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1. ÖZET 

 Yarık dudak ve/ veya damak (DDY) konjenital anomaliler arasında sık 

rastlanan gruplardandır. Anomali çevresel ve genetik faktörlerin etkileşimi ile oluşur. 

Çevresel faktörlerin başında; maternal sigara ve alkol kullanımı, hamilelik sırasında 

kullanılan bazı ilaçlar, geçirilen enfeksiyonlar ve folik asit eksikliği gelir. Genetik 

faktörlerin başında ise MSX1 gibi fetal gelişimi regüle eden genler gelmektedir. Biz 

bu çalışmamızda; Türk toplumunda izole DDY oluşumunda MSX1 genindeki olası 

değişiklikler ve maternal sigara, alkol ve folik asidin bu anomalideki etkisini 

inceledik. 

Çalışmamıza yaşları 4 ile 17 arasında 100 DDY’ li birey ve yaşları 7 ile 23 

arasında değişen sağlıklı 100 kontrol dahil edilmiştir. MSX1 geninin ekzon 1 ve 

ekzon 2 bölgelerinin analizi için periferik kandan DNA izolasyonu yapılıp PZR- 

SSCP- dizi analizi metodlarıyla incelenmiş, hasta ve kontrol gruplrında herhangi bir 

varyasyon saptanmamıştır.  

Çevresel faktörleri incelemek amacıyla hasta ve kontrol gruplarının annelerine 

hamilelikleri sırasında sigara, alkol ve folik asit kullanıp kullanmadıkları 

sorgulanarak araştırma grupları oluşturulmuştur.  

Hamilelikleri sırasında kontrol grubundaki annelerin %74’ ü folik asit 

kullanırken, hasta grubundaki annelerin  %22’ si folik asit kullanmıştır. Alkol 

kullanımında ise kontrol grubundaki annelerin % 24’ ü hamilelikleri sırasında 

kullanmış, hasta grubundaki annelerin hiçbiri kullanmamıştır. Hamilelikleri sırasında 

kontrol grubundaki annelerin %58’ i sigara kullanmış, hasta grubunda ise bu oran 

%56’ dır.  

DDY oluşumu açısından folik asit kullanan ve kullanmayanlar 

karşılaştırıldığında iki grup arasında anlamlı bir fark bulunmuştur. Folik asit 

kullanımı DDY’ nın önlenmesi açısından olumlu etkisi vardır. Ancak alkol ve 

sigarada benzer etki saptanamamıştır. 

Anahtar Kelimeler: Folik asit, MSX1, sigara tüketimi, Türk populasyonu, Yarık 

Damak- Dudak 
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2. SUMMARY 

The survey of Genotype and Phenotype Relation in Cleft Lip with/ without 

Palate Patients 

Cleft lip with/ without palate (CLP) is one of the major groups of congenital 

anomalies. This abnormality arise both with the combination of genetic and 

environmental factors. Environmental factors include maternal cigarette and alcohol 

consumption, some medicals used during pregnancy and folic acid deficiency. 

Genetic factors are the genes like MSX1, which takes place during embryological 

development. We examined the MSX1 gene variation and maternal cigarette and 

alcohol consumption and folic acid deficiency in Turkish non- syndromic CLP 

population. 

100 patients with NSCLP whose ages are between 4- 17 and 100 controls aged 

between 7- 23 were recruited to the study. Inorder to examine the MSX1 gene 

variation, DNA was obtained from peripheral blood and PCR- SSCP- sequencing 

methodology was performed and no MSX1 gene variation was detected between 

control and patient groups.  

Research groups were formed according to cigarette, alcohol and folic acid 

consumption during pregnancy, especially 1 month before conception and within the 

first trimester. 74% of the women in the control group used folic acid whereas 22% of 

the women in the patients group. 24% of the women in the control group consumed 

alcohol during their pregnancy as social-drinker and none of the mother consumed 

alcohol in the patients’ group. 58% of the women in the contol group used cigarette 

during pregnancy and 56% of the women in the control group used cigarette.  

Significant difference between two groups was found in the terms of folic acid 

consumption. This result confirmed the preventive effect of folic acid in CLP 

formation. But we couldn’t detect similiar results in cigarette and alcohol 

consumption. 

 

Key Words: Folic acid, Genetic counseling, Maternal smoking, MSX1, NS- CLP 
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3.  GİRİŞ ve AMAÇ  

Yarık damak ve/ veya dudak (DDY), ortalama 1/ 700’ lük insidansıyla 

konjenital malformasyonlar arasında en sık rastlanan grubu oluşturur (58, 84). Oral 

yarıklar bazı hastalarda sadece yarık dudak bazı hastalarda sadece yarık damak (DY) 

bazı hastalarda da hem yarık dudak hem de yarık damak olarak görülür (DDY). 

Meydana gelen oral yarık eğer başka bir sendromla beraber görülüyorsa sendromik, 

görülmüyorsa ise non- sendromik DDY (izole DDY) olarak adlandırılır.  

Meydana gelen malformasyonun temel nedeni nazal kavite ile oral kavitenin 

gelişim sırasında tam olarak ayrılamamasıdır (16, 34). Bu hastalar doğumlarından 

hemen sonra konuşma, beslenme zorlukları, orta kulak enfeksiyonları gibi sağlık 

sorunlaıyla karşı karşıya kalmaktadırlar (66, 100). Tedavileri uzun ve genellikle 

multi- disipliner olarak doğumdan sonra ergenliğe kadar devam eder ve şiddetli 

vakalar birden fazla cerrahi müdahele ile normale döndürülmeye çalışılır. Bazı 

hastalarda geniş çaplı dental bozukluklar görülmektedir ve birçoğu ortodonti tedavisi 

görmektedirler. Yapılan çalışmalarda oral yarıklı doğan çocukların yaşam sürelerinin 

normallere göre daha kısa olduğu ve psikiyatrik sorunlarla daha sık karşılaştıkları 

gösterilmiştir (22). Başka bir çalışma da ise DDY’ li kadınların beyin ve meme 

kanserine, DDY’ li erkeklerin de akciğer kanserine yakalanma sıklığının normallere 

göre daha yüksek olduğu bildirilmiştir (11). 

Günümüzde DDY’ nin genetik ve çevresel faktörlerin etkileşimiyle meydana 

geldiği veya her iki faktörün de DDY oluşumunda birlikte etkisinin olduğu kabul 

edilmektedir (69). Kimi vakalarda genetik faktörler ön plana çıkmış gibi gözükürken 

kimi vakalarda çevresel faktörler, kimi vakalarda ise hem genetik hem de çevresel 

faktörler birlikte DDY oluşumuna neden olduğunu bildiren çalışmalar bulunmaktadır 

(16, 100). Farklı populasyonlarda yapılan çalışmalarda izole DDY’ nin %20’ sinin 

ailesel kökeni olduğu belirlenmiş ve böylelikle anomalinin oluşmasında genetik 

faktörlerin önemi ortaya konmuştur (16).  

Embriyolojik ve anatomik çalışmalarla kraniyofasiyal gelişimin aşamaları daha 

iyi anlaşılmıştır.  Fare ve sıçanlardaki kraniyoofasiyal gelişimin, insan kraniyofasiyal   

gelişimine benzerlikler göstermesi model organizma olarak fare ve sıçanların kabul 
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edilmesini sağlamıştır. Knock- out fare modelleriyle, DDY ile ilişkili aday genler 

daha iyi anlaşılmıştır ve  halen de yeni aday genler ortaya çıkmaktadır (11, 36).  

Farklı çalışmalarda, gerek etnik gerekse değişik populasyonlara dayalı mutasyon 

taramaları yapılarak DDY’ nın meydana gelme nedeni belirlenmeye çalışılmıştır. 

Sadece gen ve gen grupları değil aynı zamanda bağlantı çalışmaları yapılarak multi- 

genik bir kusur olan DDY için aday genlerin bulunduğu kromozom bölgeleri de 

belirlenmiştir (69, 100, 119). 

DDY oluşumunu sağlayan genetik faktörlerin başında MSX1 geni gelmektedir. 

MSX1 geni ile farklı toplumlarda kusur oluşumu- gen varyasyonuna dayalı çalışmalar 

yapılmıştır. Biz de bu çalışmamızla Türk toplumundaki DDY’ li bireylerdeki MSX1 

gen varyasyonu ile kusur arasındaki ilişkiyi belirleyip çevresel faktörlerden maternal 

sigara, alkol ve folik asit eksikliğinin hastalığın oluşumundaki etkisini belirlemeyi 

amaçlamaktayız. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Damak ve Dudakların Embriyolojik Gelişimi 

 

Kraniyofasiyal gelişim birçok sinyal iletim sistemini, büyüme faktörleri ve 

onların reseptörlerini, transkripsiyon faktörleri, hücre adezyon molekülleri ve 

ektraselüler matriks komponentlerini içine alan oldukça karmaşık bir metabolik 

gelişim sistemidir (Tablo 4.1) (100). İntrauterin yaşamın ilk haftalarında anterior 

nöral tüpün dorsalinden köken alan nöral krest hücreleri mezenşim hücreleri ile yüz 

taslağını (fasiyal primordia) oluşturmak üzere birleşirler. Yüz taslağında ileride 

burun, ağız, dudak ve damakları oluşturacak olan nazal, maksiller ve mandibular 

çıkıntılar (prominens) bulunmaktadır (Şekil 4.1). 4. Haftanın sonuna doğru nazal 

çıkıntılar medial ve lateral nazal yapılarını oluşturur, iki yapının ortasında ise ileride 

burun deliklerini ortaya çıkaracak olan nazal girintiler oluşur (65). Maksillar çıkıntılar 

ise mediale doğru ilerlerken medial ve lateral nazal çıkıntılar ile birleşerek burun, üst 

dudak ve damağın oluşumunu başlatır (Şekil 4.2A). Mediyal nazal çıkıntıdan burun 

ucu, filtrum ve Cupid yayı, premaksillar ve primer damak ortaya çıkar. Mandibular 

çıkıntılardan alt çene ve dudaklar, alt yanaklar oluşur, maksillar çıkıntılardan ise üst 

dudak ve yanaklar gelişir (Şekil 4.2 B ve C) (64, 65). 

 

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

Büyüme Faktörleri ve Reseptörleri Egf, Egfr, Tgf, Fgf2, Fgf8, Fgf1, Fgf1r, Fgf2r 

Transkripsiyon Faktörleri 

 

Hücre Adezyon Molekülleri 

Ap2, Dlx1-6, Gli2-3, Hoxa2, Irf6, Lhx8, Pax9,Pitx2, 

Prx1, Msx1, Tbx1, Tbx22 

Pvrl1, Conn43, E- Kadherin 

Ekstraselüler Matriks Col2A1, Col11A1, Col11A2, Mmp2-3, Mmp9, 

Mmp13, Timp1-3, Fibronektin 

Tablo 4.1: Kraniyofasiyal gelişimde rol oynayan faktörler 
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QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

 
Şekil 4.1: Yüz taslağındaki hücre çıkıntıları (Http://ise.temple.edu/marino/embryology/Face98’ den 
modifiye edilerek, Erişim tarihi 04.05.2009) 
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A. 

 
B. 

 
C. 

 
Şekil 4.2: Yüzün gelişim haftaları A. 6. Haftanın başında meydana gelen hücre çıkıntıları, B. 7. 
Haftanın sonunda intermaksiller prosses sonucu nazal septumların oluşması, C. 10. Haftada filtrum ve 
üst dudakların oluşması (Http://ise.temple.edu/marino/embryology/Face98’ den modifiye edilerek, 
Erişim tarihi 04.05.2009). 

Mediyal Nazal Prosses 

Lateral Nazal Prosses 

Maksillar Çıkıntılar 

Mandibular  Çıkıntılar 

 

Intermaksiller 
Prosses 

Filtrum 
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4.1.1. Damak Embriyolojik Gelişimi 

 

Damak Gelişimi (Palatogenez) primer damak ve sekonder damak olak üzere iki 

taslaktan gelişir.  

Palatogenez  intra- uterin hayatın 5. haftasının sonunda başlar ve yaklaşık 12. 

hafta da sona erer (49). En kritik dönem 6. haftanın sonundan 9. haftanın başına kadar 

olan zamandır. Oral dokuları oluşturacak olan dokuların farklılaşması, hareketlenmesi 

ve birleşmeleri ile damak, dudak ve nazal dokular meydana gelmektedir (7). 

Fibroblast büyüme faktörleri ve sonic hedgehog (shh) sinyal yolağı bu evrede oldukça 

etkilidir (7, 21).  

Primer damak (foramen insizivum anterior) maksillanın kama şeklinde bir 

mezenşim kitlesi olan intermaksillar segmentinden gelişmeye başlar ve maksillanın 

premaksillar parçasını oluşturur. Primer damağın iki kısmı vardır, üst dudağın 

filtrumunu oluşturacak olan kısım ve 4 kesici dişi (insisor) tutan üçgen şeklindeki 

damak kemik kısmı (49). Sekonder damak, insanlarda sert ve yumuşak damağın %90’ 

ını kapsar  ve yumuşak damak yarıklarının tamamını içerir (Şekil 4.3). Sekonder 

damak gelişimi 3 evreye ayrılmıştır. I. evrede (6. gestasyonel hafta) maksillar 

çıkıntılardan uzanan iki mezenşim çıkıntısının- ki bunlara lateral palatin prossesi 

denir- gelişen dilin her iki yanında dikey düzleme hareketleriyle başlar ve (Şekil 4.4). 

II. evrede (7 ve 8. gestasyonel haftalar) lateral çıkıntıların uzamasıyla dilin üzerinde 

yatay konuma çıkarlar. Bu hücre hareketleri muhtemelen birkaç saat içinde meydana 

gelmektedir (40, 58). III. evrede (9- 10. gestasyonel haftalar) yatay konuma gelen 

hücreler birbirine yaklaşarak birleşirler, ayrıca nazal septum ve primer damağın 

posterior parçalarıyla da birleşerek sekonder damağı (foramen insizivum posterioru) 

oluştururlar (Şekil 4.5). Bu birleşmeler desmozom ve keratin fibriller sayesinde 

olmaktadır. Bu sırada primer damak da gelişimine devam ederek kemik oluşumu 

başlar, kesici dişlerin (insisor) dişlerin gömüldüğü premaksilar parça oluşur. Lateral 

palatin prossesler maksillar ve damak kemikleriyle birleşerek sert damağın 

oluşumunu başlatır. Bu çıkıntıların posterior parçaları kemikleşmez ve yumuşak 

damağı oluşturmak için kaynaşırlar (49, 65, 66). 
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Şekil 4.3: İnsanda normal damakve yumuşak damak yarığının karşılaştırılması (49). 
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Şekil 4.4: Sekonder Damak Gelişiminin Evreleri (49). 
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Şekil 4.5: Primer ve sekonder damak gelişimi ve etkin olan genler, A. Damak oluşumunun başlangcı 
(E: Göz, NS: Nazal septum, MP: Maksiller prosses, P: Palatal çıkıntılar, T: Dil) B. Maksiller hücre 
hareketleri (NC: Nazal boşluk, OC: Oral boşluk) C. Primer ve sekonder damak oluşumunun 
tamamlanması (Ph: Filtrum, UL: Üst dudak, PP: Primer damak, SP: Sekonder damak; U: Uvula) (100). 
 
 

 

4.1.2. Dudak Embriyolojik Gelişimi 

 

Dudağın embriyolojik gelişimi damağa kıyasla daha basittir. Alt dudaklar 

mandibular çıkıntılardan ve yaklaşık 11- 12. haftalarda meydana gelmektedir          

(69, 100). Üst dudak maksillar çıkıntı tarafından oluşturulur. Maksillar çıkıntılar 

mediyale göç ederken lateral ve mediyal nazal çıkıntıları da mediyale doğru iter 

(Şekil 4.6). Nazal çıkıntılar mediyalde birleşerek üst dudak filtrumu ve Cupid yayı, 

burun ucu ve ön kısmı meydana gelir. Aynı zamanda maksillar çıkıntıların yardımıyla 

ve nazal çıkıntılarla birleşmesiyle premaksilla ve primer damak oluşur. Hareketlerine 

devam eden maksillar çıkıntılar üst dudak ve üst yanak gelişimini sağlar. Tek taraflı 

dudak yarığı mediyal nazal ve maksillar çıkıntıların birleşme kusurlarından meydana 

gelir. Çift taraflı dudak yarığında da iki tarafta nazal çıkıntılar maksillar çıkıntılarla 

birleşememektedir (46, 49, 66).  
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Şekil 4.6: Üst dudağın oluşumunda rol alan hücre hareketleri (Yeşil renkliler lateral nazal çıkıntılar, 
sarı renkliler mediyal nazal çıkıntılar, turuncu renkliler maksiller çıkıntılar) 
(Http://ise.temple.edu/marino/embryology/Face98, Erişim tarihi 05.05.2009). 
 

 

4.2. Dudak ve Damak Yarıklarının Sınıflandırılması ve Embriyolojik Temeli 

 

Günümüze kadar birçok sınıflandırma yapılmış olmasına rağmen klasik bir 

sınıflandırma henüz tanımlanamamıştır. Ancak başka bir sendromla beraber görülüp 

görülmemesine göre oral yarıkları iki grupta toplayabiliriz: 

İzole (Non- Sendromik) Oral Yarıklar: Bireylerde herhangi bir kusur bulunmadan 

sadece dudak ve/ veya damak yarıkları veya sadece damak yarığının bulunmasıdır.   

İzole Olmayan (Sendromik) Oral Yarıklar: Bireylerde başka bir kusur ile ortaya 

çıkan dudak ve/ veya damak yarıkları veya damak yarıklarıdır.  

İster izole olsun ister de sendromik olsun oral yarıklar: 

• Primer (Ön) damak yarıkları  

• Sekonder (Arka) damak yarıkları 

• Hem primer hem de sekonder damak yarıkları  

• Tek taraflı yarık dudak  

• İki taraflı yarık dudak 

• Medyan yarık dudak 

şekline görülebilir (65, 66).  
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Primer Damak Yarıkları: Lateral damak çıkıntılarını oluşturan mezenşim 

hücrelerinin kendi aralarında ve primer damaktaki mezenşim hücreleri ile tam olarak 

birleşememesinden meydana gelir. 

Sekonder Damak Yarıkları: Lateral damaktaki mezenşim hücrelerinin birbirleriyle 

ve nazal septumla birleşememesiye meydana gelmektedir (124). 

Hem Primer hem de Sekonder Damak Yarıkları: Lateral damak çıkıntılarını 

oluşturan mezenşim hücrelerinin hem kendi aralarında, hem de primer damak 

mezenşimi ve nazal septum hücreleri ile birleşememesinden meydana gelirler     

(Şekil 4.7) (119, 124).  

Üst Dudak Yarıkları (Fissio Labialis): Damak durumundan bağımsız olarak (ister 

sağlam damak ister yarıklı damak) üst dudakta meydana gelen yarıkları kapsar ve 1/ 

1000 insidansında ortaya çıkar. Farklı etnik gruplarda bu oran değişebilir. Erkeklerde 

oluşma oranı daha yüksektir (65, 66, 119, 124). 

Tek taraflı Yarık Dudak (Fissio Labialis unilateralis): Maksillar çıkıntının 

birleşen mediyal nazal çıkıntılar ile tam birleşememesinden kaynaklanır. Bu kusur 

mezenşim hücrelerin çoğalması ve üstündeki epitel dokunun düzgün hale 

gelememesiyle oluşur. Bazı durumlarda Simonart’ ın Bandı adı verilen doku köprüsü 

dudak parçalarını birleştirir (65). 

İki Taraflı Yarık Dudak (Fissio Labialis bileteralis):  Maksillar çıkıntılardaki 

mezenşim hücrelerinin birleşip bunların kaynaşmış olan medial nazal çıkıntılar ile 

birleşememesinden kaynaklanır. İki taraftaki sorun simetrik olmayabilir, yarığın 

boyutu ve şiddeti farklı olabilir. Bazı durumlarda intermaksillar segment serbest asılı 

kalır ve dudak birleşmesi ve ağız kapanmasında sorunlara yol açabilir (66).  

Medyan Yarık Dudak (Fissio Labialis mediana): Az görülen bir defektir. Mediyan 

nazal çıkıntıların tam yada kısmi birleşmemesinden kaynaklanır ve intermaksiller 

segmentin oluşmamasına neden olabilir. Sendromik formlarda Mohr sendromunun bir 

özelliği olarak görülür ve otozomal çekinik olarak kalıtıldığı bildirilmiştir (65, 119). 

Alt Dudak Yarıkları : Çok nadir görülür ve mandibular çıkıntılardaki mezenşim 

hücrelerinin birleşmemesi ile meydana gelir (65, 66). 
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Şekil 4.7: Primer ve sekonder damak yarıkları (119). 
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4.3. Dudak ve Damak Yarıklarının Etyolojisi ve Epidemiyolojisi 

 

4.3.1. Dudak ve Damak Yarıklarının Etyolojisi  

Oral yarıkların oluşumuyla ilgili yapılan birçok çalışma olmasına rağmen 

etyolojisi ve patojenitesi hala tam anlamıyla açıklığa kavuşmamıştır. Ancak damak/ 

dudak yarıklarının genetik ve çevresel faktörlerin etkileşimiyle meydana geldiği 

bilinmektedir. Tek yumurta ikizlerinde yarık damak- dudak oluşumunun %100 

uyumlu olmaması (diskordans) genetik faktörlerin tek başına etkili olmadığını 

göstermektedir (69, 119). Gebelik döneminde  beslenme alışkanlığı, anti-epileptik 

ilaç, içki ve sigara kullanımı; folik asit ve multivitamin eksiklikleri, viral 

enfeksiyonlar gibi genetik olmayan çevresel faktörlerin etkisi araştırılmış olmasına 

rağmen sorunun genetik temeline dayanan çalışmalar ön plana çıkmıştır (124, 125). 

Izole damak yarıklı dominant kalıtım tipi gösteren aileler olmasına rağmen yarık 

damaklı vakaların çoğu Mendelyen kalıtım tipi (tek gen hastalıkları) göstermez (69, 

124). Yapılan bir çalışmada bir çocukta yarık damak varsa diğer çocukta oluşma 

sıklığı %2, ebeveynlerden birinde varsa %6, hem ebeveynlerden biri hem de bir 

çocukta varsa oran %15 olarak bildirmiştir (25). 

 

4.3.2. Dudak Damak Yarıklarının Epidemiyolojisi 

 

Damak dudak yarıklarının değişik ırklarda insidansları farklıdır ve ortalama 

olarak 1/700 olarak bildirilmiştir (69). Afrikalı ve Afrika kökenlilerde oran daha 

düşük, Amerikalı Hintliler, Japonlar ve Çinlilerde ise daha fazladır (67). İzole DDY 

beyaz ırkta 0,7- 1/ 1000, Çinlilerde 1,7/ 1000, Kore’ de 1,87/ 1000, Japonlarda 2,1/ 

1000, Türkiye’de 0,95/ 1000 olarak belirtilmiştir (51, 112, 115). Yarık dudak  

vakasının sıklığı ortalama 1/300, sadece yarık damak ortalama 1/ 1500 ve her iki 

vakanın birarada bulunma sıklığı da ortalama 1/ 2500’ tür. Finlandiya’ da yarık 

damak sıklığı 1/1000, kuzey-doğu Fransa’da 0,41/1000, İtalya’da 0,34/1000 olarak 

görülmüştür. Oranların bu kadar değişik olmasının nedenleri arasında coğrafi, etnik 

köken ve kalıtım kalıplarının farklılıkları olabileceği gibi oral yarığın tipine göre de 
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farklılık görülmektedir. Yarık dudaklı hastaların %50 sinde yarık damak 

bulunmaktadır (69, 100, 125).  

 

4.4. Nonsendromik Dudak ve Damak Yarıklarında Çevrenin ve Kalıtımın Rolü 

 

4.4.1. Çevrenin Rolü 

 

DDY oluşumunda birçok teratojen etken ile ilgili çalışma yapılmıştır           

(Tablo 4.2). Bu faktörler arasında en fazla çalışılanlar  gebelik sırasında maternal 

sigara ve alkol kullanımı, vitamin ve özellikle folik asit eksikliği, viral enfeksiyonlar 

ve bazı ilaçlardır (99). Bu faktörlere annenin gebeliği sırasında maruz kalma sıklığı, 

maruz kalınan faktörün dozajı ve gebelik süresi meydana gelebilecek fetal kusurların 

şiddetini değiştirebilmektedir. 

Alkol: Alkolün fetus üzerindeki etkisi “fetal alkol sendromu” olarak bilinir (15).  

Maternal alkol kullanımının fetus üzerindeki etkileri arasında zeka geriliği, 

kraniyofasial sorunlar, kalp ve ürogenital sistem bozuklukları sayılabilir (46).  

Alkol kullanan gebelerde alkol plesental engeli aşıp gelişmekte olan fetal doku 

ve organlara zarar verebilir. Bu organlar özellikle merkezi sinir sistemi organlarıdır 

(37). Alkolden etkilenen fetal yapıların ortak özelliği nöral krest hücrelerinden köken 

almalarıdır.  Bugüne kadar alkol ile DDY arasında pozitif ilişki bulunan çalışmalar 

olmasına rağmen (6, 57, 68), tersine herhangi bir ilişkinin bulunmadığı çalışmalarda 

bildirilmiştir (91).   

Sigara : Sigara içinde tanımlanan kimyasalların kanser ve birçok hastalığa neden 

olduğu bilinmektedir. DDY oluşumunda ise maternal sigara kullanımı en fazla 

çalışılmış olan teratojenik faktördür (122). Sigara kullanımının etkileri farklı 

çalışmalarda ortaya konmustur (11, 69, 100). Sigranın DDY oluşumunu etkilediğini 

bildiren çalışmalar olduğu gibi (24, 55, 125, 126) etkilemediğini bildiren çalışmalar 

da bulunmaktadır (54, 60). Yapılan bir araştırmada, sigara kullanımının DDY 

oluşumuna etkisi %4, çift taraflı DDY oluşumuna ise etkisinin %12 olduğu 

bildirilmiştir (41).  Sigara içen gebelerdeki başlıca sorun kan karboksihemoglobin 

yükselmesine bağlı olarak fetüste hipoksinin görülmesidir. Bu vakalarda prematüre 

doğumlar olabileceği gibi düşük ağırlıklı doğumların da görülebileceği belirtilmiştir 
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(15). Ayrıca, yine gebeliklerinde sigara kullanan bireylerin çocuklarında serum 

alfafeto proteinlerde yükselme ve gelişim geriliği sorunları da bildirilmiştir (38). 

Tiryaki olan gebelerin genelde gebelikleri ilk trimesterde düşük ile sonlandığı için 

tiryaki gebeler ile yapılan çalışmalar sayısal olarak yeterli değildir.  

Folik Asit Kullanımı: Folik asit (B9 Vitamini) serum ve biyolojik sıvılarda 

bulunabilen ve hücrede tek karbonlu grupların taşınmasında rol oynayan moleküldür. 

Folik asit karaciğerde dihidrofolat ve tetrahidrofolata indirgenip hücrelerde 

metabolizmaya dahil olur. Biyolojik olarak aktif olan formu folik asidin indirgenmiş 

şeklidir (29). Temel görevleri histidin katabolizması, serinden glisin eldesi, nükleotid 

biyosentezi, kan hücresi yapımı, S- adenozil- methionin sentezi, homosisteinin 

methionine remetilasyonu, DNA’ nın, nörotransmiterlerin ve fosfolipitlerin 

metilasyonu, hücre bölünmesi ve oluşan hücrelerin sağkalımları, kalp hastalıkları 

sayılabilir (29, 48, 77). Pürin sentezindeki kilit rolünden dolayı folik asitin 

fonksiyonunu inhibe edici ilaçlar anti- kanser çalışmalarında kullanılmaktadır. Aynı 

şekilde antibiyotik olarak da folat inhibe edici ilaçlar kullanılabilmektedir. B9 sentezi 

insanların aksine bakterilerde yapılabilmektedir ve bu sentezin durdurulması pürin 

metabolizmasını engelleyeceğinden bakterilerinde üremesine engel olacaktır.  Folat 

eksikliği veya antifolat ilaç kullanımı yararlı etkileri görülen intestinal bakterilerin de 

üremesine olumsuz etki yapmaktadır.  

Folat, metabolik etkisini siyanokobalamin (B12) yardımıyla gösterir. Bu nedenle 

B12 eksikliği de folat eksikliği ile benzer bulgular vermektedir. Bireylerde folat ve B12 

eksikliğinde, kan hücrelerinde gelişim bozukluğuna bağlı patolojiler görülmektedir 

(29).  

İnsanlarda folat ihtiyacı 50 mikrogram civarındadır. Erişkinlerde 1 mg’ a kadar 

günlük takviye normal karşılanmaktadır. Bu oran hamile ve süt veren annelerde 800 

mikrogram olarak açıklanmıştır (4). Folat deposu ise yaklaşık 5 mg kadardır (29).  
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Şekil 4.8: Folatın kimyasal yapısı (http://www.bmrb.wisc.edu/ metabolomics/ standards/ Folate/ 

lit/ 3787.png’ den modifiye edilerek, Erişim tarihi:09.07.09) 

   

Maternal folik asit eksikliği fetüste birçok sendromun oluşmasının teratojenik 

nedenlerinden biridir. Bu sendromlar arasında nöral tüp defektleri, Down sendromu, 

gelişim geriliği, hipodonti gibi kusurları sayabiliriz. Son yıllarda gebelerde folat 

eksikliği ile ilgili çalışmalar hız kazanmış ve özellikle NTD oluşumu ile ilgili önemli 

bağlantılar bulunmuştur (111). Bunu izleyen çalışmalarda maternal folat eksikliğinin 

giderilmesi ile NTD oluşumunun azaltılabileceği belirtilmiştir (79, 111). 

Maternal folat eksikliğinin, sadece NTD ile değil, fetüste kol ve bacak 

anomalileri, üriter sistem anomalileri ve izole DDY ile ilişkili olduğu gösterilmiştir 

(33, 123). Bu yüzden gebelerin hamile kalmaya karar verdikten sonra ve 

hamileliklerinin birinci trimesterinde günlük 800 mikrograma kadar folik asit 

takviyesi almalarının, fetüste olası anomali oluşumunu azaltabileceği bildirilmiştir 

(33). 

Folik asit metabolizmasında günümüze kadar bazı genlerdeki polimorfizmler ile 

çeşitli folik asit kükenli kusurlar ve hastalıklarla ilgili çalışmalar bulunmaktadır. 

Folik asit metabolizmasındaki önemli genler ve alleleri metilentetrahidrofolat 

redüktaz (MTHFR C677T ve A1298C), methionin sentetaz (MTR A2756G), 

methionin sentetaz redüktaz (MTRR A66G), sistathionin sentetaz (CBS ekzon8’ de 

68 bç lik insersiyon) ve timidilat sentetaz dır. Bu genlerdeki kusurlar bireylerde folat 

metabolizmasımda bozukluklara yol açabileceğinden önemli roller üstlenmektedirler 

(88). 

Folik asit ve kanser arasındaki ilişki oldukça karmaşıktır. Folik asit 

metabolitlerinin DNA onarımında, yenilenmesinde ve fonksiyonunda öemli görevleri 
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bulunmaktadır (124). Bazı araştırmacılar bireyin doğru zamanda yeterli düzeyde folik 

asit kullanmasının kansere karşı direnç kazandıracağını , ancak risk taşıyan bazı 

bireylerde folik asit kullanımının tersine tümör oluşumunu tetikleyebileceğini 

bildirmişlerdir (52, 82). 

İzole DDY ile özellikle MTHFR genotiplemesini içeren çalışmalar ön plana 

çıkmıştır. Yapılan çalışmaların çoğunda DDY oluşumu üzerinde folik asit 

eksikliğinin genotipten bağımsız önemli  etkilerinin olduğu gösterilmiştir (56, 93, 

108, 109).  

İlaçlar: Özellikle antikolvülzan ilaç kullanan annelerin çocuklarında konjenital 

anomaliler oldukça sık görülmektedir. Yapılan çalışmalarla gebeliğin birinci 

trimesterinde fenitoin, karbamazepin gibi folik asit antogonisti olan ilaçların 

kullanımının DDY’ li çocuk doğurma riskini artırdığını belirtilmiştir (73).  

Steroid Kullanımı: Steroid kullanımı ile DDY arasındaki ilişkiyi belirlemek 

amacıyla yapılmış fazla çalışma yoktur. Ancak yapılan bazı çalışmalarda steroid 

takviyesi yapılan hayvanlarda DDY görülmesi gebelikte steroid kullanımının risk 

faktörleri arasında bulunmasına neden olmuştur (73).  

 

 

 

 

4.4.2. Kalıtımın ve Genlerin DDY Oluşumundaki Rolü 

 

İzole DDY oluşumunda genetik faktörlerin rollerine ilişkin çalışmaların çoğu 

hayvan modellerinde aday genlerin yapıları ve ekspresyon düzeylerinin araştırılması 

üzerine olmuştur. Ayrıca ilişki görülen aday genler ile DDY’ li bireylerdeki bu gene 

ait mutasyonlarının saptanması da çalışmanın devamı niteliğindedir. DDY’ nın çok 

etkenli bir sendrom olduğu bilinmektedir  ve gerek etkin genetik faktörler gerekse 

teratojenlerin genetik yapı üzerindeki etkisi halen çalışılmaktadır. Aile hikayesi 

bulunan bireylerde yapılan bağlantı çalışmalarıyla da yeni bölgeler ile DDY 

arasındaki ilişkler saptanmaya çalışılmaktadır. Bugüne kadar yapılan genetik 

çalışmalarda ön plana çıkan aday genler aşağıda verilmiştir: 
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MTHFR : Konjenital anomaliler ve nöral tüp defektleri ile belkide en fazla 

ilişkisi olan gen MTHFR dir. 1p36.3’ te lokalize ve 11 ekzondan oluşan MTHFR geni 

4,2 kb’dır. Genin ürünü olan enzim 5,10-metilentetrahidrofolatın  

5-metiltetrahidrofolata katalizlenmesini sağlar ve methionin sentetaz ile 

homosisteinin metionine dönüşmesini sağlar (93, 115).  

3 izotipi bulunur ve 677C-T izotipi en sık görülenidir (93). 677. nükleotidindeki 

nokta mutasyonu sitozinin timinle yer değiştirmsini sağlar ve bu değişim enzimde 

alanin amino asidi ile valinin değişimine neden olur. Yeni oluşan protein 370C ve 

üstündeki sıcaklıklarda düşük aktivite gösterir (93). Prescott ve ark. 92 NS- DDY 

kardeş çiftlerinde yaptığı çalışmada MTHFR bu varyantının bulunduğu bölgenin 

DDY ile bağlantılı olduğunu göstermiştir (110). Bir başka çalışmada 38 İtalyan ailede 

MTHFR gen bölgesi DDY oluşumu ile ilişkili bulunmuştur (115). Arruda ve ark. (3) 

DDY’li olgularda  TT genotipinin 3 kat daha fazla olduğunu göstermiştir. Farklı 

toplumlarda MTHFR TT alleli  ile DDY arasında pozitif ilişki bulunmasına rağmen 

(3, 62, 115, 116) bazı çalışmalarda bu ilişki bulunamamıştır (12, 17).  

Aynı gende ikinci en sık görülen polimorfizm 1298A-C dir. 1298. 

nükleotidindeki adenin- sitozin değişimi enzimde glutamin- alanin değişimine neden 

olur. Ancak bu polimorfizmde seyrek allel varyantı olan CC genotipinin, enzim 

üzerindeki etkisi çok fazla değildir ve bu yüzden bu polimorfizmi içine alan çok fazla 

çalışma bulunmamaktadır. Yapılan bir çalışmada (97) araştırmacilar bu polimorfizm 

ile DDY arasında herhangi bir bağlantı saptayamamışlardır. Ancak A1298C ve 

C677T alleleri için bileşik heterozigot olan birey, C677T homozigotlarında olduğu 

gibi yüksek serum homosistein ve düşük serum folat seviyeleri göstermişlerdir (115). 

3. prototip olan T1059C alleli için çok fazla bilgi bulunmamaktadır. Bu 

varyantın A1298C ile geçiş göstermesi bu varyantın önemini belirtmektedir (93, 115). 

BCL3 geni: 19. Kromozomda bulunmaktadır ve bu gen ile yapılan çalışmalarda 

BCL3 geninin NS-DDY ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

TGFA: TGFA C3 allelinin DDY oluşumu ile bağlantılı olduğunu gösteren 

çalışmalar, TGFA C3 allelinin risk faktörleri arasına alınması gerektiğini göstermiştir. 

(30, 47, 95) 

TGFB3: DDY ile yapılan bağlantı analizlerinde TGFB3 gen lokusu ile DDY 

arasında anlamlı bir ilişki ortaya çıkmasından sonra bu gen ile ilgili çalışmalar hız 
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kazanmıştır (59).  Viera (118), bu gen ile yarık damak, Jugessur (47) ise bu gen ile 

DDY arasında kuvvetli ilişki bulmuştur. Kim ve ark. (42) ise bu gendeki SfaN1 

polimorfizmi ile  DDY arasındaki ilişkiyi Kore’ li büyük bir populasyon üzerinde 

göstermiştir.  

IRF6 : IRF6 viral enfeksiyondan sonra interferon alfa ve ve betanın 

ekspresyonunu regüle eden 9 transkripsiyon faktöründen biridir. DDY ile son yıllarda 

yapılan en etkili çalışmalar DDY ile IRF6 varyasyonları arasındaki ilişkinin 

saptanmasıdır (84, 131).  IRF6 sadece izole DDY’ nin oluşmasından değil aynı 

zamanda sendromik DDY’ nin de oluşmasında etkin olan faktörlerden biridir (16). 

IRF6- DDY arasındaki ilişkiyi belirlemek amacıyla farklı populasyonları içine alan 

birçok çalışma yapılmış ve IRF6’ nın sadece DDY’ nin değil, diş eksikliğinin de 

sorumlu genlerinden biri olduğu gösterilmiştir (120).    

FGF : FGF genlerinin izole DDY oluşumunda en fazla %3’ lük etkisi olduğu 

bildirilmiştir (78). Son yıllarda FGFR ile ilgili çalışmalar da önem kazanmaya 

başlamıştır. 

PVRL1: PVRL1 geni nektin adı verilen ve hücre adezyonunda görev alan 

integrin membran proteini kodlar. Aynı zamanda nektin1 proteini alfa- herpes 

virüsleri için hücre yüzey reseptörüdür. Bugüne kadar 3 farklı CLPED1 vakasına 

neden olan PVRL1 gen mutasyonu tanımlanmıştır (85, 104). Başka bir çalışmada 

PVRL1 genindeki W185X mutasyonu kuzey Venezuellalı populasyonda oldukça 

yüksek çıkmış ve bu genin DDY için risk teşkil edebileceği bildirilmiştir (98). 

Yapılan benzer çalışma da İtalyan populasyonunda izole DDY için risk faktörü 

olmadığı belirtilmiştir (84), Bu gen üzerinde bulunan farklı bir mutasyonun da DDY 

nedeni olabileceği belirtilmiştir (86). 

SUMO1 Geni: Sumo ve ubiquitin proteinleri birçok hücresel proteini modifiye 

ederek onların metabolizmaları ve fonksiyonlarına etki ederler. Ubiquitin, proteinlerin 

yıkılmasını sağlarken sumo proteinleri etki ettikleri proteinlerin nüklear transport, 

transkripsiyon regülasyonu, apoptosis gibi hücresel fonksiyonlarını düzenler (86). 

Yapılan çalışmalarla SUMO genlerinin farelerde ED 13,5’ ta üst dudak, primer ve 

sekonder damak dokularında ekspresse edilmesi SUMO1’ in DDY oluşumundaki 

önemini artırmıştır (2). Sonraki çalışmalarda ise SUMO1’ in MSX1 genini regüle 

ettiği bildirilmiştir (35). 
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4.5. DDY Oluşumunda MSX1 Geninin Rolü 

 

4.5.1. MSX1 Geni 

 

Kraniyofasiyal gelişimi regüle eden gen ailelerinin başında MSX gen ailesi 

gelmektedir. İlk kez farelerden klonlanmışlardır ve Drosophilia segment homeobox 

genleri ile (msh) gösterdikleri homolojiden dolayı msx adını almışlardır. Daha 

sonraları deniz yıldızı (28), kurbağa (103), balık (1) ve insanlarda (72) izole 

edilmiştir. Msx gen ailesi MSX1, MSX2 ve MSX3 olmak tanımlanmış 3 genden 

meydana gelmiştir (27). MSX3 geni dorsal nöral tüpte, MSX2 ve MSX1 ise epitel- 

mezenşim etkileşiminin olduğu her dokuda, özellikle de kraniyofasiyal gelişim 

gösteren bölgelerde exprese edilir (26, 96). 

Msx ailesinin protein üyelerinin başlıca sinir sistemi gelişimi, kraniyofasiyal 

gelişim, odontogenez, tümor büyüme inhibisyonu ve kol- bacak gelişimlerinde 

önemli modüle edici görevleri vardır (8, 9, 18). In vitro ve in- vivo ortamlarda 

transkripsiyonal repressor özellikleri bildirilmiştir (17, 19). Protein- protein 

etkileşimleri, Msx homeodomain bölgesinin genel transkripsiyon faktörü olan Tata’ 

ya Bağlanan Protein (TBP)’ e bağlanmasıyla gerçekleşir (17). Ayrıca Dlx2, Dlx5, Lhx 

ve Pax3 gibi diğer homeodomain proteinlere de bağlanarak transkripsiyonu regüle 

etme özellikleri de vardır (9, 10, 129). Msx1 proteininin Msx2’ ye göre protein 

affinitesi daha yüksekken, DNA’ ya olan affinitesi daha düşüktür. O yüzden Msx1 

proteininin modüle edici etkisini diğer homeodomain proteinler üzerinden sürdürdüğü 

belirtilmiştir (42).   

 

4.5.2. MSX1 Geninin Yapısı 

 

Msx1 geni 4p16.2 bölgesine lokalize 4272 bp uzunluğunda, 604 ve 1110 bp 

uzunluğunda 2 ekzon, 2332 bp uzunluğunda 1 introndan oluşan yapıya sahiptir. 1713 

bp den oluşan iki primer transcript oluşturur (Şekil 4.8) (74). 
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QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

 
 
Şekil 4.9: 4p16.2 kromozom bölgesinde MSX1 geninin lokalizasyonu 
(http://www.genecards.org/pics/loc/GC04P004979.MSX1.png’ den midifiye edilerek, Erişim 
tarihi:09.08.2009) 
 

4.5.3. MSX1 Proteini 

MSX1 geninin ürünü olan proteinler 303 ve 297 amino asit içerirler. N- terminal 

domaini prolin tekrarları içerir ki bu da proteinin daha stabil yapısının olmasını 

sağlayarak DNA’ nın minor oluğuna daha sıkı tutunmasını sağlar (42, 106). Ekzon 2 

bölgesi, homeodomain bölgesini kodlar ve bu bölge proteinin diğer proteinlerle 

etkileşmesini sağlar (Şekil 4.9) (74). 

 

 
Şekil 4.10: MSX1 proteinin şematik yapısı (117). 

 

 

 

 4.5.4. MSX1 Gen Expresyonu:  

 

MSX1 gen expresyonunun kraniyofasiyal gelişim bölgesinde, odontoblast ve 

ameloblast hücrelerinin proliferasyon evrelerinde, kafatası kemikleri ve meninks 

oluşumunu sağlayan nöral krest kökenli hücrelerde, damakta yapısını meydana 

getirecek olan hücrelerde yüksek olduğu gösterilmiştir (113, 130). Gen 
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regülasyonunun ise farklı mekanizmalarla olduğu gösterilmiştir. Bu regülasyon 

mekanizmaları retinoid, büyüme faktörü, diğer homeodomain proteinlerle 

etkileşimler ve antisens düzeyimde olduğu bildirilmiştir (14, 20, 71, 94). 

 

 4.5.5. MSX1 Geni ve İzole DDY 

 

İzole DDY ile MSX1 gen ilişkisini saptamaya yönelik çalışmalar ilk olarak 

Lidral ve ark. tarafından başlatılmıştır (53). Sonraki çalışmalar da MSX1 geni ve 

izole DDY oluşumu ile intron bölgesindeki CA tekrarlarının varlığına göre allelik 

varyasyon analizleri yapılmış ve aralarında ilişkiler bulunmuştur. Hamilelik sırasında 

sigara ve alkol kullanımı ile MSX1 gen polimorfizmine yönelik çalışmada pozitif 

ilişkiler bulunmuştur (80). Ayrıca bu çalışmalara ek olarak MSX1 mutasyonlarının 

diş kaybı (114, 117), izole yarık damak ve izole DDY (44) ile ilişkilendirilmesinden 

sonra gerek izole formlarda gerekse sendromik formlarda DDY oluşumunda MSX1’ 

in önemli bir faktör olduğu belirtilmiştir. Sadece insanlar üzerinde değil fareler 

üzerine yapılan knock- out çalışmalarda MSX1 -/- lerde şiddetli oral yarıklar 

gözlenmiştir (100). Jezewski (36) Filipin populasyonunda, Suzuki (105) Vietnam 

populasyonunda ve Vieira (121) Filipin populasyonunda yaptıkları çalışmalarda 

MSX1 geninde missens mutasyonların varlığını saptamışlar ve genin önemini 

vurgulamışlardır (Tablo 3).  Suzuki (105) ve Vieira (121) tarafından izole DDY 

oluşumuna neden olarak gösterilen P147Q polimorfizmi Tongkobpetch (107) 

tarafından yapılan çalışmada Taiwan populasyonunda etkili olmadığı saptanmıştır.  

MSX1 geninin kraniyofasiyal gelişimindeki görevi diğer homeobox proteinlerini 

regüle etmektir. Bu regülasyon DNA düzeyinde olabileceği gibi protein düzeyinde de 

olabilir. Günümüzde halen MSX1 geninin rolü net olarak anlaşılamasa da izole DDY 

oluşumunda tek başına değil, diğer genler ile etkileşerek etki gösterdiği 

düşünülmektedir (121) (Sekil 4.10). İnsanlarda diş eksikliğinde, MSX1 geninin, bir 

homeobox geni olan Pax9 ve Van Der Woude sendromunun etmeni olarak bilinen 

IRF6 genleri ile beraber rol oynadığı bildirilmiştir (30, 72). Oral yarıklar 

düşünüldüğünde de MSX1 geninin TGF ailesinin üyeleri ile etkileşime girerek etkili 

olduğu gözlenmiştir (23, 30, 47, 53). Ancak hücre farklılaşmasını ve proliferasyonunu 

tetikleme fonksiyonları halen kesinlik kazanmamıştır. 
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Amino Asit 
Değişimi 

Nükleotid 
Değişimi 

Mutasyon 
Tipi 

Fenotip Kaynaklar 

G16D G47A missens Bilinen etkisi yok 36, 103 

G21 62dupG Çerçeve 
Kayması 

O.D. Oligodonti 41 

A30A C90A Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok 36 

A34G C101G Missens Bilinen etkisi yok 36 

L53L G159C Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok 89 

M61L T182A Missens O.D. Oligodonti 43 

E78V A233T Missens İzole DDY 36 

V80V G240A Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok 36 

G91D G272A Missens Izole DDY 89 

G98E G293A Missens Izole DDY 89 

S105X C314A Nonsense O.D. DDY/ 
oligodonti 

96 

G110G C330T Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok 36 

V114G T341G Missens Izole DDY 36 

G116E G347A Missens Izole DDY 36 

L118L C354T Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok 36 

P147Q C440A Missens Bilinen etkisi yok 89, 103 

R151S G453T Missens Izole DDY 36 

G187X C559T Nonsense O.D. Oligodonti 43 

R196P G587C Missens O.D. Oligodonti 99 

S202X C605A Nonsense Witkop Sendromu 103 

A219T C655A Missens O.R. Oligodonti 36, 99, 43 

G267C G799T Missens Izole DDY 51 

A275A C825T Sessiz mutasyon Bilinen etkisi yok 36 

P278S C832T missens Izole DDY 99 

Tablo 4.3: MSX1 genindeki önemli mutasyonlar (O.D: otozomal dominant, O.S: otozomal resesif) 
(117). 
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 (http://flipper.diff.org/app/items/info/1313’ den modifiye edilerek, Erişim tarihi: 09.08.2009) 

 

 

 
Şekil 4.11: MSX1 mutasyonlarının etkileri ((http://flipper.diff.org/app/items/info/1313’ den modifiye 

edilerek, Erişim tarihi: 09.08.2009) 

 

MSX1 

Mutasyonları 

Diş Eksikliği 

Oral Yarıklar 

 

CA Tekrar Bölgesi 

6*C/T, yarığa neden olabilecek 
bağlantı 

Diş eksikliği
Diş eksikliği 

Oral Yarıklar 

Oral Yarıklar 

Tırnak 
Disgenezi
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4.6. DDY Oluşumunda Çevresel Faktörlerin Genler Üzerine Etkisi 

 

Organizmalarda, genlerin regülasyonunda iç faktörlerin etkili olduğu kadar 

çevresel faktörlerin de etkili olduğu bilinmektedir. Ancak gününümüze kadar 

belirlenen birçok hastalık da dahil çevresel faktörlerin etkisi tam olarak 

bilinememektedir. DDY oluşumunda çevre- genotip etkileşimiyle ilgili az çalışma 

olsa da, etyolojisi ile ilgili umut verici sonuçlar çıkmaktadır (Tablo 4.4). 

 
Gen/ Çevre Literatür 

TGFA/ Sigara 6, 59, 80, 90 

TGFA/ Alkol 59 

TGFA/ Vitamin 90, 93 

MSX1/ Sigara 59, 80, 116 

MSX1/ Alkol 59, 80 

TGFB3/ Sigara 59, 80 

TGFB3/ Alkol 59, 80 

RARA/ Sigara 59 

MTHFR/ Vitamin 62, 93 

P450/ Sigara 116 

GST/ Sigara 116 

HPX1/ Sigara 116 

Tablo 4.4: Çevresel Faktörlerin DDY Oluşumunda Genler Üzerine Etkisi 

 

 

4.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)   

Kry Mullis tarafından 1988’de geliştirilmiş olan polimeraz zincir reaksiyonu, bir 

DNA dizisinin tamamen in vitro koşullarda oluşturulan kimyasal reaksiyonlar ile 

milyonlarca miktarlarda çoğaltılmasını (amplifikasyonunu) sağlar. 

       PZR analizindeki 3 ana basamaklar şunlardır:  

1- Denatürasyon: Çift iplikli kalıp DNA’ya ait baz çiftleri arasındaki hidrojen bağları 

yüksek ısıda (94- 95oC ) etkileşimlerini kaybederek denature olurlar ve tamamlayıcı 

iplikler birbirinden ayrılır. 
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2- Eşleşme (Annealing): 18- 24 bp uzunluğundaki istenilen DNA bölgesine spesifik 

olan primerler, çoğaltılacak bölgenin uçlarında yer alan kendilerine özgü dizileri 

tanıyarak uygun sıcaklıkta hidrojen bağları ile bağlanırlar ve replikasyonun 

başlatılabilmesi için gerekli serbest 3’-OH grubunu oluştururlar. 

3- Uzama (Extensiyon): PZR’nun üçüncü basamağı olan primerlerin uzatılması 

aşamasında sıcaklık 70- 72oC’de kalır. Bu sıcaklık DNA polimeraz enzimi aracılığı 

ile yeni DNA ipliklerinin sentezlenmesi için en uygun sıcaklıktır. 

  Bu üç basamağın bitiminde bir döngü tamamlanır; 35- 40 döngü sonunda 

milyonlarca kopya DNA molekülü üretilmiş olur (81). 

 

4.8. Agaroz Jel Elektroforezi 

    DNA parçalarının ayrılması ve uzunluklarının tanımlanması için standart bir 

metot olarak agaroz jel elektroforezi kullanılmaktadır. DNA molekülleri fosfat grubu 

taşıdıkları için eksi (-) yüklüdür ve anoda doğru (+kutba) hareket eder. Bu hareket 

DNA’ nın yapısına ve uzunluğuna bağlıdır. Jel boyunca kısa DNA parçaları daha 

hızlı yol alırken uzunluk arttıkça DNA’ nın hızı azalır. Jeldeki DNA bantları jelin bir 

floresans boya olan etidyum bromür ile boyanması ve jelin mor ötesi (UV) ışık 

altında direkt olarak incelenmesi ile saptanabilir. Bilinen büyüklükteki bir belirteç 

(marker) DNA kullanılarak çalışılan DNA’nın moleküler büyüklüğü kolayca 

saptanabilir. Agaroz jel boyunca DNA parçalarının elektroforetik göç (migrasyon) 

hızları temel olarak dört parametreye bağlıdır. Bunlar; DNA’nın moleküler 

büyüklüğü, agaroz konsantrasyonu, DNA’nın konformasyonu ve uygulanan voltajdır 

(81). 

 

4.9. SSCP (Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi) 

 

DNA da meydana gelen mutasyonların belirlenmesinde temel olarak uygulanan 

metodlardan biri SSCP’ dir. Bu metodun uygulama kolaylığı, etkinliği ve maliyeti  en 

önemli avantajlarındandır. SSCP tekniğinde, yüksek sıcaklık (950C) kullanılarak 

DNA’ nin çift zincirli yapıdan tek zincirli yapıya denatürasyonu sağlanır ve buzda 

bekletilerek tekrar çift zincirli yapısına renatürasyonu engellenir. Tek bir baz 

değişiminin neden olduğu konformasyonel değişim, denatüran olmayan poliakrilamid 
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jelde tek zincirli DNA’ nın elektroforetik göç hızını etkiler ve varyasyonun olduğu 

iplik diğer ipliklerden farklı bant profili gösterir (117).  

 
Şekil 4.12: SSCP metodunun şematize edilmiş şekli (http://universe-review.ca/I11-50-maxam-

gilbert.jpg’ den modifiye edilerek, erişim Tarihi 03.06.2009). 

 

 

4.10. DNA Dizi Analizi 

 

DNA dizi analizinde ilgili DNA molekülünü oluşturan ve birbirleriyle fosfo di- 

ester bağı ile bağlanan nükleotidlerin tam dizisi tayin edilir.   

Moleküler biyolojide kullanılan iki klasik DNA dizi analizi yöntemi vardır. 

Maxam ve Gilbert’in kimyasal yönteminde DNA’nın belirli dizilerden kırılarak temel 

dizileme işlemi gerçekleştirilirken (Şekil 5.3) Fred Sanger ve arkadaşlarının 

geliştirdiği enzimatik yöntem daha sıklıkla kullanılır (Şekil 5.4) (63, 81, 83). Bu 

yöntemde, belirli bir bazda sonlanan DNA zinciri sentezi gerçekleşmektedir. Her iki 

yöntemde de dizisi saptanacak DNA molekülü için dört ayrı reaksiyon 

uygulanmaktadır (her baz için bir tane). Bu dört reaksiyonun ürünleri bir nükleotit 

uzunluğu kadar farklı, bir dizi DNA parçalarıdır. Dört reaksiyonun ürünleri bir jelde, 
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dört ayrı kuyucukta yan yana elektroforez ile ayrıştırılmakta ve jeldeki bantlardan 

DNA parçasının dizisi okunabilmektedir (63, 81). 

Enzimatik DNA sentezine dayanan Sanger’in DNA dizi analizi yönteminde, 

dizisi saptanacak olan DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri için kalıp olarak 

kullanılır. Sentez reaksiyonu DNA polimeraz I ile kataliz edilir. Yöntemde, modifiye 

dideoksinükleotit trifosfatlar kullanılarak bir dizi DNA parçaları elde edilir. 

Dideoksinükleotit trifosfatlarda 3´-OH grubu bulunmaz. Bu durumda, nükleotid 

polimeraz enzimi yardımıyla yeni sentezlenen DNA’ya katılır, ancak 3´-OH grubu 

taşımadığı için kendisine nükleotit ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir 

DNA parçası elde edilir. Zincir sonlanması için dört reaksiyon tüpünde farklı bir 

dideoksinükleozit trifosfat bulunur. Reaksiyonların her birinde çok az miktarda 

modifiye nükleozit kullanıldığı için yeni zincir rasgele sonlanarak bir dizi DNA 

parçası oluşur.  

Günümüzde enzimatik ve kimyasal yöntemlerin dışında DNA bölgelerinin dizi 

analizi için otomatik sistemler de kullanılmaktadır. Boya terminasyon işaretleme adı 

verilen bir yöntem kullanılarak farklı bazlarla (A, G, T, C) sonlanan DNA sentez 

ürünlerine floresan işaretli boyalar eklenir. Reaksiyon karışımı amplifikasyon sonrası 

kapiller jele yüklenir ve bazlar bir floresan dedektör vasıtasıyla saptanır. Floresan 

işaretli boyaları uyarmak için bir lazer, boyaların yaydığı ışığı toplamak için ise bir 

CCD kamera kullanılır. Böylece, lazer uyarımının ardından dört boya tarafından 

yayılan farklı dalga boylarındaki ışık tek kulvarda ayırt edilebilir. Kullanılan 

bilgisayar programları yardımıyla elde edilen veriler renkli kromotogram dosyalarına 

çevrilir. Bu dosyalarda her bir baz kendisine özgü bir renk eğrisi ile gösterilir 

(A:yeşil, T:kırmızı, C:mavi; G:siyah). Floresan miktarlarının ölçülmesi ve 

yorumlanmasının ardından DNA örneğindeki baz dizisi saptanır (76). 

 DNA dizi analizi ticari bir firmada, ABI PRISM 310 Genetik Analizatörü dizi 

cihazı ile kapiller sistemde, Sanger tarafından geliştirilen enzimatik sentez yöntemi 

ile DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham) kullanılarak 

yapıldı. ABI Prism 310 Genetik Analizatörü poliakrilamid jelmatriks sistemi yerine 

kapiler sistem içine doldurulan polimer jel matriks içerir. Bu polimer jel matriks çapı 

nanometre ölçütlerinde olan cam borular içerisine doldurulur. Cihaz iki ana parçadan 

oluşur. Birinci kısım veri ünitesidir. Veri ünitesi bir bilgisayar sisteminden ibarettir. 
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Bu bilgisayarda, ikinci kısım ile bağlantıyı kuran ve ikinci kısmı kontrol eden 

programlar yüklüdür. İkinci kısım analizin yapıldığı elektroforez kısmıdır (65).  

 

 

QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

 
Şekil 4.13: DNA dizi analizinde Maxam- Gilbert yöntemi (http://universe-review.ca/I11-50-maxam-

gilbert.jpg’ den modifiye edilerek, erişim Tarihi 03.06.2009). 

 

 

 

Elektroforez İşlemi Maxam- Gilbert Dizilemesi 

 

Kısa moleküller hızlı 
gider 

R.E 
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Şekil 4.14: Dizi analizi yöntemi (http://universe-review.ca/I11-50-DNAsequencing1.jpg’ den modifiye 
edilerek, Erişim tarihi: 09.08.2009). 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

5.1. GEREÇ 

5.1.1. Kullanılan Aletler 

Buzdolabı, Arçelik (Türkiye) 

Derin Dondurucu -20 oC Bosch (Almanya) 

Etüv, Heraeus  (Almanya) 

Agaroz Jel Elektroforez Güç Kaynağı, EC105 Apparatus Corporation (A.B.D.) 

Agaroz Jel Tankı ve Düzeneği EC105 Apparatus Corporation (A.B.D.) 

PAGE Elektroforez Düzeneği (BioRad) 

Hassas Terazi, Mettler AT 261 (İsviçre) 

Isı Döngü Cihazı, Techne (İngiltere) 

Laminar Flow, Özge A.T. (Türkiye) 

Mikrosantrifüj, IEC Micro-MB (A.B.D.) 

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)  

pH Metre, WTW (Almanya)  

UV Kaynağı, Vilber Lourmat (Fransa)  

Jel Dokümantasyon Sistemi,  Synergene Genius (İngiltere)  

Soğutmalı Santrifüj, IEC MP4R (A.B.D.)  

Spektrofotometre, Ultraspec 3300 pro Biochrom Ltd. (İngiltere) 

Su Banyosu, GFL 1083 (Almanya)  

Vorteks, Elektro-Mag (Türkiye)  

5.1.2. Kimyasal Maddeler  

Agaroz, İnvitrogen (A.B.D.) 

Borik asit, Roth (Almanya) 

Brom fenol mavisi, Sigma (A.B.D.) 

dNTP set, MBI Fermentas (Litvanya) 

EDTA, Sigma (A.B.D.) 

Etanol, Carlo Erba (İtalya) 

Etidyum bromür, Sigma (A.B.D.) 
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Hidrojen Klorür (HCl),  Fluka (İsviçre) 

İzoamil alkol, Merck (Almanya) 

İzopropanol, Sigma (A.B.D.) 

Ksilen siyanol, Sigma (A.B.D.) 

Magnezyum klorür, Sigma (A.B.D.) 

Proteinaz K, Roche (İsviçre) 

Sodyum dedosil sülfat (SDS), Merck (Almanya) 

Sodyum hidroksit, Merck (Almanya) 

Taq DNA Polimeraz Enzim Seti, MBI Fermantas (Litvanya) 

Tris, Sigma (A.B.D.) 

100 bp Step Ladder, DNA belirteç, MBI Fermantas (Litvanya) 

Primerler, Integrated DNA Technologies (A.B.D.) 

Asetik Asit , Merck (Almanya) 

Gümüş Nitrat, Merck (Almanya) 

Sodyum Borahidrit, Merck (Almanya) 

Formaldehit, Merck (Almanya) 

 

5.1.3. Kullanılan Ticari Kitler 

DNA izolasyon kiti: High Pure PCR Tamplate Preperation Kit (Almanya)  

 

5.1.4. Kullanılan Primerler 

Primerler liyofilize formda alınıp steril distile su ile sulandırılarak ana stok 

oluşturulmuş ve -20°C’de saklanmıştır. PZR reaksiyonlarında primerler, bu 

stoklardan hazırlanan 10 pmol/µl konsantrasyonlarda kullanılmıştır (Tablo 5.1).  
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Genomik Bölge DNA Dizisi (5'→3') 
TM 

Derecesi 

Amplikon 

Uzunluğu  

MSX1 (Ekzon 1) 
5'-GCCCGGAGCC CATGCCCGGCGG-3' 

60 0C 579 bp 
5'-CTCCCTCTGCGCCTGGGTTCTGGCT-3'  

MSX1  

(Ekzon 2.1)  

5'- GCTGATCATGCTGCTCCAATGCTT-3'  
60 0C 287 bp 

5'- TCTTGTAGTCTCTTTGCCTTGGCG-3'  

MSX1  

(Ekzon 2.2) 

5'- CGCCAAGGCAAAGAGACTACAAGA-3'  
58 0C 381 bp 

5'- AGGGAGCAAAGAGGTGAAACTGGA-3'  

Tablo 5.1: MSX1 geninin amplifikasyonu için kullanılan primerler, Tm değerleri ve amplikon 
uzunlukları 

 

5.1.5. Kimyasal Çözeltiler  

Çalışmada kullanılan kimyasal çözeltiler aşağıda belirtildiği şekilde hazırlandı: 

10mM  dNTP 

100 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP solüsyonlarından 10’ar µl alınarak karıştırıldı ve 

üzerine 60 µl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

10X TAE (1Lt)  

54 gr Tris-HCl, 27,5 gr Asetik Asit, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) distile su içinde 

çözülerek 1000 ml’ye kadar dH2O ile tamamlandı. 

Jel Yükleme Tamponu 

% 0.25 bromofenol mavisi (a/h), %0.25 ksilen siyanol FF (a/h) ve %30 gliserol (h/h) 

ile distile su içinde çözüldü. 

Etidyum Bromür stok solüsyonu           

10 mg/ml etidyum bromür 
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SSCP Yükleme ve Denatüre edici tampon: 

- % 95 Formamid  

- 10 mM NaOH 

- % 0,05 w/v Bromofenol mavisi 

- % 0,05 w/v Ksilen siyanol 

 

Gümüş Nitrat Çözeltisi 

% 0,1 Gümüş nitrat 

Akrilamid jel 

%30 Akrilamid stok (50 ml) (29:1)  

- 14,5 g Akrilamid 

-  0,5 g Bisakrilamid 

-  50 ml ddH20’a tamamlandı, +4ºC’de saklandı. 

 

Kullanım için (30 ml, %10’ luk) 

Akrilamid yüzdesi % 30 Akrilamid stok 5xTAE  ddH20  Gliserol 

% 10   10 ml   3 ml  11 ml  4 ml 

230 µL % 10 APS (Taze hazırlandı) 

25 µL TEMED 

Denatüre edici tampon: 

- % 95 Formamid  

- 10 mM NaOH 

- % 0,05 w/v Bromofenol mavisi 

- % 0,05 w/v Ksilen siyanol 
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Gümüş Boyama 

Solüsyon I  

- % 10 Etanol 

- % 5 Asetik asit 

Solüsyon II  

- % 0,1 Gümüş nitrat 

Solüsyon III  

  - % 1.5 NaOH 

  - % 0.15 Formaldehit  

Solüsyon IV  

 - %  0,75 Na2C03  

5.2. Yöntemler 

5.2.1 Akrilamid Jel Elektroforezi 

PZR ürünlerinin 3 µl’si  denatüre edici tamponun 15 µl’si ile seyreltilerek 

95ºC’de 8 dakika inkübe edildi. Tüpler 10 dakika buz üzerinde bekletildikten sonra 

tamamı ekzon 1 için %12’ lik, ekzon 2 için %10’ luk denatüran olmayan 

poliakrilamid jele yüklenerek elektroforez işlemine tabi tutuldu. Bunun ardından jel 

gümüş boyama ile görüntülendi. 

5.2.2 Gümüş Boyama 

Elektroforez işlemi sonrasında DNA bantlarının görüntülenmesi için akrilamid 

jel sırası ile şu solüsyonlardan geçirildi;   

 100 ml Solüsyon I’ de  5 dakika inkübe edildi ve  ardından jel 3 kez ddH2O ile 

yıkandı. 

 100 ml Solüsyon II’ de  20 dakika, 
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 100 ml Solüsyon III’ de 20 dakika,    

 100 ml Solüsyon IV’ de 10 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyonlar oda sıcaklığında ve hafif salınımda gerçekleştirildi. 

 

5.2.3. Kullanılan Bilgisayar Programları 

Dizi analizi sonuçlarının değerlendirilmesinde ChromasPro-v1.45 (Iontek 

firmasından temin edildi) programı kullanıldı. 

Tez yazımında, tablo ve şekillerin hazırlanmasında Microsoft Excel, Word ve 

Powerpoint 2007 programlarndan faydalanıldı. 

İstatistiksel analizler için SPSS 16.0 programı kullanılmıştır. 
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5.2.4. Hasta ve Kontrol Grubu  

Çalışmaya 1992- 2004 yılları arasında Marmara Üniversitesi, Tıp Fakültesi, 

Plastik ve Rekonstrüktif  cerrahisinde opere edilen izole DDY kriterlerine uygun 

yaşları 4 ile 17 arasında değişen 100 hasta alınmıştır. DDY tayini aynı anabilim 

dalınca yapılmıştır. Hastalar Marmara Üniversitesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalına 

davet edilerek aile hikayeleri ve periferik kan örnekleri alınmıştır. Çalışmaya aile 

hikayesi bulunmayan bireyler dahil edilmiştir. Kontrol grubu DNA’ ları sağlıklı ve 

aile hikayesinde DDY bulunmayan, yaşları 7 ile 23 arasında değişen 100 çocuğun 

periferik kan lökositlerinden elde edilmiştir.  

 

5.2.5. Kandan DNA İzolasyonu  

 

Kan dokusundan DNA izolasyonu High PCR Tamplate Preperation Kit ile 

üretici firmanın protokolü doğrultusunda yapıldı (Şekil 5.1). Aynı gün izole 

edilemeyen kan örnekleri ve elde edilen DNA örnekleri  -20 derecede saklanmıştır. 

Elde edilen DNA'nın saflığını ve konsantrasyonunu belirlemek amacıyla, 

spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarında ölçümler yapıldı. 260 nm dalga 

boyunda 1 optik dansite (OD) değeri ile solüsyonun 50 µg/ml çift iplikli DNA 

içerdiği kabul edilmektedir. 260 nm’deki OD değeri kullanılarak örneklerin 

konsantrasyonları aşağıdaki formül kullanılarak hesaplandı. 

DNA Konsantrasyonu = OD260 x 50 µg/ml x sulandırma oranı 

DNA örneklerinin saflığı OD260/OD280 oranı kullanılarak değerlendirildi. İyi 

saflaştırılmış DNA’nın OD260/OD280 değeri 1,6- 2 olarak kabul edilir. 
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200  µl periferik kan 1,5 ml’lik eppendorf 

tüpüne aktarılarak üzerine 40 µl Proteinaz K,  

200 µl Bağlanma Tamponu eklendi.  

72°C’de liziz tamamlanıncaya kadar 

(yaklaşık 20 dakika) inkübe edildi.  

100 µl izopropanol eklenerek spin kolonu 2 

ml’lik bir alıcı (receiver) tüpe yerleştirildi, 

süspansiyon spin kolona aktarıldı ve 10.000 

rpm’de 1,5 dakika santifüj edildi. Süzüntü 

atıldı ve kolon yeni alıcı tüpe yerleştirildi.  

500 µl Inhibitör Uzaklaştırıcı Tampon  

eklendi ve 10.000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

edildi. Süzüntü atıldı ve kolon tekrar yeni 

alıcı tüpe yerleştirildi.   

500 µl Yıkama Tamponu eklenerek 1,5 dk 

sentrifüj edildi.  

Kolon tekrar yeni alıcı tüpe yerleştirildi ve 

yıkama işlemi tekrarlandı.  

Süzüntü atıldıktan sonra kolon eski alıcı tüpe 

konularak 14,000 rpm’ de kalan Yıkama 

Tamponunun atılması için 25 saniye 

santrifüj edildi.  

Spin kolonu 1,5 ml’lik eppendorf tüpüne 

yerleştirildi ve 200 µl 70°C’de ısıtılmış 

Elüsyon Tamponu  eklendi. 10.000 rpm’de 2 

dakika santrifüj edilerek elde edilen DNA 

oda sıcaklığında çözünmeye bırakıldı. 

 Şekil 5.1. Kandan DNA izolasyonu protokolü 
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5.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

PZR yöntemi ile MSX1 geninin Ekzon 1 ve Ekzon 2 bölgelerinin çoğaltılması 

için gerekli reaksiyon karışımları hazırlanmıştır. Ekzon 2 bölgesi bu bölgenin dizi 

analizi için uzun olmasından dolayı iki bölge halinde çoğaltılmış ve MSX12.1 ve 

MSX12.2 olarak adlandırılmıştır. Bu iki bölge birbirleriyle örtüşen bölgeler 

oluşturularak herhangi bir bölgenin dizilenememesi gibi bir durum ortadan 

kaldırılmıştır. 

 

 
Şekil 5.2: MSX1 geninin ekzon 1 ve ekzon 2 bölgelerinin amplifikasyon şeması 

 

 

MSX1 Ekzon 1 bölgesi için, 50 μl'lik son hacimde bir reaksiyon karışımı; 

• 100 ng  kalıp DNA,  

• 1X Taq DNA polimeraz tamponu [100 mM Tris HCl (pH 8.8), 500 mM KCl, %0.8 

Nonidet P40] 

• 12,5 pmol ileri ve geri primerleri, 

• 200 μM dNTP karışımı, 

• 1,5 mM MgCl2, 

• 1.5 ünite Taq polimeraz enzimi, 

• 5 μl DMSO 

• Steril su içermektedir.  
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MSX12.1 ve MSX12.2 bölgeleri için 50 μl'lik son hacimde bir reaksiyon karışımı; 

• 100 ng kalıp DNA,  

• 1X Taq DNA polimeraz tamponu [100 mM Tris HCl (pH 8.8), 500 mM KCl, % 0.8 

Nonidet P40] 

• 10 pmol ileri ve geri primerleri, 

• 200 μM dNTP karışımı, 

• 1,5 mM MgCl2, 

• 1 ünite Taq polimeraz enzimi, 

• Steril su içermektedir.  

 

Bu işlemler 0.5 ml'lik eppendorf tüplerinde ve buz üzerinde gerçekleştirildi. Tüpler ısı 

döngü cihazına yerleştirilerek belirlenen program uygulandı. 

 

 MSX1 geni Ekzon1 bölgesi için PZR döngü programı:  

  94 oC’de  2 dakika  ön  denatürasyon  

  94 oC’de  30 saniye................(denatürasyon ) 

  60 oC’de  30 saniye............... (eşleşme )                       40 döngü 

  72 oC’de  1 dakika.................(sentez ) 

72oC’ de  5 dakika final uzaması olarak uygulandı . 

 

 

MSX1 geni Ekzon2 bölgeleri için PZR döngü programı:  

  94 oC’de  5 dakika  ön  denatürasyon  

  94 oC’de  1 dakika................(denatürasyon ) 

  Uygun oC’de  1 dakika................(eşleşme )                       35 döngü 

  72 oC’de  1 dakika................(sentez ) 

  72oC’ de 5 dakika final uzaması olarak uygulandı . 

        MSX12.1 için Tm 600C, MSX12.2 için Tm 580C olarak uygulanmıştır. 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrası elde edilen, MSX1 için 579 bç, MSX12.1 

için 287 bç, MSX12.2 için 381 bç uzunluklarındaki amplikonlar %2’ lik agaroz jel 

elektroforezi ile incelendi.  
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5.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi 

  

PZR ile çoğaltılan ürünlerin tanımlanması için agaroz jel elektroforezi uygulandı 

ve bu amaçla % 2’lik agaroz jel hazırlandı. Agaroz jel 1X TAE tamponunda 

kaynatıldı ve çözeltiye DNA’nın UV ışık altında görüntülenebilmesi için 0.25 μg/ml 

EtBr ilave edildi. Jel kalıbının üzerine yeterli sayıda kuyucuk oluşturacak tarak 

yerleştirildi ve jel kalıba dökülerek iyice polimerize olana kadar oda sıcaklığında 

bekletildi. 10 μl PZR ürünleri 2 μl yükleme tamponu ile karıştırılarak kuyucuklara 

yüklendi. 100 bp’lik belirteç DNA’lar kullanıldı. Elektroforez 100 V/45 mA olacak 

şekilde uygulandı. Yaklaşık 25 dakika sonra incelenen jelde UV altında etidyum 

bromür sayesinde ışıma veren PZR bantları gözlenerek standart belirteçle 

karşılaştırıldı. 

 

5.2.8. SSCP 

 

 PZR ile elde edilen amplikonların mutasyon taramaları gerçekleştirmek için tek 

zincir konformasyon polimorfizm metodu uygulanmıştır. Çalışmamızda 2 farklı 

konsantrasyonda PAGE jeli hazırlanmıştır. Ekzon 1 bölgesi için %10’ luk, ekzon 2.1 

ve 2.2 bölgeleri için %12’ lik jeller hazırlanmıştır. Her 3 amplifikasyon ürünü 150 

Voltta  12 saat boyunca yürütülmüştür. 

 

5.2.9. Dizi Analizi 

 

SSCP sonuçlarına göre elde edilen bant profillerinden her bir bölge için rastgele 

seçilmiş toplam 45 örnek için dizi analizi uygulanmıştır. Dizi analizi uygulamaları 

özel bir kuruluş olan İontek firması tarafından ABI 3100 Analyser cihazı 

gerçekleştirilmiştir. Böylelikle SSCP bant profillerinin sonuçları doğrulanmıştır.  
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5.2.8. İstatistiksel yöntemler 

Bu çalışmada izole DDY’ li hastalar ve kontrol grupları arasındaki folik asit 

kullanımı ve sigara tüketimi yonunden farklılığı arastırmak için “Ki-kare” testi 

kullanılmıştır. Hasta ve kontrol grupları arasında genetik danışma, cinsiyet ve alkol 

kullanım bakımından fark olup olmadığını arastırmak için Fisher’s Exact testi 

kullanılmıstır. 
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6. BULGULAR 

 

6.1. MSX1 Geninin Amplifikasyon Sonuçları 

 

Hasta ve kontrol gruplarından elde edilen DNA moleküllerinden MSX1 geninin 

kodlayan birimleri olan ekzon 1 ve ekzon 2 bölgeleri PZR yöntemiyle amplifiye 

edildi. Bölgelerin amplifikasyon analizleri hazırlanan %2’ lik jel elektroforezi ile 

yapıldı (Şekil 6.1, 6.2 ve 6.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 6.1: Ekzon1 bölgesinin amplifikasyon ürünleri (M: 100 bp’ lik marker; 1,2,3,4 amplikonlar, 5 
negatif kontrol) 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.
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Şekil 6.2: Ekzon2.1 bölgesinin amplifikasyon ürünleri (M: 100 bp’ lik marker; 1,2,3,4,5 amplikonlar; 
6 negatif kontrol) 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Şekil 6.3: Ekzon2.2 bölgesinin amplifikasyon ürünleri (M: 100 bp’ lik marker; 1,2,3,4,5 amplikonlar; 
6 negatif kontrol) 
 
 

 

QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.
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287 bp 
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6.2. MSX1 Ekzon Bölgelerinin SSCP Sonuçları 

 

Elde edilen amplikonlar mutasyon taramalarının yapılması için hazırlanan %12’ 

lik (ekzon2.1 ve ekzon2.2) ve %10’ luk (ekzon1) PAGE jellerine aktarıldılar. 

Herhangi bir mutasyon profiline neden olabilecek bant gözlenmedi (Şekil 6.4 ve 6.5). 

 

QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

 
Şekil 6.4: Ekzon2.1’ in SSCP bant profilleri (M: 100 bp’ lik konrol; 1,2,3,4,5,6 amplikon ürünlerinin 
PAGE elektroforez sonuçları 
 

 

M  1 2  3 4 5 6
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QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

 
Şekil 6.5: Ekzon1’ in SSCP bant profilleri (M: 100 bp’ lik konrol; 1,2,3,4,5,6,7,8 amplikon 
ürünlerinin PAGE elektroforez sonuçları) 
 

 

 

 

 

6.3. Dizi Analizi Sonuçları 

 

Dizi analizi sonuçlarına göre MSX1 geninin ekzonlarından elde edilen 

amplikonlarda herhangi bir nükleotid değişimine rastlanmamıştır. Dizileme yapılan 

bölgelerden ikisi Şekil 6.6 ve 6.7’ de gösterilmiştir.  

 

 

 

M  1 2  3  4 5 6 7 8
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QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

 
Şekil 6.6: MSX1 geni ekzon1 bölgesinin dizi analizinin bir  bölümü (ekzon1’ in 117. Ve 130. 

nükleotidlerinin arası). 
 

 

 

 

 

QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.

 
Şekil 6.7: MSX1 geni ekzon2.1 bölgesinin dizi analizinin bir bölümü (ekzon2’ nin 76. Ve 87. 

nükleotidlerinin arası). 
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6.4. İstatistiksel Analiz Sonuçları 

 

Sigara kullanımının izole DDY oluşumundaki öneminin belirlenmesi için Ki- 

Kare testi uygulanmıştır. Kullanım yüzdeleri bakımından her iki grupta dağılım 

homojen olarak bulunmuştur. Sigara kullanımı bakımından kontrol ve hasta grupları 

arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p= 0,123) (Tablo 6.1).  

Genetik danışma bakımından da hasta ve kontrol grubu arasında bir fark 

bulunamamıştır (p= 0,345). Folik asit kullanımı bakımından ise iki grup arasında 

anlamlı bir fark bulunmuştur (p= 0,000) (Tablo 6.1). 

 

 

 Hasta Grubu 
(n=100) 

Kontrol Grubu 
(n=100) 

p değeri 

Folik Asit Kullanımı % 22 % 74 0,000* 
Sigara Kullanımı % 56 % 58 0,123 

Tablo 6.1: Folik asit ve sigara kullanımının hasta ve kontrol gruplarındaki Ki- Kare analiz sonuçlari 
(*P< 0,05 anlamlıdır) 
 
 

Hasta ve kontrol gruplarında alkol kullanımı, cinsiyet farkları ve genetik 

danışma bilgilendirilmelerinin anomali üzerine etkilerini incelemek için Fisher’s 

Exact Analizleri uygulanmıştır (Tablo 6.2 ve 6.3). 

 

 Hasta Grubu 
(n=100)

Kontrol Grubu 
(n=100)

p değeri

Genetik Danışma 9 60 0,345 
Alkol Kullanımı 0 24 0,987 

Tablo 6.2: Hasta ve kontrol gruplarında genetik danışma hakkında bilgilendirilmelerinin ve alkol 
kullanımının Fisher’s Exact analiz sonuçları (*P< 0,05 anlamlıdır) 
 

 Hasta ve kontrol guplarındaki annelerin genetik danışma hakkındaki bilgili olup- 

olmadığı konusundaki analizde iki grup arasında anlamlı bir sonuç bulunmamıştır 

(p=0,345). Gruplar içindeki dağılım ise homojendir. 

 Alkol kullanımında da anlamlı bir fark görülmemiştir (p=0,987).   
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 Hasta ve kontrol gruplarında ki cinsiyet dağılımlarının incelenmesi Fisher’s 

Exact Analizi uygulanmıştır (Tablo 6.3) 

 

 Hasta Grubu 
n=100 

Kontrol Grubu 
n=100 

P değeri 

 Erkek Kız Erkek Kız 
Cinsiyet 
Dağılımı 

61 39 44 56 0,023* 

Tablo 6.3: DDY oluşumunda cinsiyet dağılımının Fisher’s Exact analizi (*P< 0,005 anlamlıdır) 
 
 Izole DDY anomalisi gösteren bireylerde erkeklerde izole DDY görülme 
sıklığı kız çocuklara göre daha fazla çıkmıştır ve bu da istatistiksel olarak iki grup 
arasında bir fark yaratmaktadır (p=0,023). 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 
 
 

İzole DDY ortalama 1/ 700’ lük insidansıyla konjenital anomaliler arasında ilk 

sıralarda yer almaktadır. Cerrahi müdahalelerin yanında bu kişilerde doğumla beraber 

beslenme, konuşma ve işitme bozuklukları ve enfeksiyonlara yatkınlık söz 

konusudur. Aynı zamanda yaşla beraber bu kişilerde dental sorunlar da 

görülmektedir. Bu medikal sorunlara ek olarak bu kişilerin ortalama yaşam süreleri ve 

psikolojik rahatsızlık geçirme oranları sağlıklı bireylere göre daha fazladır (22). 

Yapılan başka bir çalışmada ise DDY’ li bireylerde belli kanser tiplerinin görülme 

sıklığının, sağlıklı bireylere göre daha fazla olduğu yayınlanmıştır (11). Bu açıdan 

bakıldığında gerek izole gerekse sendromik DDY’ li vakalar, sağlıklarına kavuşmak 

veya anomalinin düzeltilmesi ve meydana gelebilecek ek anomalilerin tedavisi için 

yüksek harcamalar yapmaktadır. 

İnsanlarda dudak ve damak gelişiminin moleküler temelleri tam olarak 

anlaşılamamıştır. Aday genleri belirleme çalışmaları genelde kusurların görüldüğü 

ailelerde bağlantı analizleri, ilgili gen bölgelerinin belirlenmesi, model 

organizmalarda knock- out ve fonksiyon analizleri ile model organizmalardaki 

fenotip değişimlerinin gözlenmesi prensiplerine dayanmaktadır (67, 69, 121). 

Üzerinde en çok çalışılan genlerden biri MSX1 genidir. Bu genin analizini içeren bir 

çok çalışma mevcuttur. Bu çalışmalardan bazılarında doğrudan gen dizilemesi (44, 

47, 53, 105, 114), bazılarında bağlantı analizleri (30, 118), bazılarında ise geniş 

populasyonlar üzerinde SNP analizleri uygulanmıştır (74, 105, 107).  

DDY oluşumu ve MSX1 geni arasındaki ilişkinin belirlenmesindeki en temel 

yaklaşım MSX1 geninin dizilenmesidir. Çalışma ve kontrol grupları arasındaki 

farkların belirlenmesi genin bu malformasyon üzerindeki önemini göstermektedir. 

Bazı çalışmalarda izole DDY’ li bireylerde herhangi bir MSX1 varyasyonu 

belirlenememiştir (44, 121). Bazı çalışmalarda ise farklı varyasyonlar bulunmuş, 

ancak oran hep %2 civarında kalmıştır (16, 69, 100). Bizim çalışmamızda MSX1 gen 

varyasyonu saptanmamıştır.  Elde edilen sonuçlarla Türk toplumu için MSX1’ in 

izole DDY etmeni olmadığını söylemek zor olsa da bu çalışmanın toplumumuz için 

önemli bir veri oluşturduğuna inanmaktayız. Daha farklı çalışmalar ile veri sayısının 
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artması, MSX1 geninin önemi ve etkisini daha iyi ortaya koyacaktır. Ancak 

malformasyonun etyolojisinin çok etkenli olması bu vakalarda tek bir genin değil gen 

gruplarının analizlerini gerekli kılmaktadır. Aynı zamanda genler ile çevresel 

faktörlerin etkileşimleri de çok etkenli olan vakalar için önemli bir noktayı 

oluşturmaktadır.  

MSX1 geni üzerinde günümüze kadar bazı SNP’ ler ve protein fenotipini 

değiştiren missens mutasyonlar bulunmuştur (44, 64, 105, 117). Bu mutant 

profillerden bazıları DDY’ ler ile bağlantılı çıkmış ancak aynı genotipler farklı bir 

populasyonda anomali üzerinde aynı etkiyi göstermemiştir. Bu tip sonuçlar çok 

etkenli kalıtım kalıbına sahip olan anomaliler için sık rastlanılan bir durumdur. Aynı 

mutasyon tiplerinin aynı veya farklı populasyonlarda aynı etkiyi göstermemeleri hem 

kusurun ortaya çıkmasında diğer genlerin de etkili olduğunu göstermekte hem de 

çevresel faktörlerin önemini artırmaktadır.  

MSX1 geninin etkileşimde olduğu diğer proteinler de DDY oluşumunda MSX1 

geni kadar etkilidir. Bugüne kadar aynı metabolik yolakta yer alan proteinleri ve 

onların kodlandığı genlerdeki mutasyonları içeren çalışma bulunmamaktadır. Henüz 

dudak oluşumunun ve palatogenezin tüm mekanizması tam olarak 

aydınlatılamadığından sadece iki veya üç geni içeren çalışmalar yapılmış (16, 69) ve 

bu genlerle hastalık arasında ilişki bulunmasına rağmen kusurun oluşma nedeni henüz 

belirlenememiştir. Ancak moleküler biyolojideki hızlı gelişmelerin yardımıyla kısa 

sürede ilgili genlerin hem fiziksel hemde biyokimyasal yapılarının daha iyi 

anlaşılacağı ve metabolik yolaklardaki epigenetik faktörlerin de ortaya konacağı 

düşünülmektedir. Bu gelişmeler sadece DDY oluşumunda değil kanser gibi 

multigenik temeli olan hastalıkların da daha iyi aydınlatılmasında ve tedavilerinin 

daha etkili olmasında önem taşımaktadır. 

 DDY insidansının coğrafik farklılıklar göstermesinin temel nedenlerinden biri 

de çevresel faktörlerdir. Teratonejik etmenler, bu etmenlere mağruz kalma sıklığı ve 

süresi DDY oluşumunda rol aldığı düşünülen teratojenik faktörlerin en önemli 

özelliklerindendir. Sadece teratojenik maddenin yapısı değil bu maddeye karşı bireyin 

reaksiyonu da DDY oluşumunda önemlidir (16, 44, 100). Çevresel faktörlerden en 

fazla çalışılan folik asit kullanımıdır (3, 41, 56, 89, 93, 107). Folik asit yetersizliğine 
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bağlı olarak nöral tüp defektleri, zeka ve gelişim gerilikleri en fazla görülen 

kusurlardır. Özellikle birinci trimester fetüsün oral yapılarının gelişiminde etkin 

olduğundan gebeliğin ilk aylarında folik asit veya multivitamin kullanımı oldukça 

önemlidir. Perikonsepsiyonel maternal günlük 400 μg folik asit kullanımının NTD 

insidansını %60’ a kadar düşürebileceği (70, 101, 125), düzenli olarak günlük 200 μg 

kullanımının da hastalığı tamamen önleyebileceği gösterilmiştir (124, 125). Hatta 

ABD’ de 1993 yılından başlayarak tahılların folik asitle zenginleştirilmesinin, takip 

eden 6 yıllık zamanda NTD prevalansının 1,89/1000’ den 0,95/1000’ e düştüğünü 

gösterilmiştir (106). Ancak yapılan başka bir çalışmada folik asit içeren (< 1mg) 

multivitamin takviyesinin DDY gelişiminin önlenmesinde etkili olmadığı 

gösterilmiştir (12, 13, 31).  Bu çalışmaların yanında folik asit metabolizmasında rol 

alan enzimlerin etkinliği ve folik asit takviyelerini karşılaştıran çalışmalar da 

yapılmıştır (32, 62, 110).   

Bizim çalışmamızda folik asit takviyesinin izole DDY oluşumunu genotipten 

bağımsız olarak azaltığı sonucuna varılmıştır (p=0,000). Folik asit metabolizmasında 

sadece MTHFR genleri değil diğer genlerin de rol aldığı göz önüne alındığında, 

sadece bir genotipe bakılıp değerlendirme yapılmasının yanıltıcı sonuçlar verebileceği 

düşünülmüştür. Bu nedenle çalışmamızda sadece folik asit veya folik asit içeren 

multi- vitamin takviyesi alınıp alınmadığı sorgulanmıştır.  Çalışmamızda  yer alan 

hasta grubunun sosyo- kültürel yapılarının kontrol grubuna göre daha düşük olması 

da bu sonucun ortaya çıkmasına neden olabilir. Kontrol grubunun da aynı sosyo- 

kültürel düzeyden olmaması, belki farklı sonuçların ortaya çıkmasını engellemiştir 

ancak yaptığımız çalışmada folik asit takviyesinin gerekliliği ilgili literatür ile 

parallellik göstermiştir (39, 56, 69, 115, 124). 

Sigara ve alkol kullanımı günümüzde birçok sorunun başlıca kaynağı olarak 

gösterilmektedir. Sigaranın oluşturduğu hücresel toksisiteye yönelik çalışmalar 

giderek yaygınlaşmaktadır. Fetüsün 12. gestasyonel haftaya kadar kraniyofasiyal 

gelişiminin çoğunu tamamlaması bu dönemin önemini vurgulamaktadır. Sigara 

kullanımı ve izole DDY oluşumu ile ilgili oldukça az sayıda çalışma bulunmaktadır. 

Bizim çalışmamızda iki grup arasında istatistiksel bir fark bulunamamıştır (p=0,123). 

Ancak gruplar arasındaki sosyo- kültürel farkların bu sonuca etkisinin olduğu 
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düşünülmektedir. Hasta gruplarının daha tutucu kesimden olması belki de sonucu 

etkileyen bir özelliktir. Ancak konu ile ilgili az sayıda literatür olması, bizim Türk 

toplumu ile diğer toplumları karşılaştırmamızı kısıtlayan bir faktör olarak değ-

erlendirilmiştir.  

Sigara için yapılan yorumların benzerleri alkol için de yapılabilir. Çalışmamızda 

gruplar arasında istatistiksel olarak alkol tüketimine dayalı bir fark bulunmamıştır. 

Aynı şekilde, iki grubun sosyo- kültürel  parametrelerin bu sonuca etki ettiğini 

düşünmekteyiz. Bizim bulgularımız ilgili literatürle ilişkili çıkmamıştır (69, 100, 

117). Bu konuda daha fazla çalışmaya ihtiyaç olduğu açıktır.  

Hasta ve kontrol gruplarına profesyonel genetik danışma alıp almadıkları sorusu 

sorulduğunda iki gruptan kimsenin almadığı anlaşılmıştır. Bireylerden ayrıntılı 

anamnez alınırken genetik danışma alıp almadıkları sorulmuş ve hasta grubundan 9, 

kontrol grubundan ise 60 kişinin bilgilendirildiği belirlenmiştir. Bu sonuçlar iki grup 

arasında istatistiksel bir fark oluşturmamıştır (p=0,345). Ancak genetik danışmanlığın 

önemi ülkemizde henüz anlaşılmadığından, anlamlı bir fark bulunması 

beklenmemeiştir. Konu ile ilgili literatüre baktığımızda çok az çalışmada DDY 

oluşumuna dair genetik danışma verildiğini görmekteyiz (69). Genetik faktörlerin 

daha iyi aydınlatılmasıyla genetik danışma hizmetinin daha iyi verileceği 

kuşkusuzdur. 

Cinsiyetin izole DDY oluşumuna etkisini belirlemek amacıyla yapılan 

istatistiksel analizde kontrol grubundaki erkeklerle hasta grubundaki erkekler  

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Tablo 6.3). Bugüne kadar 

ilgili literatürde izole DDY’ li vakalarda böyle bir sonuç elde edilmemiştir. İzole 

DDY oluşumunun erkeklerde daha fazla meydana görülmesinin moleküler bir neden 

bağlı olmadığını, kusurun oluşmasında çevresel faktörlerin daha etkin olduğunu 

düşünmekteyiz. 

Çok etkenli hastalıklar tanı konması ve hastalığın temelinin anlaşılması 

açısından en karmaşık hastalıklardır. Hastalığın nedeni birden fazla gen grubu ve bu 

genlerin ekspresyon düzeylerini etkileyen çevresel faktörlerin oluşturduğu 

düzensizliklerdir. Yapılacak olan çalışmalar ile sadece DDY gibi kusurların değil, 
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diğer çok etkenli hastalıkların da nedenleri anlaşılmaya çalışılacaktır. Türk toplumunu 

içeren daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. Farklı merkezler tarafından 

yürütülebilecek ortak çalışmalarla toplumumuz hakkında daha fazla bilgiye 

ulaşabilecektir. Özellikle her toplumda olduğu gibi Türk toplumunda da DDY’ li 

vakaların incelenmesinde çevresel faktörlerin ve bundan sonraki araştırmalarla ortaya 

çıkarılabilecek moleküler etmenlerin göz önünde bulundurulduğu genetik danışma 

birimlerine ihtiyaç vardır.   

Bu nedenle bundan sonraki çalışmalarımızda aynı hasta grubunda diş eksikliği 

ile ilişkili Pax9 ve IFR6 gen varyasyonlarının belirlenmesi ve oral yarıkların 

etyolojisinde önemi olan TGFB3 ve TGFA gen analizlerinin yapılması 

amaçlanmaktadır.  
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