu,
iizerinde genis capli olarak ¢alisilmasina ragmen etiyolojisi karmasikligindan dolay1
hala biiyiik oranda bilinmemektedir. Etiyolojisi multifaktoriyeldir. Bir¢ok genetik ve
cevresel faktorlerin, hastaliginin gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Ama bu

genetik ve ¢evresel katkilarin niteligi aydinlanmay1 beklemektedir [23].

Yarik dudak, yarik damak ya her ikisinin birden goriildiigii durumlarin yaygmlik
orani; etnik alt yapi, wksal farklilik, cografi koken ve sosyoekonomik duruma gore

degiskenlik gostermektedir [32, 33, 34, 35].

Hastaligin prevalansi beyaz irkta 1/775-1000 civarinda olmakla beraber cografik
bolge ve etkin orijine bagli olarak 0.4-2.0/1000 arasinda degiskenlik gostermektedir
[33, 36]. Oral yarik siklig1 yaklasik 1/700 olarak bildirilmistir. Siyah wrkta oran daha
diistik (1/1370-5000), Amerikalilar, Hintliler, Japonlar ve Cinlilerde ise daha
fazladir. Avrupa’da sendromsuz dudak damak yarikli dogum goriilme orani
10.000°de 12’dir [37]. Yarik dudak vakasmin sikligi 1/300, sadece yarik damak 1/
1500 ve her iki vakanin bir arada bulunma siklig1 da 1/ 2500 olarak bildirilmistir [1,
38, 39]. Bu verilere gore, en yiiksek oranlar Amerika yerlileri ve Asyalilarda

goriilmektedir. Afrikalilar ise en diisiik orandadir (Cizelge2.1).
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Cizelge 2.1. Hastaligin bazi tilkelerde goriilme oranlar1 [1, 33, 38, 39, 40,41, 42]
Hastahigin Baz iilkelerde Goriilme Oranlar

Amerika yerlileri: 3.74/1000

Asya: 2.02/1000

Japonya: 0.82/1000-3.36/1000

Avrupa: 1.2/1000

Kore: 1.81/1000

Cin: 1.45/1000-4.04/1000

Kafkasya: 1.43/1000 -1.86/1000

Latin Amerika: 1.04/1000

Afrika: 0.18/1000-1.67/1000

Finlandiya: 1/1000

Kuzey-Dogu Fransa: 0,41/1000

Italya: 0.34/1000

Letonya: 1/700

Tiirkiye: 1/1000

ABD: 1/600-1000

Cizelge 2.2. Yapilan c¢alismalarda iilkelerdeki vakalarmm dudak ve/veya damak
yari81 olarak siniflandirilmasi [43].

91 21 61 8 1

23 6 16 - 1
32 13 14 5 -
28 4 18 4 2
12 3 3 6 -
22 7 12 1 2
217 57 129 24 7
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Bu calismayla; hastalar arasinda dudak-damak yarikligmin birlikte gorildiigi
vakalarm oraninin en yiiksek oldugu, bunu sadece dudak yarigmin takip ettigi, en

diisiik oranin ise, sadece damak yariginda goriildiigiinii belirtilmektedir.

Oranlarin bu kadar farkli olmasmni nedenleri arasinda cografi, etnik kdken ve
kalitim kaliplarinin farkliliklar1 olabilecegi gibi oral yarigin tipine gore de farklilik
gostermektedir. Yarik dudakli hastalarin %50 sinde yarik damak bulunmaktadir [1,
38, 39].

Irklar arasinda cesitli farklar olmakla beraber, beyaz wrkta goriilme sikligi 1000 canl1
dogumda bir oldugu kabul edilmektedir. Tiirkiye’de ise yarik dudak/damak goriilme
siklig1 binde 0.95, izole yarik damak goriilme sikligi binde 0.77 olarak bildirilmistir
[44].

Verilere 6lii dogum ve diistikler de katilirsa, deformitenin goriilme siklig1 belirgin
olarak artmaktadir. Canli dogmus bebeklerde yarik dudak-damak siklig1 Asyalilarda
1:470-850, Siyah wkta 1:1370-5000 ve Beyaz wrkta ise 1:775-1000 olarak tahmin
edilmektedir. Tek basina yarik damak, deformitesinin goriilme sikligi canli dogumlar

arasinda 0.5:1000'dir ve wklara gore farklilik gostermemektedir [45].

2.7. Etiyoloji

Sendromsuz OFC’in karmasik etiyolojisi CL/P ve CPI arasindaki farklardan
kaynaklanir, her bir grubun heterojenitesi, bu hastalifa neden olan bir¢ok gen
icermeleri, kalitim tiirli, ¢cevresel faktorlerle iliskisi, bu genler ve yerlestikleri yerler
yeniden gozden gegirilerek sendromsuz OFC’ nin baglangici bilimsel kanit olarak

cok ses getirmistir. [18].
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Sekil 2.2. Hastalig1 olusturan etmenlerin simiflandirilmasi

_'_ Cevresel Faktorler % 60-75

Genetik Faktorler
\/ (Otozomal resesif) %25-40

Sekil 2.3. Hastalig1 olusturan etmenlerin yiizde oranlar1
2.7.1. Cevresel faktorler

YDD bir¢ok faktoriin etkiledigi bir deformitedir [22]. Oral yariklarin olusumuyla
ilgili yapilan birgok calisma olmasma ragmen etiyolojisi ve patojenitesi hala tam
anlamiyla agikliga kavusmasa da yarik damak/ dudak olusumunun genetik ve
cevresel faktorlerin etkilesimiyle meydana geldigi bilinmektedir. Kimi vakalarda
sadece genetik veya cevresel faktorler olabildigi gibi bazi vakalarda hem genetik
hem de cevresel faktorler birlikte etkili olmaktadir. Tek yumurta ikizlerinde yarik
damak/ dudak olusumunun %100 olmamas1 genetik faktorlerin tek basina etkili

olmadigini gostermektedir [39].
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Stres ilac
fleri yasta
gebelik Alkol
Viral hastaliklar Sigara

Folik

Oligohidramniyoz Asit

Multivitamin
eksikligi

Sekil 2.4. Dudak-damak yariginin olusmasina neden olan gevresel faktorler

Gebelik doneminde anti-epileptik ilag, icki ve sigara kullanimi; folik asit ve
multivitamin eksiklikleri gibi genetik olmayan c¢evresel faktorlerin yarik damak/
dudak ile iliskisi ortaya konmasma ragmen hastaligin genetik temeline dayanan
caligmalar on plana ¢ikmasina neden olmustur [38, 46]. Muhtemel etiyolojik
faktorler arasinda, B grubu ve A vitamin eksiklikleri gosterilmistir. Deformitesi
bulunan bebeklerin annelerinin %25'inde B grubu vitamin eksiklikleri tespit
edilmistir  [47]. Bir Dbaska etiyolojik faktor de oligohidramniyozdur.
Oligohidramniyoz, bebegin anne karninda ylizdiigii sivi miktarmin normalin altinda
oldugu duruma verilen addir. Steroid ilaglar, antikonviilzan ilaglar, diyazepam ve
aminopterin de deney hayvanlarinda YDD deformitesi olusturmustur. Bazi ipuglari

gostermektedir ki, fenitoin ve diyazepam insan embriolarinda YDD olusturmaktadir.

Gebeligin ilk {i¢ ay1 i¢inde gegirilen toksoplazma ve rubella enfeksiyonlar1 da YDD
deformitesi olusturabilmektedirler. [22]. Treacher Collins, Stickler veya Van der

Woude sendromlar1 ve D,E ve G grubu kromozomlarin trizomileri ile birlikte Pierre
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Robin anomalisi de YDD deformitesi ile ilgili goriilmiistiir. Gebelikte alkol alim1 da

bu deformitelerin gelisiminde su¢lanmaktadir [21].

Yash annelerin ¢ocuklar1 YDD deformitesi agisindan daha fazla risk altindadirlar.
[48]. Daha once YDD deformiteli ¢ocugu olmus ana-babalarin da ikinci

cocuklarinda deformite riskinin arttig1 ortaya konulmustur [21, 49, 50].

Onceki calismalar, annelerdeki yiiksek stresin de dogan bebeklerdeki yariklilik
oranint artirdigin1 ortaya koymustur [51, 52]. Anneni stres altinda olmasmin,
kortikosteroid tiretiminin artmast sonucunda dogumsal kusurlar meydana getirdigi
hipotezi One siiriilmiistiir. Kemirgenler ve tavsanlarla yapilan hayvan c¢aligmalari,
yliksek dozda kortikosteroidin stirekli yarik damaga neden oldugunu gostermistir
[51, 53, 54]. Stresli yasam olaylari, annenin kortikotropin salgilatici hormon
diizeyinin artmasiyla ve hamilelik siiresindeki kortikosteroid ile iliskilidir [55, 56].
Hamileligin ilk i¢ ay1 boyunca, kortikosteroid ilaclar alan kadmlarin bebeklerinde
yiiksek oral yarik riski oldugu gézlemlenmistir [57, 58].

2.7.2. Genetik faktorler

Farkli populasyonlardan hastalarin %20’sinin olumlu bir aile 6ykiisii olsa da, genetik
faktorlerin bu dogumsal kusurun ortaya ¢ikmasinda ¢ok énemli bir role sahip oldugu
disiiniilmektedir. Fogh Anderson, OFC’ nin giiclii genetik bilesenlerinin ilk
populasyon kokenli kanitlarint ortaya ¢ikarmistir. Bu kanitlar, CPI’den etkilenen aile
ve ebebeynlerin farkli genetik alt yapilarinin karsilastirilmasi ile ortaya ¢ikarilmistir.
Tam olarak yarik dudak ve yarik damaga sahip olan hastalar, yarik dudak grubu
olarak ayrilmistir. Bu sebepten dolayi, aileler (hastalar) yarik dudak, sadece yarik
damak gibi smiflandirilmaya karar verilmis, kalan aileler de ise CL/P olarak

gruplanmstir.

OFC’nin nasil kaltildig1 yillardir arastirilmasina ragmen, sonuglarin goriiniir bir
sekilde anlasmazliga neden oldugu kanisina varilmistir. Farklilik muhtemelen her iki
ornek ve modelin kullanilmasi1 nedeniyle meydana gelmistir. Aslinda Orneklerin
bazen farkli cografik bdlgelerden toplanmasi ya da ayni bdlgelerden toplanmasi,

farkli itk ve etnik kokenli hastalar1 karsilastirmaya olanak saglamaktadir. Diger
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yandan, smirli sayida ailelerle yapilan ¢aligmalar onyargili olabilir. Aslinda, OFC

arastiricilari;
1) Genellikle kii¢iik soyagaclarmin kullanilmast,

2) Soyagaci igindeki etkilenen bireylerin sayisinin azalmis olmasi, (muhtemelen

diisiik penetrans nedeniyle)

3) Genetik heterojenitenin bu kusurluluk tarafindan ortaya konulmasi nedeniyle

sinirlanmustir.

Boylece, biiyiik bir 6rnek miktar1 olmadan ancak ikna edici olmayan sonuclara
ulagilabilmektedir [14].

Izole damak yarikli dominant kalitim tipi gdsteren aileler olmasina ragmen yarik
damakli vakalarin ¢ogu Mendelyen kalitim tipi (tek gen hastaliklar1) gdstermez.
Curtis ve arkadaglar1 1961 yilinda yaptiklar1 ¢alismada bir ¢ocukta yarik damak varsa
diger ¢ocukta olusma sikligi %2, ebeveynlerden birinde varsa %6, hem
ebeveynlerden biri hem de bir gocukta varsa oran %15 olarak bildirmistir. [59]. Tek
yumurta ikizlerinde oran %40 ile %060, c¢ift yumurta ikizlerinde %5 olarak
bildirilmistir (Cizelge 2.3.) [39].
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Cizelge 2.3.Deformitenin risk gruplarinda goriilme siklig1 [60, 61, 62].

Risk Grubu YDD (%) | YDA(%)
Genel toplumda 0.08 0.02
Daha 6nce bir ¢ocuklarinda deformite olan anne babanin 37 ”s
ikinci ¢ocuklarindaki risk
Anne ve babadan birinde YDD deformitesi olmasi
halinde ilk ¢ocuktaki risk 404 >82
Anne ve babanin birinde ve ilk ¢ocukta YDD olmasi
halinde ikinci ¢ocuktaki risk 194 143
Daha once iki c¢ocuklarinda YDD deformitesi olmus 0.90
normal anne babanin tigiincii ¢cocuklari i¢in olan risk o0
Anne ve babadan birinde YDD varken birinci ¢ocugun A ]
normal olmas1 halinde ikinci ¢ocuktaki risk
Normal anne ve babanin ik g¢ocugunda bagka
anormalilerle birlikte YDD deformitesi olmus ise ikinci 2 -
cocuktaki risk
Daha o6nce bir YDA deformiteli ¢gocugu olmus normal Akrabalarda
anne ve babanin ikinci ¢ocuklari igin riskbi - yarik yoksa
2, varsa 7

Anne ve babadan birinde YDA deformitesi olmasi

- 6 ve 15

halinde birinci ve ikinci ¢ocuk icin sira ile risk

2.8. Hastalhig1 Etkileyen Genler

Dudak damak yarikliginda etkili oldugu diisiiniilen genlerle yapilan, linkaj (baglant1)
ve iliskilendirme calismalariyla bir¢ok aday bolge, farkli insan populasyonlarinda
arastirilmistir. Bircok kromozom bdlgesi 6rnegin, 19q13, 2p13, 6p ve 4p ve 4q ve
bircok aday gen (19q13.2°de) BCL3, 17g21°de RARA, 4pl6’de MSX1, 6p23°de
TGFA, 14q24’de TGF3, vb. dudak-damak yariklarinda rol oynayip oynamadigi

analiz edilmistir.
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Cizelge 2.4. Dudak-damak yariginda etkili olan aday genler [14, 63, 64].

LOKUS

GENLER

19q13.2

17921.1

RARA

4pl6

2p13

TGFA

14q24

1932.3-g41

IRF6 (OFC 6)

1p36

11023.3

PVRL1

1941

15q11

GABRB3

2933

3028

TP73L (OFC 8)

6p24-p23

2p13

OFC 2

19913

1921-g31

OFC4

13933.1-q37

19913

CLPTM1

1p31.1

1922-g24

SKI

50934-q35

6p24.1

EDN1

9022

11q13.2

TBX10

13g31.1

14932

JAG

Xq21.1



Cizelge 2.5. Dudak-damak yariklarini etkiledigi diisiiniilen aday genler [63].
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LOKUS ADAY GENLER
922 FOXE1
2q14 GLI2
14q11.2 ISGF3G
14932 JAG2
5034-935 MSX2
8p23.1-21.3 NAT1
8q22.2 OSR2
3027-929 P63
14912-913 PAX9
2032-933 SATB2
1p36.3 SKI
4g28.1 SPRY1
13g22.2 SPRY?2
22911.21 TBX1
11g13.1 TBX10
19g13.2 TGFB1
14g24.3 TGFB3
9922 TGFBR1

Genetik c¢alismalar, sadece aday genlerin salt analizleriyle degil aday genlerin

birbirleriyle baglantilarma da yonelik olmustur. Aday genler arasmmda en cok

calisilan1 TGFa (Transforme edici Biiylime Faktorii alfa), MSX1, TGFp (Transforme

edici Biiyiime Faktorii beta), BCL3, IRF6 gibi genlerdir. Kimi arastirmacilar bu

genler ile hastalik arasinda pozitif, kimileri de negatif iliski bulmustur. Pozitif veya

negatif iliskiyi sadece genler direkt olarak degil, calismanin yapildigi populasyon ve

dig faktorler de etkilemektedir. Bu genler farkli kalitim kaliplar1 gosterdiklerinden

(otozomal dominant, otozomal resesif gibi) oral yarik insidans (goriilme sikligi)

aralig1 genistir. Bir genin digeri lizerine etkisi diisliniildiigiinde ¢ok genli kalitim

modeli gosteren ve cevresel sartlardan etkilenen oral yarik olusumunun ne denli
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karmagik bir sorun oldugu ve genetik temelinin anlasilmasinda ¢ok sayida bu yonlii

arastirmanin yapilmasina gerek duyulmustur.

Glinlimiize kadar yapilan genetik ¢aligmalarin ¢ogunu Avrupali ve beyaz Amerikali
populasyonlar olusturmaktaydi. Son 2-3 yilda, Cin, Kuveyt, Suriye, Hindistan gibi
iilkeleri de kapsayan genis populasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Bu bolgelerdeki oral
yarik insidansmin yiiksek ¢ikmasi genetik sonuclarin daha da anlamli olmasini
saglamistir. Halen aday genler ile oral yariklarin arasinda net bir baglanti
bulunamamistir. Hastaligin meydana gelmesinde birden fazla gen, hatta gen
gruplarinin ¢evre faktorleri ile etkilesimi diistiniiliniirse, daha fazla populasyon

taramalarinin yapilmasina gerek vardir [12, 65, 66].

2.9. MSX1 Geni

MSX1 geni, sendromik olmayan dudak ve/veya damak yarig1 ile iligkisi analiz edilen
aday genlerin en 6nemlilerinden biridir [67]. Siralama ve iliskilendirme ¢aligmalari,
MSX1’in sendromsuz yariklarin etiyolojisinde rolii oldugunu belirtmektedir [68].
Bazi iilkelerde yapilan calismalarda elde edilen genetik analiz sonuglar1 (p degerleri),
MSX1 geninin dudak damak yariklarinin meydana gelmesindeki etkisini daha net

ortaya koymustur (Cizelge 2. 6).
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Cizelge 2.6. Bazi iilkelerde yapilan MSX1 gen degisimi ¢aligmalar1 sonuglarinda
bulunan P degerleri [9, 69-78].

Baz iilkelerde yapilan MSX1 gen degisimi
p degerleri
calismalar

Thai p=0.285

Denmark p=0.57

Chilean p=0.03

India p <0.05

Dutch p<0.01

Norway p=0.04

Aragtirma sonuglar1 gostermektedir ki, MSX1 (muscle segment homeobox 1) geni,
insanlarda dis gelisimi kronofasiyal iskelet olusumu ve dis olusumunda ¢ok 6nemli
bir rol oynamaktadir, ayrica bircok caligma MSX1 genindeki mutasyonlarn hem
agizdaki yariklara hem de dis kayiplarina neden oldugunu desteklemektedir (Resim
2.13) [79, 80].

Resim 2.13. Msh homeobox 1
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MSX1 geni Homeobox gen ailesinin bir {iyesidir, kas segmenti elemanlarint kodlar.
Embriyogenez sirasinda ¢ekirdek transkripsiyon kompleksleri ve diger
homeoproteinlerin  komponentleri etkilesimini baskilayici  bir transkripsiyon
baskilayic1 proteini kodlar. Ayrica extremite (bacak ve kol olusumu), kraniyofasiyal
gelisim, Ozellikle odontogenez ve tiimor biiyiime inhibitorlii olarak da rol aldigi
soylenebilir. Ilk olarak homeobox 7 olarak bilinen bu gendeki mutasyonun,

sendromsuz dudak ve/veya damak yariklariyla iliskisi oldugu belirlenmistir.

Omurgali HOX genlerinden olan MSX1 gen ailesi Drosophila MSX geni ile
homolog bir baz iizerinden izole edilmistir. Insan MSX1 geni 4p16.1 lokusunda
bulunur ve 4.05kb’lik yer kaplar. 2 ekzon ve 1 intron bolgesi icerir (Resim 2.14).
MSX1 gen ekspresyonu siklin D1 upregiilasyonu ile iligkilidir, hiicresel
farklilagmasini inhibe ederek hiicre dongiisiinii regiile eder (Resim 2.15) [81]. MSX1
geni 303 aminoasit kodlar, 60 aminoasit 6zel homebox alanini olusturur. Embriyonik
donemde MSX1 gen ifadesi, diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime baglh

olarak, diizenlemede pozitif bir rolii de olabilir, ters fazli diizenleme de yapabilir.

H

— ] [ ]

= 5'UTR | Ind exon | ™ { Ondexon | 3 UTR
ntron

Resim 2.14. MSX1 geni

Genomik bilge, trankriptler ve iiriinler

i LT

4878476 P 4833530 P
E' | | F
Elzon 1 Elzon 2

B — kodlanan bilzell - lodlanmavan bilee

Resim 2.15. MSX1 gen 6zellikleri

Aslinda MSX1, Homeobox 1’in resmi adidir, genin resmi semboliidiir. Ayrica MSX1

geni bagka isimlerle bilinmektedir. Bunlar; homeobox 7, homeobox protein MSX-1,
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HOX7, HYD1, msh homeo box 1, msh homeobox homolog 1, MSH Homeo Box
Homolog 1 (Drosophila) Gene, MSX1_HUMAN, OFC5’tir.

Sendromsuz dudak-damak yarigi (NSCLP) karmasik bir genetik 6zellige sahiptir.
Baglanti ve iligskilendirme ¢aligmalari, yarikliliga sebep olan bolgenin, 4.

Kromozomun kisa kolu iizerinde oldugunu belirtmektedir [82].

Kromozom 4 iizerindeki molekiiler yeri: 4,861,391 baz cifti ile 4,865,662 baz ¢ifti
arasimdadir (Sekil 2.5).

"~
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Sekil 2.5. MSX1 geninin sitogenetik yeri

MSX1 geni; protein olusumunda diger genlerin aktivitelerini diizenleyen bir gendir.
Biiyiik bir gen ailesi olan homeobox’in bir parcasi olan MSXI1, bir¢ok viicut
yapilarini olusumundaki erken gelisim evrelerinde rol oynar, 6zellikle normal dis ve
dudak yapilarmin gelisiminde ¢ok Onemlidir. Ayrica el ve ayak gelisimi i¢in de

Onemli olabilir.

MSX1 oldukg¢a korunmus bir homeobox genidir. Kronofasiyal gelisimde, epitelyal ve
mezenkimal doku etkilesiminde birka¢ kilit rol oynar. Hiicrenin biiylimesi ve
morfogenezin dengesi i¢in hiicresel ¢ogalma, farklilasma ve hiicre 6liimiinii diizenler.
Bu gen kas segmenti homeobox gen ailesi liyesi olarak kodlanir. Bu gen ve diger
homeoproteinlerden kodlanan proteinler, embriyogenez sirasinda g¢ekirdek
transkripsiyon kompleks kompanentleri ile iliskiye girerek, transkripsiyonel represor

(baskilayic1) gibi gorev yapar. Ayn1 zamanda bacak model olusumu, kraniofasiyal
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gelisimde 6zellikle odontogenez, tiimor biiyiimesini engellemede rolleri olabilir. Bu
gendeki mutasyonlar, sendromsuz dudak ve damak yarigi, Witkop sendromu, Wolf
Hirschom sendromu ve otozomoal dominant hypdontia ile iliskilidir. Bir
transkripsiyonel represor gorevi goren bu gen, ekstremite model olusumunda rol
oynayabilir. Tirnak plaka kalinlig1 ve biitiinliigli i¢in twrnak yatagi mezensimin

ifadesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Msx proteinleri kraniofasiyal bacak ve sinir gelisiminde 6nemli modiilatorlerdir. [83,
84, 85] Bu proteinler diizenleyici proteinlerdir, in vitro ve in vivo’da protein-protein
iligkilerinde transkripsiyonel baskilayici gibi gorev goriirken, gen se¢iminde ve

transkripsiyonun diizenlenmesinde kilavuz gorevi goriirler [84, 86, 87, 88, 89, 90].

MSX homeodomain transkripsiyonel baskilama i¢in; TATA baglayici protein (TBP)
ve transkripsiyon kompleksi bileseni ¢ekirdek kompanentleri ile dogrudan etkilesime
girer [89, 90]. MSX proteinleri transkripsiyonu diizenleyen diger proteinlerle
etkilesim halindedir. Heterodimer MSX1 ve diger homeodomain proteinleri (DLX2,
DLXS5, LHX2 ve PAX3 gibi) sonuglar1 in vitro’da karsilikli fonksiyonel zitlik

olusturmaktadir.

MSX1 geni ifadesinin bir diizenleyici mekanizma gibi diger proteinlerin {izerini
Ortmiis olabilecegi diisliniilmektedir. Buna ragmen, MSX1 ve MSX2’nin benzen
DNA baglanma yeri gostermekte, bunun yani sira transkripsiyonu baskilamak igin
tek N-terminal etki sayesinde farkli biyokimyasal 6zellikler gostermektedir. MSX1,
DNA i¢in daha biiyiik bir benzesme gosterdigi i¢in daha giiclii bir baskilayicidir [91].

MSX1 ile beraber c¢ok sayida genle ilgili, transkripsiyon faktorleri diizenleyen
mikrosatallit isaretler ve tek niikleotit polimorfizmleri ile iliski ve baglanti
calismalar1 rapor edilmistir. Bu spesifik genlerin transkripsiyon faktorii, biiyiime
faktorii, hiicre sinyali ve detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynadigi

belirlenmistir [92].

Ornegin; Knock- out farelerdeki kapsamli caligmalar da, damak gelisimi i¢in gerekli
olan MSX1 Bmp sinyalinin Shh ifadesini diizenledigini gostermistir, Hollandali bir
ailede MSX1 genindeki mutasyonun dis gelisimini durdurmast ve OFC ile iliskili
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olmasi1 ile MSX1’in insanlardaki yariklilik i¢in aday gen oldugu onaylanmigtir
(Resim 2.16) [8].

A

@ Kolesterol

E135 Dioksin

A, [Toms;

E14.5
< p Viriis e
e
@ Bzd's
E15.5

Resim 2.16. Sinyal molekiillerinin damak geligsimindeki rolii

A: Embriyonik damaktan enine kesit, B: Normal damagin (mavi kisim) gebe
kaldiktan gilinler sonraki sematik goériiniimii. Damak bdliimleri maksiler ¢ikintilardan
olusur, (E11.5) biiyiir, dili gegerek diisey olarak genigler (E12.5) . Dil (pembe kisim)
asag1 inerek damak kisimlarinim iiste ¢ikmasina izin verir (E13.5), birbirine yaklasir
(E14.5), birlesir (15.5). C: Hiicre damak gelisimi sirasinda 6zel molekiiller sinyaller
gonderir. D: Molekiiller gelisime katilir. Genler damak gelisimine dahil olur. y-ami-

nobutyric acid receptor subunit 3 (Gabrb3) de damagin iiste ¢ikmasina neden olur.
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Molekiiller epitel (sar1 kisim) ya da mezensim (mavi kisim) i¢inde ifade olur. Hangi
molekiillerin damak gelisiminde farelerde dnemli oldugu yuvarlak icine alinarak,
insanda etkili olanlar alt1 ¢izili olarak, ikisinde birden etkili olanlar ise dikdortgen
icerisinde gosterilmistir. Siyah oklar bilineni gosterir, gri oklar tahmin edilenleri
gosterir, gen-gen iligkisi olanlar diiz, gen-cevre iliskisi olanlar dalgali olarak
gosterilmistir. Ahr, aryl-hydrocarbon receptor; AIk5, activin receptor-like kinaz 5;
Bmp 4, bone morphogenic protein 4; Bzd’s, benzodiazepines; Msx1, msh-like 1
homeobox; Ptc, patched homolog 1; Pvrll, palioviriis receptor-releatedl; SATB2,
SATB family member 2; TBX22,T-box 22; Tgfb3, transforming growth factor 3.
[93].

2.10. MSX1 Geni (G267C) Bélgesi

Thai populasyonunda yapilan mutasyon analizleri ¢alismasina gore; MSX1 gen
mutasyonunu, 6zellikle MSX1 geninin G267C bolgesinin, dudak damak yariklarida
etkili bir bolge oldugu goriilmiistiir. 100 hasta ile yapilan bu ¢alismada, sekiz varyant
bolge tespit edilmistir. Bu varyantlarin 7°si tek niikleotit degisimidir. Bunlardan 1’1
de G267C bolgesidir. (799G>TG267C) Ozellikle G267C ve P278S varyantlarinin,
kendilerini serin ve arjinince zengin proteinlerde, potansiyel exonic splicing enhanser
gibi degistirip, “muhtemel hasar verici” oldugu PolyPhen tarafindan tahmin
edilmektedir. Bu durum, c¢alismadaki 162 kontrol grubunda mevcut degildir. Daha
once MSXI1 genindeki yanlis anlamli mutasyonlarin (missense mutation)
homeodomain proteinin N-terminal ucunda rapor edilmesinin aksine, homeodomain

C-terminal ucunda ekzon 2’deki bu potansiyel mutasyonlar bulunmustur [73].

MSX1 geni Ekzon 2’deki nonsynonymous 799G>T (G267C) ve 832C>T (P278S)
varyantlar1 daha O6nce rapor edilmemistir. MSX1 geninin ekzon 2 ve ekzon 1
bolgeleri karsilastirildiginda, ekzon 2’nin ¢ogunlukla belirgin olarak baz dizisi ile

ilgili varyasyonlar oldugu goriilmektedir [94].
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Bu arastirma sonuglari, MSX1 genin sendromsuz dudak damak yariklarmin ortaya
¢citkmasina %?2 oraninda katki sagladigini ortaya koymaktadir, uyumludur. MSX1 gen

mutasyonlarmin fenotipik ve penetrans ¢alismalarmin artirilmasi gerekmektedir [73].
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

Bu yiiksek lisans tez caligmasinda, Kullanilan olan 70 adet kan Ornegi Ankara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’ne basvuran sendromsuz dudak damak yarikli

Tiirk hastalardan, goniillii onam formlar1 imzalatilarak elde edilmistir.

Hastalardan alinan periferal kan 6rneklerinden Fenol-kloroform yontemiyle genomik
DNA izolasyonu yapilarak, MSX1 geni lizerinde literatiirde belirtilen polimeraz
zincir reaksiyonu sartlarina gore metod uygulanmistir. Elde edilen polimeraz zincir
reaksiyon iriinleri; RFLP ile analizleri yapilmistir, RFLP metoduyla calisilan
orneklerde mutasyonu belirleyecek olan restiriksiyon endoniikleazlar kullanilarak
gen {irlinlerinin kesimi yapilmistir. Bu enzim kesim friinleri %2’lik agaroz jelde

elektroforezleri yapilarak jel goriintiileme cihazinda fotograflar1 ¢cekilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Fenol-Kkloroform yontemiyle DNA izolasyonu

ImIEDTA + 9ml Kan

1. Ornegin hacminin 2.5 kat1 kadar RBC (Red Blood Cell) Lysis soliisyonuna konur.
2. Hazirlanan karisim ¢alkalandiktan sonra 20 dk. buzda bekletilir.

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

4. Tiipte dipte beyaz ¢okelti goriilmedigi taktirde, siipernatantin bir kismi dokiiliir,
hacim RBC Lysis soliisyonu ilave edilerek dipte 16kosit tabakasi olusana kadar islem

tekrarlanir.
5. Lokosit tabakasi elde edilince slipernatant dokiiliir.

6. RBC Lysis soliisyonuyla 1-2 kez yikama yapilir.
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7. Ornege 1000ul RBC Lysis soliisyonu ilave edilir.

8. Vorteksle homojen halde getirilir.

9. 200ul 6rnekle isleme devam edilir. Geri kalan stoklanir.

10. +500ul STE+ 30ul SDS (%10’luk) +20ul Proteinaz K ilave edilir.
11. Ornek 56°C su banyosunda 1 gece bekletilir.

1. Ornege 1:1 oraninda fenol ilave edilir.

2. 10 dk. calkalandiktan sonra 20 dk. buza gomiiliir.

[98)

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

4. Siipernatant baska bir ependorfa alinir.

93]

. 1:1 oraninda (750pul) kloroform ilave edilir.
6. 10 dk. ¢alkalandiktan sonra 20 dk. buza gomiiliir.

7. 20 dk. 4000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilir.

o0

. Stipernatant baska bir ependorfa alinir.

9. + Hacim 1/10’u kadar NA asetat+toplam hacmin 2 kat1 kadar %95’1ik etanol tiipe

alman siipernatanta ilave edilir.

10. DNA iplik¢ikleri beyaz yumak seklinde goriiniir hale gelinceye kadar tiip

yavasca alt-iist edilir.
11. Ornek -20°C’de 1 gece bekletilir.
3.Giin

1. Ornek 20 dk. 4000 rpm 4°C’de santrifiij yapilir.
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2. Tiiplin dibinde ¢okmiis DNA yogunluguna bakilarak eklenecek olan TE (Tris-
EDTA) miktar1 belirlenir.

3. Stvi kismui dokiiliir.

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

5. 20 dk. 4000rpm’de 4°C’de santrifiij edilir.

6. Alkol dikkatlice dokiilerek kurumaya birakilir.
7. Eppendorf tiipiine TE ilave edilir.

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

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

diger yontemler denenmistir.

Resim 3.1. izole edilen DNA

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyon yontemi (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bir in vitro ve in vivo DNA amplifikasyon
metodudur, reaksiyonlar farkli sicakliklardaki ii¢ olaymn sikluslar halinde tekrarina
dayanmaktadir. PCR ile DNA fragmentleri ¢ogaltilabilir ve ¢ok kiigiik 6rneklerden

analizler igin yeterli miktarlar elde edilebilir.

PCR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir
bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere verilen ortak bir
isimdir. Metod basitge, tiip icerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi

esasimna dayanir. DNA Ornekleri; analizi yapilacak olan genin belirli bolgesinin


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enzim
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tepkime
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleik_asit
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cogaltilmasini saglayan in vitro DNA sentezi yontemi olan sartlar1 ayarlanmis PCR’a
uygulanir. Yontemin esast; yiiksek 1s1 uygulamasiyla ¢ift sarmalli DNA’nin denatiire
olmasi (denatiirasyon), spesifik oligoniikleotid primerlerin komplementeri olduklari
zincire baglanmalar1 (annealing) ve 1stya dayaniklt DNA polimeraz enzimi olan Taq
DNA polimeraz ile uzamalarindan olusan DNA replikasyon mekanizmasma
dayanmaktadir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da tanimlanan PCR ; 94 °C-
98 °C  araliginda  gergeklestirilen  denatlirasyon, 37 °C-65°C  araliginda
gerceklestirilen primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C’de gerceklestirilen uzama

asamalarinin belirli sayida tekrarlanmasma dayanir.

PCR

. '
WT'TT'T’T"Y TI1JTIITTTI1TT ™7 :41’1‘["'1"1"7—-1’
LJA'..A..L,‘J, e =

1. Orjinal DNA
5. Denatiirasyon

» AAASASARR NSRS EES

ALd LA AL lA il idiaiall

2. Primerler

AAASAALAALLLLLLAAL
3. Taq Polimeraz -
6. Primer
Baglanmasi

YT T TYT IYTYTYT™T™Y™Y

4. Niikleotitler l
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Resim 3.2. PCR siireci

Daha 6nce genomik DNA protokollere uygun bir sekilde, periferik kandan izole
edilmigtir. Primerler kodlanmayan boélgelerde 6zellikle MSX1 geninin ekzon 2
kodlama bolgesini kapsayan fragmentleri cogaltmak i¢in kullanilmistir. (ekzon 2 i¢in

primer 2F ve 2R; Cizelge 3.1)


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0n_vitro
http://tr.wikipedia.org/wiki/Denat%C3%BCrasyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tavlama_(biyoloji)
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Polimeraz zincir reaksiyonunda izole edilmis olan 20ul yogunluk iceren 50 ng
genomik DNA, 1 x PCR tamponu, 1,9-2,0 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 uM
primerlerden biri, 0,5 U Taq polimeraz, su parametrelerle: 40s 94°C’de, 40s
baglanma sicakligi ve 40s 72°C’de 34 dongii igin kullanilmustir. (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1 MSX1 mutasyon analizleri i¢in oligoniikleotitler ve PCR kosullar1

Uriin boyutu | Baglanma

Isim PCR 5°-3’ i¢in primer dizisi (bp) sicaklifn
G267C
2F GGCTGATCAT GCTCCAATGC 448 94°C
2R CACCAGGGCTGGAGGAAT 448 72°C

3.2.3. Restriksiyon endoniikleazla kesim

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

enzimi uzunluk polimorfizmleri” denilmektedir.

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

gendeki nokta degisimleri tespit edilmistir.
3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Elektoroforez; bir elektriksel alanda elektrik yiiklii molekiillerin (niikleik asit, protein
gibi) akimdan etkilenerek go¢ etmeleri olarak ifade edilir. Protein ve niikleik asitlerin

belirli bir pH’da bir elektrik alaninda ve iyonize ortamda molekiil biiyiikliigii ve/veya
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yiik farklarma gore ayrilma prensibine dayanir. Iyonize olabilen bilesiklerin katyon
(+) ve anyon (-) seklindeki iyonlarin ¢ozelti igerisindeki elektriksel alanda degisik
sekilde go¢ etmesi elektroforezin prensibini olusturur. DNA, elektroforezde

anyondan (-), katyona (+)’a dogru hareket eder.

CNA PCR sonras:

1. PCR iiriinleri yikleme
soliisyonu ile jele yiiklenir.

2. PCR iiriinleri iki akam
arasinda biyikliklerine gore
ilerler.

3. Uriinler (-) yonde hareket eder.

U " (: z
@ @ 4, Baz uzunlugu acisindan kiiciik

m M= o0lan tiriin hizli hareket eder, bu
! nedenle jelin en oniinde yer alir,

Resim 3.3. Agaroz jel elektroforezi

%?2’lik agaroz jelde, elektroforezde yiiriitilerek DNA parcalarinin  ayrimi
saglanmistrr.  TBESX tamponu kullanilmustir. Jel UV transilluminatorde

goriintiilenerek, sonrasinda fotografi ¢ekilmistir.



39

Resim 3.4. UV transilluminator ile jel goriintiileme
3.2.5. Istatiksel analiz

Istatiksel analiz icin; Pearson Ki-Kare testi, Hardy Weinberg equilibrium esitligi ve
Odds ratio testleri uygulanmistir. Hardy Weinberg’in esitli§i ve Pearson Ki-Kare
testi sendromsuz dudak damak yarikli Tiirk hastalarm genotip ve alel frekanslarinin
saptanmasinda kullanmilmistir. Hardy Weinberg esitligi ile, beklenen ve gézlenen
degerler arasindaki farkin anlamli olup olmadig1 degerlendirilecek, bdylece
elimizdeki Tirk hasta populasyonunun genotip yapisinin, Hardy-weinberg kurali ile
uyumlu olup olmadigi saptanmis olacaktir. Pearson Kikare testi ile, kontrol grubu ve
hastalardaki gen degisimleri incelenerek, aralarinda anlamli bir farklilik olup
olmadigma bakilarak, gen degisiminin hastalik iizerine etkisi degerlendirilecektir.

Odds ratio testi ise olasilik oraninin hesaplanmasinda kullanilmistir.
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4. BULGULAR

MSX1 geninin G267C bdlgesinin, sendromsuz dudak ve/veya damak yariklig1
hastalig: ile iligkili olup olmadigmi belirlemek i¢in, Tiirk hasta ve kontrollerden
alinan orneklerle, kromozom 4pl6°da yer alan MSX1 geninin G267C bolgesindeki
polimorfizmlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu yiiksek lisans tez ¢alismasi ile,
70 hasta birey (20 kadin 50 erkek) ve 89 kontrol grubundan alinan 6rnekler
incelenmistir. incelemeler MSX1 geninin ekzon 2 bolgesindeki G267C bdlgesinde
gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonunun belirtilen fenol kloroform metoduyla gergeklestirilmesi

sonrasinda, PCR yontemi ile gerekli gen bdlgesi ¢ogaltilarak jelde goriintiilenmistir.
(Resim 4.1)

448 be.

Resim 4.1 DNA izolasyonu sonrast PCR’la ¢ogaltilan gen tirlinlerinin jel goriintiisii

PCR metodu ile gen {irlinlerinin goriintiilenmesi sonrasinda, bu iiriinlerin Ddel
enzimi ile RFLP metodu gergeklestirilmistir. Bu metod i¢in, G267C bolgesinin
MSXI1 geni igerisindeki lokalitesi, Ddel enziminin, kesim i¢in tanima bdlgesi olan “

c/tnag ” ve kesim yeri tespit edilmistir. (Sekil 4.1) (Sekil 4.2)
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2821 tteatttgea azzagtagac a gttoca
2881 azatatattt caagtgectt ge cgatgcc cggcaccgag geacttg tcaat

2541 tetggtattg tttgoctatt attactactt cttgbgctoa tcatgeotcca atgcftcte .--~Ecmment[61]: F j
3001 cttaacccct tgottttttt ttetttogge ceteagoyoy gotozocars ceagirtfais™ - ;

3361 cogeggegey tacctogete tadgstacct ctagcocctt coagogeger guacty 22 - { Comment [62): &7 (G |
3461 gggtcecagg tegeccacct gtgggecage copttectoe agecctogty) _c_t~tac_c_g<_:c F“““*M[G?']« S §T]
3541 gacgtgctee cotgetegge accgecagee gecttoectt taacccteac actgctecag "‘Eanment[(%]: ) —]
3601 tttcacctct ttgetcectg agttcactct cogaagteotg atecctgecz azsagtgget
3661 ggaagagtcc cttagtactc ttctageatt tagatctaca ctetegagtt aasgatoggg
3721 aaactgaggy cagagaggtt aacagattta tctazggtec ccageagazt tgacagttea

Sekil 4.1. G267C bolgesinin MSX1 geni igerisindeki lokalitesi

Ddel enziminin tanidig1 dizi : ¢/tnag Enzim kesim yeri
I 150 | 181 | 39 448 bp
58/68 218/228 409

Sekil 4.2. Ddel enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri

RFLP metodu i¢in gerekli kosullar saglandiktan sonra, Dde I restriksiyon enzimi ile

kesim gergeklestirilmis ve jelde goriintiilenmistir. (Resim 4.2)
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GG GT 1T
220 — —
181 e e
150 —_— sanpezss —
10/39/58 — S—

Sekil 4.3 Restriksiyon endoniikleazla kesim sonrasinda beklenen tablo

448 be.

220 b,

181 be

150 be.

Resim 4.2. Restriksiyon endoniikleazlarla kesim sonrasinda olusan firiinlerin jel
goruntusu
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5. SONUC

Sendromsuz dudak ve/veya damak yarikli Tirk hastalarla yapilan polimorfizm
caligmasinda, ¢alismada kullanilan 70 hasta DNA orneginin, 4 hastada gen degisimi
belirlenmistir. Bu 4 bolgede de tek niikleotit degisimi (SNP) ger¢eklesmistir,
bunlarin 4’ de heterozigot (GT) olarak belirlenirken, homozigot (TT) olgu
gozlemlenmemistir. 89 bireyin bulundugu kontrol grubunda ise, heterozigot ve
homozigot (0 heterozigot GT, 0 homozigot TT) olguya rastlanmamstir (Cizelge 5.1)
(Sekil 5.1).

Cizelge 5.1 Hasta ve kontrol gruplarinda heterozigot ve homozigot olgularin dagilimi

Birey Normal Heterozigot Homozigot Toplam
Hasta 66 4 0 70
Kontrol 89 0 0 89
Toplam 155 4 0 159
180 -
160 -
140 -
120 -
® Normal
100 ~ .
H Heterozigot
80 - )
M Homozigot
60 -
H Toplam
40 -~
20 -~
0 I T T
Hasta Kontrol Toplam

Sekil 5.1 Hasta ve kontrol gruplarinda heterozigot ve homozigot olgularn grafikle
gosterilmesi
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Hastaligin Yiizde Orani

M Normal M Hasta (heterozigot) M Hasta (homozigot)

6%%

Sekil 5.2. Hastaligin yiizde orani

Cizelge 5.2. Sendromsuz dudak damak yarikli 70 Tiirk hastada bulunan MSX1 geni
G267C bolgesi gen degisimi

] ) Aminoasit

) Aminoasit ] ] ]
Ekzon Allelik degisikliginin | Heterozigot | Homozigot
) degisikliginin
intron varyant oldugu gen sikhig1 Sikhgi

oldugu gen
bolgesi

Ekzon 2 | GG—»GT | MSX1 G267C 4 0

5.1. istatiksel Analiz

Yapilan istatiksel degerlendirmelerde, yiizde olarak heterozigot hasta sayisi %5.7
olarak belirlenmistir. Bu oran 1518inda, MSX1 geni G267C bdlgesinin sendromsuz
dudak ve/veya damak yarigi hastalifi arasmda belirgin bir iliski oldugu ortaya
cikmaktadir. (Cizelge 5.3)
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Cizelge 5.3. Hasta ve kontrol gruplarinda gozlemlenen heterozigot ve homozigot
olgularin yiizde oranimin istatiksel tablosu

grup
kontrol hasta Total

Sonug  normal Count 89 66 155
% within Sonug 57.4% 42 6% 100.0%

% within grup 100.0% 94 3% 97.5%

heterozigot  Count 0 4 4

% within Sonug 0% 100.0% 100.0%

% within grup 0% 57% 2.5%

Total Count 89 70 159
% within Sonug 56.0% 44 0% 100 0%

% within grup 100.0% 100.0% 100.0%

Istatiksel hesaplamalar sonucunda, Pearson Kikare testine gore, sonu¢ p = 0.036
olarak bulunmustur. P < 0.05 oldugu i¢in sonu¢ anlamhdir. (Cizelge 5.4) (Cizelge
5.5) Pearson Kikare testine gore, hasta grubunda heterozigot olma orani normal
bireylere gore daha yiiksektir. MSX1 geni G267C bolgesinde meydana gelen
polimorfizmler, sendromsuz dudak ve/veya damak yarigi hastaliginin olusmasinda

onemli derecede etkili bulunmustur.

Cizelge 5.4. Pearson kikare testi sonuglar1

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
. Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 5.217° 1 022
Continuity Correction? 3147 1 078
Likelihood Ratio 5.695 1 010
Fisher's Exact Test 036 036
N of Valid Cases 159

Cizelge 5.5. Pearson kikare testi anlamlilik

Pearson Kikare Testi

P degeri Anlamlilik
0.036 Anlaml
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Istatiksel analizlerden bir digeri olan Hardy Weinberg Equilibrium testi (HWE),
Hasta ve kontrol gruplarina ayri ayri uygulanmistir. Hasta grubunda, Hardy
Weinberg equilibrium Chi-square (p = 0.831824 ) ve G-square (p = 0.766414 )
sonuglar1 bulunmus, her iki sonug p < 0,05 oldugu i¢in Hardy Weinberg dengesinden
sapma olmadig1 saptanmistir. (Cizelge 5.6) Hardy Weinberg dengesine gore, MSX1
geni G267C bolgesindeki gen degisimleri, sendromsuz dudak ve/veya damak yarigi
hastalig1 i¢in bir etki teskil etmemektedir.

Hardy Weinberg Equilibrium icin Chi-Square Testi:

Chi-Square: 0.045098
Giiven araligi : 1

Olasilik: 0.831824 (p=0.831824)

Hardy Weinberg Equilibrium icin Olabilirlik Denge Oran Testi:

G-Square : 0.088250
Giiven aralig: 1

Olasilik: 0.766414  (p =0.766414)

Cizelge 5.6. Hardy Weinberg testi sonug

Hardy Weinberg Equilibrium Testi

Chi-Square Testi G-Square Testi Sonug¢

Hardy Weinberg
p =0.831824 p=0.766414 _
dengesinden sapma yok

Hardy Weinberg Equilibrium testi, kontrol grubuna uygulandiginda, grup igerisinde
hi¢ heterozigot ve homozigot bulunmadigi i¢in, (heterozigot=0, homozigot=0 )
Hardy Weinberg dengesinden sapma olup olmadigi hakkinda bir degerlendirme

yapilamamustur.
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Istatiksel degerlendirmede son olarak Odds ratio testi sonuglar1 dikkate alinmustir.
Odds Ratio testi beklenen ve gozlenenin birbirine oran1 seklinde hesaplanan bir
testtir, Bu nedenle, yaptigimiz ¢alisma degerlendirildiginde, kontrol grubunda hig
heterozigot ve homozigot bireyin olmamasi nedeniyle, Odds ratio testi
hesaplamalarinda paydanm sifir bulunmasi sebebiyle bir belirsizlik ifadesi ortaya
cikardigl i¢in, odds ratio testine gore anlamli ya da anlamsiz bir sonug¢ elde

edilememistir.

Sonug olarak; MSX1 geni dudak-damak yariklarinda etkili olan 6nemli genlerden
biridir. Etkisi bir¢ok iilkede yapilan caligmalarla kanitlanmis, goriilme sikligir ve
oranlar1 belirlenmistir. Bu yiiksek lisans tez calismasmnin MSX1 geni G267C
bolgesinde meydana gelen gen degisimleri analizlerinin ve istatiksel
hesaplamalarinin gergeklestirilmesiyle bu gen bolgesinin sendromsuz dudak ve/veya
damak yarikli Tiirk hastalarda genetik risk faktorii olup olmadigimi belirlenmistir.
Yiizde oranin 5.7 gibi 6nemli bir oran olarak bulunmasi ve istatistiksel analiz
sonucglarmin  genellikle anlamli bulunmasi, bu gen bdlgesinin hastaligin
olusumundaki etkisinin oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. Fakat bu konuda daha
detayli arastirmalara ihtiya¢ vardir. Tiirkiye’de bu alanda bazi ¢aligmalar yapilmis
olsa da, temelleri molekiiler analize dayali ¢calismalar oldukc¢a kisithidir, bu yiizden
molekiiler analiz temeline dayali, biiylik aile ve populasyon g¢alismalarma ihtiyag
vardir. Bu alanda birgok iilkede ¢alisma olmasia ragmen Tiirkiye’de bu ¢aligmalarin
sayisinin ¢ok az olmasi ve molekiiler analizlerin azligit yapmis oldugum tezin
Onemini artirmaktadir. Amacimiz, bu tez calismasi ile hem iilkemizdeki hem de
uluslararasi nitelikte MSX1 geni ile ilgili yapilan ¢aligmalara 151k tutmaktir. MSX1
geninin sendromik olmayan dudak-damak yarikli Tiirk hastalarda ne oranda etki
ettigini belirlemek, Tirkiye’de ve Diinyadaki diger ¢aligmalarla kargilastirma firsati
sunmaktir. Bu tez c¢alismasi ile, gebeligin ilk asamalarinda bu hastalik
belirlendiginde, bu defekt tam olarak ortadan kaldirilamayacak olsa bile, hasarin
boyutlarin1 daha aza indirgenebilecek, etkileri azaltilabilecek caligmalara imkan

saglayacak olmasini hedeflenmektedir.
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6. TARTISMA

Diinya ¢apmda olduk¢a yaygin, ¢ok genli bir kongenital defekt olan sendromsuz
dudak ve/veya damak yarigi hastaligi iizerinde genis ¢apli arastirilmasma ragmen,
etiyolojisi kompleksliginden dolay1 biiyiik oranda bilinmemektedir. Bir¢ok genetik
ve cevresel faktorlerin sendromsuz dudak ve/veya damak yarigi hastaligmin

gelisiminde rol oynadig1 bilinmektedir.

Fakat bu genetik ve g¢evresel faktorlerin niteliginin tam olarak belirlenmesi i¢in,
kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir. Calisilan aday lokuslar sonucunda elde edilen
bilgiler, celigkili sonuglar ortaya koymaktadir. Farkli bir¢ok genle farkli sonuglar
bulunmasi, farkli toplumlarda farkli yatkinlik yapici genlerin katkisinin belirgin

olarak degisken olabilecegini diistindiirmektedir.

Sendromsuz dudak damak yarikliginda etkili genlerin en 6nemlilerinden biri MSX1
genidir. MSX1 geni bir transkripsiyon faktoriidiir ve diger homeobox proteinleri ile
etkilesime  girerek  transkripsiyonun regiilasyonunu  saglamaktadir, diger
transkripsiyon kompleks kompanentleri ve c¢ekirdek bilesenleri ile birlikte
transkripsiyon baskilayict roliinii dstlenir. Bu mekanizmada meydana gelen
mutasyonlar sonucunda embriyonel gelisim esnasinda hasarlar meydana gelir,

bunlarin en 6nemlilerinden biri sendromsuz dudak ve damak yarigidir.

MSX1 geni ve dudak damak yarig: ile farkli populasyonlarda yapilan caligmalar
genin hastalik lizerindeki etkisini ortaya koymaktadir. Norveg¢’te 174 CL/P
vakasindan 18’inde, 88 CPO vakasindan 25’inde yariklilifa neden olan TGFA,
TGFB3 ve MSXI1 genlerinin etkili oldugu gézlemlenmis, bu genler arasinda MSX1
geni istatiksel analiz sonuglarinda bulunan degerlerin anlamli oldugu ve hastaligin
olusumuna katkida bulundugu saptanmistir [10]. Kore’de 23 erkek ve 13 bayanla
yapilan bir baska caligmada ise, ekzon 1 de 253 baz c¢ifti bolgesindeki “G”
niikleotidinin “A” niikleotidinin yerine, 255 baz ¢ifti bdlgesine “G” niikleotidinin
eklendigi gézlemlenmis, ekzon 2’de 11 baz ¢ifti bolgesindeki “C” niikleotidi yerine
351 baz ¢ifti bolgesindeki “ A, T, G” niikleotidlerin eklenmis ya da 352 baz ¢ifti

bolgesine “T, A” niikleotidleri eklenmistir. Protein analizlerinde, Thr85ala’da
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missense mutasyon oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar MSX1 genindeki spesifik
mutasyonlarin Kore’deki sendromsuz dudak damak yarigmin olusmasinda cok
onemli bir rolii oldugunu gostermistir [78]. Danimarka’da yapilan bir ¢alismada ise,
istatiksel analiz sonuclart MSX1 geni icin bulunan degerler anlamli oldugu
belirlenmistir [79]. Hindistan Bengal’de yapilan bir g¢aligmada, genom tarama
calismalar1 sonuglarina gore, coklu kromozomal bélgelerin dudak damak yariklig ile
pozitif iliskide oldugunu belirtmektedir, fakat Bengal populasyonu ile genetik
yatkinlik bakimindan értiisen Tiirk ve Ingiliz populasyonlarinda hastahigm goriilme
oraninin Shanghai Cin’deki sonucglardan diisiik oldugunu vurgulamaktadir [82]. Bir
diger ¢alismada Kolombiya’da, 43 erkek ve 50 bayanla gergeklestirilen incelemeler
sonucunda bulgular MSX1 geni ile CL/P arasinda pozitif bir iliski oldugunu
dogrulamistir [84]. Letonya’daki bir calismada ise, 107 Letonyali hasta DNA 6rnegi
ile 351 kontrol grubu karsilastirilmis, sonu¢ olarak MSX1 geninin hastaligin
olusmasinda etkili bir gen oldugu desteklenmis ve Letonya’nin Avrupa’da hastaligin

prevalansinin en yliksek oldugunu iilkelerden biri oldugu belirtilmistir [85].

Dudak-damak yarigmin Hindistan Japonya ve Cin’de yiiksek oranda goriilmesinin
rapor edilmesi, Afrika’da ise en diisiik oranda goriilmesinin sebebinin bu hastaligin
orjininin Asya olabilecegini akla getirmektedir. Hastalik oranlarinin Asya’da
1000°de 4.04’e kadar yiikselip, Afrika’da 1000°de 0.18’e kadar diigmesi bu yorumu
desteklemektedir. Kuzey Amerika yerlilerinde ve Asyalilarda oranin yaklasik olarak
500’de 1 (en yiiksek), Kafkas populasyonunda 1000’de 1, Afrika kdkenli
populasyonlarda ise 2500’de 1’dir. Asyalilar arasinda en yliksek oranin Japonya’da
oldugu sanilmaktadir. Latin Amerikalilarda yayginlik orani1 Kafkas ve yerli
Amerikalilardan daha diisiiktiir ancak yinede yerli Afrikalilardan daha yiiksektir
[103]. Kuzey Avrupali, Asyali, Amerikan yerlileri ve Avusturalyalilarda daha ¢ok
yarik dudak ve damak bir arada bulunmaktadir. Aksine Afrikalilarda ise sadece yarik
dudak daha sik goriilmektedir [3].

MSX1 geninin diger gen bdlgeleri ile yapilan ¢aligmalara bakildiginda; Filipin’de
1.098 hasta ile yapilan bir ¢aligmada, MSX1 geni ekzon 1’de yer alan P147Q
bdlgesinde missense mutasyonlar belirlenmis, bu nokta mutasyonlarin %6 oraninda

CPI’'ye sebep oldugu goriilmiis, fenotipte c¢ift tarafli dudak ve damak yarigi



50

gozlemlenmistir [86]. Tayland” da yapilan bir ¢alismada, P147Q bolgesindeki
patojenik mutasyonlarin Vietnam (% 2) ve Filipin (% 0.15) populasyonlarinda baskin
oldugunu, Tayland populasyonunda bu bolgede patojenik mutasyonlara
rastlanmadigin1  belirtmektedir. Ayni ¢alismada ekzon 2’de yer alan P278S
bdlgesinin hastalikla iliskili oldugunu goézlemlenmistir ve boylece MSX1 geninin
ekzon 2 bolgesinin ekzon 1 bolgesi karsilastirildiginda ekzon 2 bolgesinin dnemli
Olciide daha az varyasyon gostermesi nedeniyle daha korunmus oldugu sonucuna
varilmistir. Tayland’daki bu calismada, MSX1 geninin G267C bdlgesinin prevalansi
oldukca yiliksek bulunmus, Pearson kikare testine gore sonug (p=0.285) anlamli,
Hardy Weinberg testleri kontrol grubunda (p=0.93), hasta grubunda (p=0.96) olarak
bulunmus ve Hardy Wienberg dengesinden sapma olmadigi sonucuna varilmistir

[81].

Ayrica hastaligin siyah irkta diisiik oranda goriilmesi, beyaz irkta ise daha yiiksek
oranda goriilmesi, Tirkiye’nin de bir Asya iilkesi olmasi ve bu tez calismasi ile
bulunan sonuclarin anlamli olmasi sonucu bu durumu desteklemektedir. Bu ¢alisma,
MSX1 genindeki gen degisimlerinin %5.7 oraninda hastalik etkeni oldugunu

gostermektedir ve Tayland’da yapilan ¢aligma ile uyumludur.

Sendromsuz dudak ve/veya damak yarigi hastaligi, bir¢ok genin etkiledigi ve ayrica
cevresel sebeplerin sebep oldugu, multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu faktorler farkli
sekillerde, farkli populasyonlarda CL/P hastaligina katki saglarlar. Tiirkiye'de ise,
cok az sayida istatistiksel ¢alisma bulunmaktadir. Ornegin, Gazi Universitesi
hastanesinde 1988 - 2005 yillar1 arasindaki 17.259 canli dogumlarin 5/10.000’inde
oral dudak-damak yarigi saptanmistir. Hacettepe Tip Fakiiltesinde yapilan baska
arastrmada 1.229 yarik damak- dudak vakasinin %19’unu izole dudak, %35,6’smi1
izole damak, %45’ini hem dudak hem damak yarig1 olusturmustur. Tiirk
populasyonunda yapilan bu ¢alisma ile MSX1 geninin bir gen bolgesinin (G267C),
hastaliga etkisi agik¢a ortaya konulsa da, bu genin diger gen bdlgelerinin ve bu
hastalig1 etkiledigi diisliniilen diger genlerin ayr1 ayri ¢alisilmasina ihtiyag¢ vardir.
Daha fazla molekiiler temelli mutasyon ve populasyon caligmalari aydinlanmay1

beklemektedir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Gazi_%C3%9Cniversitesi
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hacettepe_T%C4%B1p_Fak%C3%BCltesinde&action=edit&redlink=1
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