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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SENDROMSUZ DUDAK DAMAK YARIKLI TURK HASTALARDA
BAZI MUTASYON TiPLERININ BELIRLENMESI

Ezgi HALATLI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Osman KETENOGLU

Dudak ve/veya damak yariklari dogustan meydana gelen, en yaygin dogum
kusurlarindan biri olarak, insanlarda diinya genelinde 1-500/1000, Tiirk bireylerde
0.95/1000 oraninda gozlenmektedir. Hastalik, genetik ve cevresel faktorlerin dahil
oldugu cok faktorlii etiyolojiye sahiptir. Dudak damak yariklarinin, yaklasik olarak
%70’inde sendromsuz; %30’unun da sendromik olgudan birinin bulundugu
saptanmistir. Sendromsuz dudak ve/veya damak yariklarinin olugmasina neden olan
cok sayida aday gen bulunmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, Tiirk toplumunda sendromsuz
D/DY yarikli vakalarda, baska populasyonlarda saptanan aday genler olan MSX1 ve IRF6
genlerinde meydana gelen bazi polimorfizmlerin tanimlanarak, Tiirk populasyonunda
sikliginin arastiritlmasidir. Calisgmamizda, akraba olmayan 71 sendromsuz DDY vakasi ile
89 kontrol bireyi genotipik olarak karsilastirilarak vaka-kontrol caligmasi yapilmistir.
Sirastyla, MSX1 ve IRF6 genlerinde meydana gelen -8796A>G ve 820 G>A
polimorfizmleri PCR-RFLP teknigi ile analiz edilmistir. Sonug olarak, IRF6 820 G>A
(p=1) degisiminin aksine Tiirk sendromsuz D/DY’l1 vakalarda, yarik olusumu igin

MSX1 -8796A>G polimorfizmi (p=0.008849) yaygin bir neden olarak saptanmustir.

Kasim 2010, 59 sayfa
Anahtar Kelimeler: Dudak yarigi, damak yarigi, sendromsuz dudak yarigi ve/veya

damak yarig1, Tiirkiye



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF SOME MUTATION TYPES IN TURKISH PATIENTS
WITH NONSYNDROMIC CLEFT LIP AND/OR PALATE

Ezgi HALATLI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology

Supervisor: Professor Dr. Osman KETENOGLU

Cleft lip and/or cleft palate is one of the most common congenital malformation in
humans that prevelance is a 1-500/1000 worldwide and 0.95/1000 in Turkish
individuals. The etiology of diease is multifactorial, which is combined of genetic and
enviromental factors. Nonsyndromic cleft lip and/or cleft palate has a higher prevalence,
approximately 70% higher than the syndromic type. Numerous candidate genes
determinated as a cause of nonsyndromic CL/P. The aim of the present study is to
define some polimorphisms of mutations in IRF6 and MSX1 genes and to investigate
the prevalence in the Turkish nonsyndromic cleft lip and palate population. In our
research, we compare 71 unrelated nonsyndromic CL/P cases and 89 unrelated control
indivuduals in case-control study. -8796A>G ve 820 G>A polymorphisms in MSX1 and
IRF6 genes were analyzed by PCR-PFLP technique, respectively. -8796A>G
polymorphism (p=0.008849) of the MSX1 gene is a common cause for cleft occurence
in Turkish nonsyndromic CL/P patient unlike IRF6 820G—> A polymorphism(p=1).

November 2010, 59 pages

Key Words: Cleft lip, cleft palate, nonsyndromic cleft lip and/or palate, mutation,
Turkish
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1. GIRIS

Sendromsuz dudak ve damak yariklari konjenital (dogustan) bozukluklarin en yaygin
smiflarindan birini temsil etmektedir. Diinya genelinde bu bozukluk cografi etkenlere,
etnik kokene bagl olarak her 500-1000 dogumda 1 bireye etki ettigi saptanmis olan
genel bir saglik problemidir (Murray ve Schutte 2004).

Bireylerde dudakta ve damakta yarik olusumunun nedeni karmagsiktir. Hastaligin
patogenezine hem genetik hem de gevresel etkiler rol oynamaktadir (Jugessur ve
Murray 2005).

Orofasiyal yariklar (bas ve yiizle ilgili olan yariklar) diger konjenital anomalilerin
varligina dayandirilarak sendromik veya sendromsuz olarak siniflandirilirlar. Dudak
damak yariklarinin, yaklagik olarak %70’inde sendromsuz; kendiliginden olusan
bozukluklar izlenirken, %30’unun da 400’den fazla tanimlanmis olan sendromik
olgudan birinin bulundugu saptanmistir. Aday genlerin tanimlanmasinda 6nciiliik eden

bu sendromlar genellikle basit Mendelyan kalitimina sahiptir (S6zen vd. 2009).

Sendromsuz yariklar “sadece dudak yarig1” (CLO-cleft lip only MIM 119530)”, “sadece
damak yar1g1”(CPO, cleft palate only-MIM 119540), “dudak damak yarigi” (CLP, cleft
lip ve palate —-MIM 119530) olarak fenotiplere ayrilabilir. “Sadece dudak yarigi ve
“dudak damak yarig1”, genelde “damak yarikli ve/veya yariksiz dudak yarigi” olarak
“sadece damak yarigi”’ndan ayrilmaktadir (Morktiniené vd. 2006). Orofasiyal yapilarin
olusmasinda gorev alan Msh homeobox 1 (MSX1) gibi transkripsiyon faktorleri,
dontistiiriicii biiytime faktor B (TGF-B) siiper ailesinin tiyeleri, kemik morfogenetik
proteinleri, sonik hedgehog (Shh) gibi sinyal yollari, fibroblast biiylime faktorlerini
(FGFs) gibi biiylime faktorleri ve reseptorlerini igeren genlerin siralamasinin siki bir

kontrolii altindadir (Stanier ve Moore 2004).

Bugiine kadar Asya, Avrupa, Giiney ve Kuzey Amerika’daki sendromsuz dudak damak



yarikli bireylerde aday genlerin saptanmasi ve haritalanmasi konusunda birgok
aragtirma yapilmis ve IRF6 ve MSXI1 genlerindeki mutasyonlar haritalanmis ve
sikliklar1 hesaplanmustir (Lidral vd. 1998, Beaty vd. 2001, Blanco vd. 2004, Fallin vd.
2003, Jezewski vd. 2003, Jugessur vd. 2003, Vieira vd. 2003, Moreno vd. 2004, Vieira
vd. 2005, Modesto vd. 2006, Tongkobpetch vd. 2006, Park vd. 2007).

Bu ¢alisma da Tiirk toplumunda, baska populasyonlarda sendromsuz dudak damak
yarikli vakalarda saptanan aday genler olan IRF6 ve MSXI1’deki mutasyonlarin
tamimlanmasit ve bu aday genlerin Tirk populasyonundaki sikliginin saptanmasi

amaclanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Dudak ve Damak

Bas ve yiiz gelisimi, embriyonik siire¢ icerisinde meydana gelen en karmasik olaylardan
biridir. Olusumlarinda hiicre polaritesinin hiicre-hiicre etkilesimlerini yoneten proteinler
ile transkripsiyon faktorler ve sinyal molekiilleri gibi diizenleyici mekanizmalar gorev

yapmaktadir (Jugessur ve Murray 2005).

Damak, primer ve sekonder damaktan meydana gelir. Bas ve yiiz gelisimine dahil olan
dudak ve damak gelisimi, insanda embriyonik siiregte hamileligin 4. ve 9. haftalan

arasinda meydana gelmektedir.

Primer
Damak

Sekonder
Damak

Sekil 2.1 Damagin yapisi (http://i.pbase.com/u20/stella97king/large/20524457. TWODA
YS.jpg)

Embriyonik gelisim sonucunda insanda gelismis dudak damak yapisinda, primer
damak; disler, list dudak, sert dudak ve alveolusun 6n kismindan, sekonder damak ise

sert damak ve yumusak damak, alveolusun bir kismi, uvula ve tonsilden meydana
gelmektedir (Sekil 2.2).



Sert Damak

Yumusak Damak

Uwvula

Tonsil

Dil

Sekil 2.2 Dudak ve damagin yapisi (http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/
8/84/Throat_with_Tonsils_0011J.jpeg)

2.2 Dudak ve Damagin Embriyolojik Gelisimi

Embriyolojik gelisimin ilk haftalarinda, fasiyal primordiayr meydana getirmek igin,
mezengim hiicreleri ile ©n tarafta bulunan (anterior) ve ndral tipiin arka
kismindan(dorsal) kdken alan noral krest hiicreleri birlesir. Fasiyal primordia olusum
safhasinda, on tarafta (anterior) néropodun kapanmasindan 6nce oral plaka ¢evresinde
takip eden yapilar yer almaya baslar: Basin orta noktasi, stomedium kapanirken, oral
membrana rostal ve notokordal plakanin eklendigi bolgedir. G6z vezikiillerinin ¢ukurlar
belirgindir. Yanlardaki g6z kadehleri, olfaktori hiicreleri stomedium ¢evresine dogru,
prosensefalonun 6n bolgesinden go¢ eder ve oral membran tarafinan kapatilir (Jirasek

2004).

Erken embriyonik safthada anterior ndropod kapatilir, oral membran kaybolur ve olfakto
ri (koku alma ile ilgili) plakodlar belirgin degildir. Pentagonal stomedium goz
kadehleriyle ve maksilar ve mandibular merkezler ilk farengial arklarla ektodermle
kapli 6n beyin sekillenir (Jirasek 2004).

Hamileligin 4. haftasinda, embriyonik safhada nazal ¢ukurlar ve ¢ikintilar belirginlesir.

Olfaktori (gozle ilgili) plakodlarla iligkili serebral yarim kiire belirginlesir. Okulonazal



(burun ve gozle ilgili olan) mezensim premaksilar, orta-nazal ve yan-nazal kisimlarla

nazal ¢ikint1 meydana gelir (Sekil 2.3).

premaksilar
cikintilar

_Nazal
plakod .. Lateral nazal
Oral gikintilar

al
membran J'- Medial nazal
4 tkmtil
griantiiar nazomaksilar SB
kanal ]

Sekil 2.3 Hamileligin 4. ve 5. haftasinda yiiziin gelisimi, modifiye edilerek (Smith vd.
1984)

Geg embriyonik safhada primer damak kapandiktan sonra, hamileligin 6- 7. haftalar
boyunca nazal ¢ukurun premaksilar ve lateral kisimlar1 burun deliklerine anterior olarak
(6n kisma dogru) kaynasir ve nazal ¢ikintilarin ve maksilar primordianin, premaksilar
kisimlart primer damagin her bir kisminda kaynasir. Sag ve sol premaksilar kisimlar
arasindaki c¢entik nazal kapsiiliin septal mezensimiyle doldurulur. Nazal kapsiil burunun
dorsum (arka) ve u¢ noktasina katilir. Gz yariklart géz kapaklarinin kaynasmasiyla

kapanmustir (Wong ve Hagg 2004) (Sekil 2.4).

Sekil 2.4 Embriyo gelisiminde 6. ve 7. ve 8. haftalar, modifiye edilerek (Smith vd.
1984)

9. haftada (farelerde 14-15. embriyonik giin) yani fetal safhada, bilateral (¢ift tarafli)
damak rafi, dil etrafinda hareket ederek, birbirleriyle ve nazal bélmeyle kaynasarak hizli

horizontal (yatay) bi¢im degistirme gosterir. Bu islem Orta Hat Epiteli (MES: Medial



edge epitelium) tamamen kayboldugunda sona ermektedir (Wong ve Hagg 2004) (Sekil
2.5).

nazal bélme

primer orta nazal
damak sisligi

nazal
septum

nazal bélme
primer damaic 3

filtrum

kaynamas
damak raflan

Sekil 2.5 Embriyonik gelisimde 9. haftada damak gelisimi (William ve Lawrance 2001)

Damak nazal epiteli silli yalanci tabakali epitele, oral kisimdaki hiicreler
keratinlesmemis ¢ok katli yassi epitele farklilasir. Bu arada yumusak damak gelisir ve

sonrasinda kemiklesmeyle birlikte sert damak meydana gelir (Meng vd. 2009).

Embriyolojik gelisimin 11 ve 12. haftalarinda lateral ve mediyal nazal ¢ikintilar1 orta
kisma dogru ilerlemesini saglayan maksillar ¢ikintilarda ortaya dogru ilerleyerek {ist
dudagi olustururken, mandibular ¢ikintilarda alt dudagi olusturur (Stainer vd. 2004).
Fasiyal primordianin normal gelisimini sinyal etkilesimleri kontrol etmektedir. Yapilan
fare mutant modellemeleri ve insan calismalar1 da biiyiime faktorleri, hiicre dis1 matrix
proteinleri, hiicre adezyon molekiilleri gibi gen iriinlerinden olusan faktorlerin siki
kontrol altindaki damak gelisiminde, bolgesel diizenlemelerde gorev yaptiklarini ortaya

koymaktadir (Meng vd. 2009). Bu faktorler gen ekspresyonunun gelisimsel olarak



anlamli olusuyla sonunglanan, hiicre i¢i ve hiicreler arasi olaylarda etkilesime
girmektedirler. Burada s6zii edilen genlerin yapilarinda meydana gelebilecek

bozukluklar ve hatalar dudak damak yariklarina neden olmaktadir.

Ozellikle gebeligin 30—37. giinleri arasinda maxilar (¢cene kemigine ait) ve lateral nazal
cikintilarin, orta nazal ¢ikinti ile meydana gelen fiizyonunun duraklamasi dudak
yariklarinin meydana gelmesine yol agar. Gebeligin 50—60. giinleri arasinda damak
raflarin orta hatta ve yatay diizlemde olusan fiizyonunun duraklamasi ise damak

yariklarinin meydana gelmesine neden olur (Wong ve Hagg 2004).

2.3 Dudak Damak Y ariklar: Simiflandirmasi

Dudak damak yariklarinin siniflandirtlmasinin gerekliligi onlarin tanimlanmasi, neden
lerinin arastirilmasi ve yonetim sonuglarinin karsilastirilmasiyla ortaya konulmaktadir.
Yarik olusumlar: tarihte birgok sekilde siniflandirilmistir (Davis ve Ritchie 1922, Fogh
ve Veersen 1942). Ancak bu simiflandirma tipleri tiim yarik tiplerini igermedigi ya da alt

smiflandirmalara deginmedigi i¢in basarisiz bulunmustur.

Orofasiyal yarik siniflandirmalarindan embriyolojik temele dayandirilmis olarak
olusturulan siniflandirma giiniimiizde halen yaygin bigimde kullanilmaktadir (Kernahan
ve Stark 1958). Bu smiflandirma tipine gore yarik tipleri,
e Sadece Primer Damak Yariklari: Damagin 6n kismi olan, primer damakta
dolayisiyla dudak kisminda da mezensim hiicrelerinin kaynasamamasindan

dolay1 meydana gelen yarik tipidir (Sekil 2.6).



Sekil 2.6 Kernahan ve Stark’in sadece primer damak siniflandirmasi (http://emedicine
.medscape.com/article/837347-media,http://interplast.blogs.com/.a/6a00d834
1c8ede53ef01156fc42096970b-800wi)

e Sadece Sekonder Damak Yariklari: Damagin arka kismi olan, sekonder
damaktaki mezensim hiicrelerinin kendi aralarinda ve nazal septumdaki

mezensim hiicreleri ile kaynasgamamasindan dolayr meydana gelen damak yarig1

tipidir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7 Kernahan ve Stark’in Sadece Sekonder damak yarig1 (http://emedicine.medsca
pe.com/article/837347-media, Silva Filho vd. 2007)

e Primer - Sekonder Damak Yariklari: Damagin hem pirmer hem de sekonder
kisminda, dudagi da igine alarak nazal septim hiicreleri ile kaynagamamasindan

dolay1 meydana gelen yarik tipidir (Sekil 2.8).



Sekil 2.8 Kernahan ve Stark’in Primer-Sekonder damak yariklar1 (a:http://emedicine.m
edscape.com/article/837347media,http://www.mdconsult.com/das/pdxmd/me
dia/0417/7041717/large.jpg, b: http://emedicine.medscape.com/article/83734

7-media, http://img.tfd.com/mosby/thumbs/500051fx16.jpg)
a:Unilateral, b: Bilateral

Bagka bir smiflandirma da klinik olarak, dogustan meydana gelen anomalilerin varligi
baz alinarak yapilmaktadir. Dudak damak yariklari;

a) Sendromsuz (nonsendromik, izole) dudak damak yariklari

b) Sendromik dudak damak yariklar1 olarak da siniflandirilabilmektedir (Sekil 2.9).

Dudak damak yariklar1 fark edilebilen modellerde ki diger bozukluklarla (genellikle 2
veya daha fazla) meydana geldiginde, sendromik dudak damak yarigi olarak
smiflandirilir. Sendromsuz ifadesi ise, dudak ve/veya damak yariklarindan etkilenmis
bireylerin fiziksel ve gelisimsel olarak baska bir anomaliye sahip olmamasiyla ifade

edilmektedir (Scutte ve Murray 1999).



Sekil 2.9 Van der Woude Sendromlu hastada Sendromik dudak damak yariklar1 (Ghasib

be vd. 2004)
(A:Dudak yarig1 B: Dudak Oyugu C: Sindaktili D: Buccal Sinesi)

2.4 Dudak Damak Yariklarimin Etyolojisi

Fasiyal yariklarin etiyolojisi karmasiktir ve heniiz tam anlamiyla aydinlatilabilmis

olmasa da genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle meydana geldigi bilinmektedir. Yarik
olusumu, dudak ve damak gelisiminde gorev alan genlerde meydana gelen
mutasyonlarin, annenin hamilelik boyunca sigara veya alkol kullanmasi, hamileligi
boyunca gecirdigi atesli hastaliklar, folik asit kullanimi, radyasyona maruz kalmasi ve
hamilelik boyunca antikoagiilan, steroid gibi ilaglar1 kullanmasi gibi ¢evresel etkiler ve
cinsiyet farkliliklariyla meydana getirdigi kombinasyonlar sonucu olustugu diisiiniilen

dogumsal anomalilerden biridir (Jugessur ve Murray 2005).

2.5 Dudak Damak Yariklariin Goriilme Sikhgi

Dudak yari1g1, damak yarig1 ya da ikisinin bir arada goriilme riskinin sikligi, cografik

kokene ve 1rksal gegmise ve cinsiyete gore degismektedir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Dudak yarig1, damak yarig1 ve dudak damak yariginin etnik kimlik ve
cinsiyete gore prevalansi

Karakteristik Damak Yarigi Dudak Yarigi Dudak damak yarigi
Irk/Etnik Kimlik
Beyaz 0.62 0.38 0.75
Siyah 0.46 0.26 0.42
Cinsiyet
Erkek 0.51 0.35 0.75
Kadin 0.59 0.32 0.50
Toplamda
0.6/1000 1/1000 1/1000
Prevalansi

Bu dogum kusurunun sikligina gore, Amerikan Yerlileri’nde en yiiksek risk, Asya,
Beyaz irk, Afrikali’larda da en diistiik risk gozlenmektedir (Wyszynski 2002, Mossey ve
Little 2002).

Dogumsal bir bozukluk olan, dudak damak yariginin diinya genelinde meydana gelme
sikligr 0.2—4.3 arasinda degismektedir. Yapilan aragtirmalara gore bu oran, Tirkiye’de
0.95’tir (Tungbilek 1996,1999).

Ayrica dudak damak yariklarini, sendromsuz ve sendromik dudak damak yariklari
olarak 2 gruba ayirdigimizda, sendromsuz dudak damak yariklarinin goriilme sikligi
yaklagik olarak %70 iken, kromozomal anomalilerin, 300 den fazla farkli Mendelyan
sendromu, terotejenler ve kategorize edilemeyen sendromlar gibi alt gruplara ayrilabilen
sendromik dudak damak yariklarinin %30’luk orani olusturdugu ifade edilmektedir
(S6zen vd. 2009) .
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2.6 Sendromsuz Dudak Damak Y ariklarinda Genlerin Rolii

Dudak ve/veya damak yariklartyla ilgili yapilan ¢alismalarda hastaligin genetik olarak
ortaya konmasi i¢in saptanmis olan ¢ok sayida gen vardir. Bu genlerden bazilar1 hem
sendromik hem de sendromsuz dudak damak yarig1 olusumunun genetigiyle

iliskilendirilmistir (Cizelge 2.2).

Yarik olusumuna yatkinligi olan genler, baglanti ve iliski caligmalari, Mendelyan
modelleri, hayvan modelleri ve insan ve fare ifade caligmalarini igeren g¢esitli
stratejilerle tanimlanmistir (Stevenson ve Hall 2006). Bir genin giiglii bir yarik aday
geni olabilmesi i¢in, transgende yarik olusumu fenotipiyle sonu¢ vermesi ve kritik bir
zamanda ve dudak damak yarig1 gelisimiyle ilgili doku da ifade olmasi gerekmektedir.
Bu durumla ilgili en iyi 2 6rnek, gen ekspresyonlar1 kraniofasiyal gelisimde bir rolii
destekleyen ve knockoutlari yarik olarak sonug veren Msx1 ve Tgfb3’tiir. MSX1 i¢in, 2
bagimsiz knockout ¢alismast %100 damak yarigiyla sonuglanmisken (Satokata ve Maas
1994, Houzelstein vd. 1997), damag igeren kraniofasiyal yapilarin gelismesinde ifade
olmustur. Tgfb3 vakasi ise, 2 bagimsiz knockout damak vyarigi fenotipiyle
sonuglanmustir (Schutte ve Murray 1999).

En cok ilgi gosterilen diger 4 gen, PVRL1, FGFR1 ve IRF6°dir. Hastalikla iliskili bu
genlerden PVRLI1, IRF6 genleri Mendelyan fenotipin kopyasiyla tanimlanmis yani
sendromik dudak damak yariklariyla iliskilendirilmis genlerken, FGFR1 geni farkli
fenotiplerde haritalanan baglanti ve kromozomal anormallikler ile tanimlanmigtir
(Stevenson ve Hall 2006). Asagidaki ¢izelgede sendromsuz dudak damak yariklariyla
ilgili oldugu diisliniilen genler, bunlarin lokasyonlar1 ve iliskili oldugu sendromlar ve

olgular verilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Sendromsuz dudak damak yariklarindaki bazi aday genler, gevresel etkilesi
mleri, neden oldugu sendromlar ve gen fonksiyonlari

Gen
Lokasyon Gen Cevre-Gen iliskisi Sendrom ]
Fonksiyonu
Maternal sigara
2p13 TGF-oo  kullanimi  (Shaw vd. Biiyiime faktori

1996., Beaty vd. 1997)

Orofasiyal yarikli veya yariksiz

otozomal domi-nant hipodonti

Maternal alkol  Wolf-Hirschhorn sendromu o
o o _ Transkripsiyon
4q16 MSX1 kullanimi  (Martinelli  (Nieminen vd. 2003, Jezewski Fak
aktorii
vd. 2004) vd. 2003, Slayton vd. 2003),
Witkop Sendromu (Jumlongras
vd. 2001 )

Van der Woude Sendromu, o
) . Transkripsiyon
1932.2 IRF6 Popliteal Pterygium Sendromu
(Kondo vd. 2002)

Margarita Adast Ektoder-

Faktori

mal displazi, Zlotogora-Ogur
Hiicre  adezyon
11g23.3 PVRL1 Sendromu ve dudak/damak
molekiilii
yarikli  ektodermal  displazi

(Suzuki vd. 2000)

Alkol kullanimi
1424 TGF-B3 L Biiytime Faktorii
(Romitti vd. 1999)

Kallmann Sendromu (Dode vd. Biiyiime faktorii
8p1l FGRF1
2003) reseptoril

Folik asit eksikligi
1p36.3 MTHFR  (Shotelersuk vd. Hiicre sinyali
2003)

Sendromsuz dudak damak yariklariyla ilgili yapilan bu ¢alismada ise, hastalikta genetik
diizeyde dudak ve damak gelisimde 6nemli roller oynayan, transkripsiyon faktorlerine

dahil olan IRF6 ve MSX1 geninin Tirk hastalarda, sendromsuz dudak ve damak
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yariklar1 ile ne derecede ilgili oldugu arastirilacak ve bdylece, gen diizeyinde bir

polimorfizmin varlig: tespit edilecektir.

2.6.1 IRF6 geni

2.6.1.1 IRF6 geninin yapis1

Kromozomal lokusu 1932.3-q41 olan Interferon diizenleyici faktér 6, yiiksek derecede
korunmus olan N-terminal sarmal-doniis-sarmal DNA baglanma domaini (amino asit
13-113) ve daha az korunmus olan SMIR interferon diizenleyici faktdr protein
baglanma domainninden olusan, 9 iiyeli transkripsiyon faktor ailesindendir (Sekil 2.10)

(Eroshkin ve Mushegian 1999, Taniguchi vd. 2001).

Chr 1

pag.13
pag.1L
p3d.3
pad.2
paz.3
pat.3
pat.l
pe2.2
p2l.3
pel.1
pla.3
pi3.2
yl2
g2l
9213
423.3
4242
425.2
425.3
git.l
43l.3
giz.1
gd2.13
2.2
3
odd

(o2
# ol
[

I gl

-y e
:

Sekil 2.10 IRF6’nin kromozom 1 iizerindeki yeri (http://www.genecards.org/cgi
bin/carddisp.pl?gene=IRF6&search=IRF6)

IRF6 (MIM 607199) geni, 18,217 baz g¢iftinden olusmustur. Kodlanan bolge 9
ekzonluktur ve tiriini 297 amino asitlik IRF6 proteinidir (Morktiniené vd. 2006) (Sekil
2.11).

5’ 3—4 7 —8-4 9 7/ ] 100Kbg 3

DNA BD PBD (SMIR)

Sekil 2.11 IRF6 geninin yapis1 (Ghasibbe vd. 2005)
(DNA BD: DNA Baglanma Domaini, PBD: Protein Baglanma Domaini)
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2.5.1.2 IRF6 gen ifadesi

IRF6 transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon gosterir. Primer damagin gelisimi
boyunca ve damak rafinin orta (medial) kenarin olusumunda yiiksek miktarda ifade
olmaktadir (Ben vd. 2005) (Sekil 2.12). Bu gen ayn1 zamanda keratinosit proliferasyonu

ve farklilasmasinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir (Richardson vd. 2006).

Ph @ - Irf6

SP - (

Sekil 2.12 9-10. haftalarda intermaksilar segment (Stainer vd. 2004)
(UL= Ust dudak, Ph=Filtrum, PP=Primer damak, SP= Yumusak damak, U=Uvula)

Farelerde yapilan calismalara bakildiginda IRF6’nin null (sessiz) oldugu farelerde,
anormal deri, iskelet ve kraniofasiyal (yiize ve kafatasina ait) gelisimi gdzlenmistir
(Kondo vd. 2002). Bu fareler embriyonik olarak letal olabilirler (Ingraham vd. 2006,
Paun ve Pitha 2007) .

Insanlarda yapilan calismalara bakildiginda ise, 6rnegin Van der Woude Sendromu
nedeniyle aralarinda uyusmazlik bulunan monozigotik ikizlerden birinde, IRF6’nin 4.
ekzonunda nonsense mutasyon bulunmustur. Bagka bir ¢alismada ise Van der Woude
Sendrom’lu 45 akraba olmayan ailede ve Popliteal Pterygium’dan etkilenmis olan 13
ailede, her iki fenotipe de yol agan mutasyonlar bulunmustur (Kondo vd. 2002).
Boylece IRF6 geninde meydana gelen bazi mutasyonlarin, sonug olarak Van der Woude
Sendromu ve Popliteral Pterygium Sendromu gibi genetik bozukluklarin ortaya

¢ikmasinda etkili bir rol oynadig1 gosterilmistir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3 Van der Woude Sendromu ve Popliteal Pterygium Sendromu’nun IRF6 ile

iliskisi
GEN Sendrom OMIM  Ozellikler Mutasyon
DDY, alt dudak oyugu, Ekzon 3-4-7-9 missense
IRF6 VWS 119300
hipodonti, normal zeka mutasyonlar1
DDY, popliteal pterygia, )
) - Ekzon 4 missense
IRF6  PPS 119500 sindaktili, anormal dis genital
mutasyonlari

bolge

2.5.1.3 IRF6 geni ve dudak damak yariklari

IRF6 geninde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle olusan iki sendroma deginecek
olursak; bunlardan Van der Woude Sendromu (OMIM 119300) kromozom 1g32-g41
gibi kritik bir bolgede lokalize olan, en yaygin sendromik formda ki, dudak veya damak
yarigmin goriildiigli gelisimsel hastaliktir. IRF6 genindeki DNA baglanma domaininde
(ekzon 3-4) ve protein baglanma domaninde (ekzon 7-8-9) meydana gelen missense

mutasyonlarin neden oldugu otozomal dominant bozukluktur (Kondo vd. 2002).

Sendromik dudak ve damak yariginin yani sira sadece damak yarigindan ( izole damak
yarigl) ayri tutulmasina neden olan, alt dudak oyugu (%85) ve hipodonti (%25) gibi
bozukluklarla birlikte, normal zeka ile karakterize olan bir sendromdur (Van der Woude
1954, Koillinen vd. 2001) (Sekil 2.13).

16



Sekil 2.13 Van der Woude Sendromlu hasta A: Dudak yarigi B: Dudak Oyugu C: Sin-
daktili C: Buccal Sinesi (2 organ arasi anormal yapisiklik) (Ghasibbe vd.
2004)

IRF6 geninde mutasyonlarin meydana gelmesiyle olusan bagka bir sendrom ise
Popliteal Pterygium Sendromdur. Bu bozukluk (OMIM 119500), Van der Woude
Sendromunun karakteristik 06zelliklerine ek olarak, popliteal pterygia, sindaktili,
anormal dig genital bolge gibi deri ve genital bolge anomalilerine sahiptir (Little vd.
2009) (Sekil 2.14).

SRR S

Sekil 2.14 Popliteal Pterygium Sendromlu hasta (Lees vd. 1999)

Popliteal Pterygium Sendromu’na neden olan missense mutasyonlari, IRF6’nin DNA

baglanma domaininde ekzon 4 tizerinde bulunur (Kondo vd. 2002). Otozomal dominant
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bozukluktur, tek gen hastaligidir. Prevalans: yaklasik olarak 300.000 de 1 olarak, nadir
goriilen bir sendromdur (Bjork vd. 2006)

Gende meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu sendromlardan 6zellikle VWS igin
tanimlanan IRF6 geni iizerinde yapilan birgok arastirmada diger populasyonlarda
(Italya, Belgika, ABD, Tayland/Singapur/Kore, Giiney Amerika, Norvec) Sendromsuz
Dudak ve/veya damak yariklari ile IRF6 geni adina anlamli iliskiler gosterilmistir ve bu
iligkiler % 12-18 arasinda bir degerle ifade edilmistir (Kondo vd. 2002, Zucchero vd.
2004, Martinelli vd. 2005, Ghassibe vd. 2005, Blanton vd. 2005, Srichomthong vd.
2005, Park vd. 2007, Vieira vd. 2007, Jugessur vd. 2008).

ftalyan populasyonunda tek bir allel icin p degeri 0.002 degerinde bulunmustur. Bu
sonug, sendromsuz dudak damak yariginda hastalik sebebi olarak IRF6’nin katilimini
kabul eden ve Avrupa soyundan populasyonlarda bu genin dudak damak yarigi
meydana gelmesinde rol oynadigini gii¢lii olarak desteklemektedir (Martinelli vd.
2005). Aymi sekilde Belgika populasyonunda yapilan arastirmada 195 ebeveyn-vaka
tigliisiinde IRF6 i¢in p degeri 0.02 verilmistir (Ghassibe vd. 2005). Sonrasinda yapilan
bir aragtirmada 43 beyaz, 7 Ispanyol irkindan, 1 Afrikali ve Amerikali’dan olusan vaka
setinde p=0.05 lik bir oran saptanmistir (Blanton vd. 2005). Tayland populasyonunda
192 dudak damak yarikli Taylandli hasta, 177 anne, 73 baba ve 278 kontrol arasinda
yapilan arastirmada IRF6 geninde meydana gelen 820 G>A degisimi dudak damak
yarigina % 1.67 oraninda genetik katkidan sorumlu bulunmustur (Srichomthong vd.
2005).

2.6.2 MSX1 geni
2.6.2.1 MSX1 geni yapisi
Kromozomal lokusu 4p16.3-p16.1 olan, MSX1 (OMIM 142983) Drosophila msh’mna

(muscle segment homeobox) homolog olan, homeobox iceren genlerin ailesine dahil

olan transkripsiyon faktoridiir (Sekil 2.15). 2 ekzonu, 1 intronu bulunan MSX1’in
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uzunlugu 4.052 baz ciftidir. Bu genin tirlini ise 297 aminoasitlik Msh homeobox 1-like
protein MSX1’dir (Morkiiniené vd. 2006) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.15 Kromozom 4 tizerinde MSX1 geni (http://www.genecards.org/cgi-bin/card
disp.pl?gene=MSX1&search=MSX1)

S'UTR INTRON 3'UIR

Sekil 2.16 MSX1 geninin yapis1 (Lace vd. 2006)

2.6.2.2 MSX1 geni ifadesi

Yiiksek miktarda korunmus olan MSX1 geni, kraniofasiyal (yiize ve kafaya ait)
bolgelerin gelisiminde bircok organda ifade edilerek (Lidral vd. 1998), hiicrede sinyal
transdiiksiyon gidis yollarini aktiflestirerek ya da baskilayarak gen ekspresyonunu
kontrol eden transkripsiyonal repressor /baskilayict olarak; (Catron vd. 1995, 1996),
hiicre farklilasmas1 ve baskilanmasi aktivitesinde (Bendall ve Abate-Shen 2000), PAX3
(Paired Box 3), DLX5 (Distal Less Homeobox 5) gibi proteinlerle dimer olusturup
onlarin transkripsiyonal aktivitelerinin diizenlenmesinde, dental mezensimde oldugu
kadar damak mezensiminin 6n kisminda ifade olan epitelyal mezensim etkilesimi i¢in
(Alappat vd. 2003), yani fasiyal primordia da damak mezensiminde Bmp2 Bmp4
proteinlerinin ve orta hat epitelindeki Shh’in ekspresyonu gorev alir (Zhang vd. 2002)
(Sekil 2.17) .
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AMsx 1

Sekil 2.17 Insanda embriyonik dsnemde A) 7. haftada, B) 8. haftada MSX1 (Stainer vd.

2004)
(E=Goz, 1S=Intermaksilar segment, NS=Nazal septum, MP= maksilar ¢ikinti, P=damak rafi, T=dil, MC=
Meckel kikirdagi, NC=Nazal bosluk, OC=Oral bosluk)

2.6.2.3 MSX1 geni ve dudak damak yariklar:

Sendromsuz yarik olusumu, Vietnam populasyonunda 175 ebeveyn-cocuk Tigliisiinde
yapilan arastirmada, MSX1 geninde tespit edilen missense mutasyonlar vakalarda %2
oraninda saptanmistir (Suzuki vd. 2004). Sonrasinda yapilan bir ¢alismada da MSX1
geninde meydana gelen mutasyonlarin %2 oraninda sendromsuz dudak damak
yariklarmin olusumunda etkili oldugu tespit edilmistir (Tongkobpetch vd. 2006).
Sendromsuz dudak ve damak yariklariyla iliskilendirilen MSX1 geninde meydana gelen
baz1 mutasyonlar, Witkop Sendromu ve Wolf Hirschhorn Sendromu gibi genetik

bozukluklarin ortaya ¢ikmasinda etkili bir rol oynamaktadir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4 Witkop Sendromu ve Wolf Hirschhorn Sendromuyla MSX1’in iligkisi

GEN Sendrom OMIM Ozellikler Mutasyon

MSX1
Dis, tirnak, sa¢ ve salgi bezi gibi yapilarm homeodomaninde
MSX1 WS 189500
yoklugu veya fonksiyonlarinin bozuklugu saptanan S202X

nonsense mutasyonu

Prenatal ve post natal gelisim geriligi, zeka
4. kromozomun kisa
geriligi, uzuv, kraniofasiyal (basa ve yiize
MSX1 WHS 194190 . ) kolunda meydana
aitjanomaliler ve Kkardiyak ve renal
o gelen delesyon
anomalileri
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MSX1 genindeki mutasyonlarin neden oldugu sendromlardan dis ve tirnak sendromu
olarakta bilinen (Tooth and Nails Syndrome [MIM 189500]) nadir bir otozomal
dominant hastalik olan Witkop Sendromu (WS), ektodermal displazinin hafif bir
formudur. Bu sendrom ektodermden koken alan dis, tirnak, sa¢ ve salgi bezi gibi
yapilarin yoklugu veya fonksiyonlarinin bozukluguyla karakterize olmaktadir ve
prevalansi 1-2/10000’dir. Yapilan ¢alismalarda MSX1 homeodomaninde saptanan
S202X nonsense mutasyonunun Witkop Sendromuna neden oldugu belirlenmistir.
Gende meydana gelen mutasyon MSX1 proteinin fonksiyonunu engelleyerek erken
gelisim evresinde dis ve tirnaklarin formasyonunda bozukluklara yol agmaktadir

(Jumlongras vd. 2001) (Sekil 2.18).

Sekil 2.18 Witkop sendromunda tirnak ve dis formasyon bozukluklar1 (Zabawski ve
Cohen 1999)

MSX1 geninde mutasyonlarin meydana gelmesiyle olusan baska bir sendrom ise Wolf
Hirschhorn Sendromudur. 4. kromozomun kisa kolunda meydana gelen delesyon
sonucu olusan, prenatal ve post natal gelisim geriligi, zeka geriligi, uzuv, kraniofasiyal
(basa ve yiize ait) anomaliler ve kardiyak ve renal anomalileriyle karakterize olan bu
sendrom nadir bir kromozomal anomali sendromudur (OMIM 194190) (Bergemann vd.
2005) (Sekil 2.19).
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Dudak
Yang:

Sekil 2.19 Wolf Hirschhorn Sendromlu hastada dudak yarig1 (Taylor, 1968)

MSXI1 geninin, fenotipin bir pargast olarak oligodontiye sahip bazt Wolf Hirschhorn
Sendrom’lu (WHS) vakalarda genin delesyona ugradigina dair kanitlar in situ
hibridizasyon analiziyle saptanmistir. Ayni zamanda bu vakalarda, MSX1 in
fonksiyonunu kaybetmesiyle, olusan delesyona bagli olarak dudak ve/veya damak
yarigi da gozlenmektedir. (Nieminen vd. 2003) (Cizelge 2.6).

MSX1 geni Sendromsuz dudak ve/veya damak yarig1 vakalarina dair bir¢ok ¢alismada
analiz edilerek, yarik olusumu i¢in giiclii bir aday olarak belirlenmistir. Beyaz 1k
populasyonlarinda (Lidral vd. 1998, Blanco vd. 2001, Beaty vd. 2002), Vietnam,
(Suzuki vd. 2004), Filipin (Schultz vd. 2004), Sili (Suazo vd. 2004), Giiney Amerika
(Vieira vd. 2003) populasyonlarinda incelenen bu olguyla MSX1 geni arasinda anlamli
iligkiler bulunmustur. Ancak bazi arastiricilar bu lokus adina anlamli sonuglar bulmada

basarisiz sonuglar elde etmislerdir (Lidral vd. 1997, Morkiiniené vd. 2006).

2.7 Dudak Damak Yariklarimin Olusmasinda ila¢ Kullaniminin Etkileri Ve Cevre
sel Faktorler

Dudak damak yariklari gibi hamilelik sirasinda meydana gelen konjenital bozukluklarin
olusmasinda, genetik bozukluklar kadar gevresel etkiler ve ilag kullanimida yer
almaktadir. Bu konjenital bozukluklarin olusumu, bir¢ok epidemiyolojik c¢aligsma,
hayvan modelleri, insan genetik arastirmalarindan elde edilen verilerle

aciklanabilmektedir.

22



Dudak damak yariklarinin olusmasinda etkileri olan ilaglardan steroidler, kadinlarda
hamilelik donemlerinde meydana gelen bir¢ok durumun tedavisi icin ilk safhada
kullanilan ilaglardir. Hayvanlar {iizerinde yapilan bir¢ok arastirmada steroidlerin
kullanimi1 sonucu dollerde meydana gelen yarik olusumuna dair bilgiler net bir sekilde
rapor edilmistir (Martinelli vd. 2004). Yapilan deneylerde fare damaklarinin gelisiminde
ozellikle ekzojen glikokortikoidlerin hiicre igerisindeki varliginda ve yoklugunda,
glukokortikoide duyarli, TGF-beta 1, TGF-beta 2, TGF-beta 3 ve EGF-R genlerinin
gelisimsel olarak ifadesi analiz edilmistir (Jaskoll vd. 1996). Bu molekiiller hiicre
tiremesini engelledigi bilinen damak TGF-beta 2 transkriptinde “down regulation™

geciktirmektedir.

Insanlar iizerinde yapilan arastirmalarda sendromsuz dudak damak yarigina neden olan
etmenler arasinda steroidlerin yiiksek bir orana sahip oldugu saptanmistir. Amerika
Birlesik Devletlerinde yapilan arastirmada steroidlere maruz kalma olasilik oranlari,
sirastyla dudak damak yarigir ve damak yarigi riski i¢in 1.7 (gliven araligi 1.1-2.6) ve
0.5 (95% giiven araligi, 0.2-1.3) bulunmustur (Carmichael ve Shaw 2007).
Avustralya’da yapilan bir vaka kontrol ¢alismasinda ise, arastirmacilar hamileligin ilk
ti¢ ay1 boyunca maternal kortikoide maruz kalma ile sendormsuz dudak damak yariklari

arasinda 13.154 olasilik oraniyla iligki kurmuslardir (Edwards vd. 2003).

Antikonvulsantlar ise epilepsi tedavisinde kullanilan ilag grubudur. Baslica
antikonviilsan gruplari arasinda barbitiiratlar ve tiirevleri (fenobarbiton ve primidon),
hidantoin'ler (fenitoin), oksazolidin-dion'lar (troksidon) ve siiksinimid'ler (etosiiksimid)
vardir. Bu ila¢ grubu dudak damak yariklari gibi konjenital kusurlarin olusumunda
acikca kanitlanmig olan yiiksek riskli olguyla iliskilidir (Gorlin vd. 1990). Yapilan
aragtirmalarda epilepsi hastaligi olan kadinlarda cocuklarinda dudak damak yarigi
olusmasi riski ¢ok yiiksek oldugu tespit edilmistir (Durner vd. 1992). Ayrica fenitoin
terotejeni (PHT) ’nin mekanizmasida analiz edilerek gebelik boyunca fenitoin terotejeni
PHT uygulanan farelerde maternal folat seviyesinde diisiis ve damak yariginin olusum

sikliginin yiikseldigini bulunmustur (Hansen vd. [1985, 1988], Martinelli vd. 2004,).
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Antikoagiilanlar kanin pihtilagsmasini 6nleyen ilaglardir. Bunlardan asprinin tiiketiminin,
dudak damak yarig1 olusumun etiyolojisinde hamileligin ilk 3 ay boyunca etkili oldugu
onerilmistir (Martinelli vd. 2004). Ancak hayvan ve insan deneylerinin epidemiyolojik
veriler, hamile kadin ve gelisen fetusta ters etkinin direkt kesin kanitin1 saglamamistir

(Corby 1978).

Arastirmacilar hamileligin ilk zamanlarinda folik asit kullanilmasi ve multivitaminlerin
hi¢ kullanilmamasinin dudak damak yarigi olusumunda 3 kat daha fazla
olusturabilecegi saptanmistir (Shaw vd. 1996). Ayrica yapilan arastirmalarda, TGFA
Taq 1 C2 genotipiyle birlikte folik asit eksikliginin ayrica dudak damak yarig1 olusumu
riskini artirabilecegi bulunmustur. Bununla beraber diisiik miktardaki folik asit aliminin
ise bu bozuklugun olusmasini dnleyemeyecegi arastirmacilar tarafindan gosterilmistir.
Dudak damak yariklarmin folik asit kullanimina bagli olarak Onlenmesi amaciyla
annenin hamilelik periyodu boyunca, arastirmalarda saptanan % 65 lik oran géz oniinde
bulundurularak 1giinlik 10 mg folik asit ilavesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Wong ve
Hagg 2004).

Dudak damak yariklarinin olugmasinda etkili olan cevresel faktorlere bakildiginda
maternal alkol ve maternal sigara kullaniminin oynadig: roliin ¢ok gii¢lii oldugu yapilan
aragtirmalarlagésterilmistir (Wyszynski vd. 1996). Hamilelik boyunca annenin yiiksek
miktarda alkol kullanimi, foetal alkol sendromu disinda dudak damak yarigi olusma
riskini de artirmaktadir. Son 10 yil boyunca yapilan bir¢ok epidemiyolojik arastirmada
alkoliin rolii tespit edilmistir. Ayrica TGFA, TGFB3 ve MSX1 genlerinin allelik
varyantlarmin alkol kullanimiyla iliskisi saptanmigtir (Romitti vd. 1998). Maternal
sigara kullaniminin, giinde 20°den fazla sigara icen annelerde sadece damak yarigi ve
izole dudak damak yari8i1 i¢in riskin en yliksekte oldugu bulunmustur. Cesitli ¢alismalar
1.3’ten 1.5’e yiikselen bir risk arali§i saptamistir. Maternal glutathione s-transferaz 6-1
(GSTT1) genotipinin sigara kullannminda 4.9°luk olasilik oramiyla etki ettigi
saptanmistir. Ayrica MSX1 genotipleri ve maternal sigara kullanimi dudak damak
yariklarinin olugsumunda 7.16 kat daha fazla risk olusturdugu saptanmistir (Wong ve
Hagg 2004).
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2.8 Dudak Ve Damak Yariklarinin Tanis1 Ve Yasam Boyu Etkileri

Bas ve ylizde meydana gelen dogumsal anomalilerin tanisina ilk olarak dogumdan sonra
anamnez formunun doldurulmasiyla baglanir. Sonrasinda fiziki muayene, radyolojik
inceleme, genetik inceleme, laboratuar incelemeleri, basin, uzunlugu, cevresi ve
boyunun 6l¢iildiigii sefalometri, fotograflama gibi yontemlerde kullanilir. Dudak damak
yarig1 tedavisinde plastik cerrah, ¢ocuk hastaliklar1 uzmani, ortodontist, kulak burun
bogaz uzmani, genetik uzmani, konusma terapisti, sosyal ¢alisma uzmani, psikologtan
olusun bir ekip gorev almaktadir. Dudak damak yarikli bebeklerde, hastaligin sonucu
olarak konusma bozuklugu, beslenme problemi, gaz yutma, burundan gida gelmesi,
gelisme geriligi, baska anomaliler gibi bazi1 problemler gozlenebilmektedir (Anonim
2010).

2.9 Dudak Damak Yarig1 Hastalarinda Mutasyonlarin Saptanmasi I¢in Kullanilan
Molekiiler Yontemler

2.9.1 Polimeraz zincir reaksiyonu

Bir c¢esit in vitro klonlama olan, basit olarak, tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda
¢ogaltilmasini esas alan PZR, 1985 yilindan beri, ilk kez Saiki ve arkadaslari tarafindan

olmak tizere, arastirmalarda ve klinik laboratuarlarda sik¢a kullanilmaktadir.

Yontemin temeli, genomik DNA {izerinde ¢ogaltilmak istenen hedef bélgenin iki ucuna
0zgl, ortalama 18—20 baz uzunlugunda, bu bdlgedeki baz dizilerine tamamlayici bir ¢ift
oligoniikleotid primer kullanilarak, isiya dayanikli bir DNA polimeraz enzimiyle
birlikte, sinirlandirilmis hedef bdlge olan genin enzimatik olarak sentezlenmesine
dayanir. PZR’da hedef bolgenin ¢ogaltilmasinda, 3 temel asama mevcuttur. Bunlar
sirastyla: Denatiirasyon, Baglanma (Annealing) ve Uzama (Extension) asamalaridir

(Sekil 2.20).
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Sekil 2.20 Sematik olarak polimeraz zincir reaksiyonu gosterimi (http://www.flmnh.ufl.

1.

PZR

edu/cowries /amplify.html)

Denatiirasyon: Cift zincirli DNA’nin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilarak tek
zincirli hale getirildigi basamaktir. Genomik DNA, 94-98 °C’de 5 dakika kadar,
1stya dayanikli bir DNA polimeraz, 1 ¢ift sentetik oligoniikleotid primer, 4 adet
dNTP’den (Adenin, Timin, Sitozin, Guanin), ve uygun pH ve iyon kosullarini
saglayan (Mg+?) tampondan meydana gelen reaksiyon karisimi isitilarak
denatiire edilir.

Baglanma (Annealing-Hibridizasyon): Denatiirasyon sonucu 2 zincire ayrilan
hedef DNA’ya sentetik oligoniikleotid primerlerin 37-65 °C arasinda bir
sicaklikla baglandigi basamaktir.

Uzama (Extension-Polimerizasyon): Isiya dayanikli DNA Polimeraz enzimi
tarafindan 72 °C’de tek zincirli DNA’ya baglanan primerlerin uzadig

basamaktir.

teknigi kalitsal hastaliklarda hasta ve tasiyicinin tanisi, prenatal tani, adli tip,

geemis DNA’nin incelenmesi ve evrimin aydinlatilmasi gibi degisik amacglara uygun

olarak kullanilmaktadir ve Nested, Multiplex, Asimetrik gibi ¢ok farkli uygulama
protokolleri vardir (Akar 1999).
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2.9.2 Restriksiyon enzimleri

Restriksiyon endoniikleazlar 6zgiin bir bolgeyi taniyarak, niikleik asitlere etki eden
enzimlerdir. Bu enzimler, ¢ok uzun DNA molekiillerini spesifik pargalara keserek, bu
sekilde DNA’y1 manipiilasyona uygun kilan, 4 veya 6 baz ciftinden olusan tanima
bolgelerine sahiptirler. Bu enzimler, palindromik sekansa sahip bolgeyi taniyarak, ¢ift
zincirli DNA’da ki fosfodiester bagini keserek DNA’y1 2 pargaya ayirirlar (Akar 1999).
Giliniimiizde degisik mikroorganizmalardan 1000°e yakin RE enzimi elde edilmistir.

Bunlardan bazilar1 asagidaki ¢izelgede verilmektedir (Nussbaum 2005), (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5 Baz1 Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve dizileri (http://rebase.neb.com/
rebase/rebase.html)

Mikroorganizma Enzim Dizi

Methanobacterium wolfeii  Mwol 5-GCNNNNNANNGC-3
3-CGNNANNNNNCG-5

Desulfovibrio Ddel 5-C"'TNAG-3

desulfuricans 3-GANT”C-5

Bacillus species BseLl 5-CCNNNNNANNGG-3
3-GGNNANNNNNCC-5

Diplococcus pneumoniae  Dpnll 5’-"GATC-3’
3’-CTAGN-5’

2.9.3 Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

Bir populasyonda mevcut olan genetik ¢esitlilige polimorfizm denir. Genomik DNA’da

olusan polimorfizmler, hastalik sebebi olmayan sessiz niikleotid degisimleridir. Ancak
bunlar, RE’lerinin kesim bolgesinin yok olmasina ve palindromik boélgenin bozulmasina
ya da yeniden olusmasina neden olabilirler. RFLP yontemiyle, DNA o6rneginde 6zgiil
RE ile yapilan kesimlerde farkli uzunlukta DNA pargalar1 olusur ve agaroz jelde yapilan

goriintliilemeyle sonuglanan analizde, kesim triinleri degisik pozisyonlarda goriiliirler.
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Sekil 2.21 Restriksiyon endontikleaz enzimi ile polimeraz zincir reaksiyonunda ¢ogalti
lan {iriiniin kesilip agaroz jelde goriintiilenmesi (http://www.open-access-bio
logy.com/probiotics/osullivan/f2.gif)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Calisma grubu

Bu tez calismasinda, calisma grubu olarak Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Ortodonti Ana Bilim Dali’na basvuran toplam 77 sendromsuz dudak ve/veya damak
yarig1 olan hasta birey ve 89 kontrol birey secilmistir Bu bireylerden alinan toplam 98
adet 9 ml’lik EDTA’l tiipteki periferal kan ornegiden, Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Genetik laboratuarinda DNA izolasyonlar
yapilmistir. Calisma grubunu olusturan bireylerden (hasta/kontrol) goniillii onam formu

alinmistir.

3.1.2 Kimyasal malzemeler

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Ad1 Marka
Amonyum klorid (NH3ClI) Riedel de haen
Sodyum Karbonat (Na,CO3) Merck
Sodyum Etilen-diaminetetra-aceticacide
Merck
(EDTA) (C10H14N208N3.2.2H20)
Sodyum Kloriir (NaCL) Merck
Tris (H,NC (CH,0OH)3 Merck
Hidroklorik Asit (HCL) Merck
Sodyum dodesil siilfat (SDS) )
Applichem
(C12H25NaO4S)
Proteinaz K Applichem
Fenol (CH3OH) Merck
Kloroform (CHCL3) Merck

Sodyum Asetat (C,H3NAO,)
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Kimyasal Ad1 Marka
Etil Alkol (C,Hs0H) Merck
Borik asit (H3BO3) Merck
Ethidium Bromide (C12H,0N3Br) Applichem
Bromophenol blue (C19H10Br;0sS) Applichem
Deoxynucleotide Triphosphates (ANTP)

Oligonucleotide primer

Agaroz Prona

Restriksiyon enzimi

Enjeksiyon Su

Eczacibasi-Baxter

[zoamilalkol

Merck

3.1.3 Calismada kullanilan gerecler ve cihazlar

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan gere¢ ve cihazlar

Adi Marka Ulke

10 mL EDTA’I1 tiip Vacutest Italya
Ependorf tiipler Sealrite ABD
Otomatik pipet seti Thermo Malezya
Otomatik pipet uglar Thermo Malezya
Buzdolab1 Altus Tiirkiye
Hassas terazi Scaltech Kanada
Manyetik karigtirict Stuart Ingiltere
pH metre WTW Almanya
Etliv Heraeus Almanya
Vortex Velp Avrupa
Yiiksek devirli sogutmali santrifiij Heraeus Almanya
Derin Dondurucu (-25 °C) Indesit Tiirkiye
Termocycler Techgene Ingiltere
Yatay elektroforez diizenegi Thermo Malezya
Dogru akim gii¢ kaynagi (400 volt) Consort E455 Belgika
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Adi Marka Ulke

Ultraviole transilliimiinator Vilberlourmat Fransa

Su banyosu Grand Ingiltere

3.1.4 Soliisyonlar

3.1.4.1 Periferal kandan DNA izolasyon tamponlari

Kirmiz1 Kan Hiicreleri Lizis ¢ozeltisi (RBC Lizis ¢ozeltisi):

o 12 gr. amonyum kloriir (NH4ClI)
o 1.2 gr sodyum karbonat (NaCQO3),
o 200 pl etilendiamid tetra asetik asit (EDTA) (ph=8), 500 ml. distile suda

¢oziilerek 1000 ml’ye tamamlanir. +4°C’de saklandi.

Sodyum Tris EDTA (STE):

o 2,336 gr. 0,1 M Sodyum kloriir (NaCL)

o 4 ml. 10 mM Tris Hidroklorik asit (ph=8)

o 0,8 ml. I mM EDTA (ph=8) ‘ya 400 ml. distile su eklendi.

%10’luk Sodyum Dodosilsiilfat (SDS):
o 100 mg SDS
o 900 ml distile suda 68 °C su banyosuna konarak eritildi. Toplam hacim 1 1t’ye

tamamlanarak pH=7,2’ye ayarlandi.

Proteinaz K:

o Liyofilize haldeki proteinaz K (20 mg/ ml 100 mg) iizerine 5 ml. distile su
eklenerek eritildi. Eppendorflarda -20°C’de sakland.

Fenol:

o 25 ml Fenol (65°C su banyosun da eritildi.)

o 24 ml Kloroform

° 1 ml izoamilalkol
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o 1:1 oraninda 100mM Tris HCL(ph=8) karistirtlir. +4°C’de 1 gece bekletilip
kullanildi.

Kloroform
. 24 ml kloroform
o 1 ml izoamilalkol karigtiridi.

3M Sodyum Asetat
o 408,1 gr Sodyum Asetat

o 800 ml. distile suda eritilir ve ph 7’e ayarlanir ve 1000 ml’ye tamamland:.

%95°1ik etanol

o %99.9’1uk etanolden 95 ml. 6l¢iilerek 5 ml. distile su ilave edilir.

Tris HCI EDTA
o 1 ml Tris Hidroklorik asit (1 M, ph=8)
° 0,2 ml EDTA (0,5 M, ph=8) distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.,

%70’1ik Etanol
. %99.9’luk etanolden 70 ml 6lgtilerek 30 ml distile su ilave edildi.

3.1.4.2 Agaroz jel elektroforez soliisyonlar:

Trisma Base EDTA 5X (TBE 5X)

o 54 gr. Trisma Base (Tris)

. 27,5 gr. Borik Asit

° 20 ml. EDTA (0.5 M,, ph=8) 800 ml distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra 1000

ml.’ye tamamlanur.
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Trisma Base EDTA 1X (TBE 1X)

° Trisma Base 5X, 1/5 oraninda distile su ile sulandirilarak elde edilir.

Ethidium Bromide
o 1 gr Ethidium Bromide

. 100 ml. distile suda manyetik karistiricida boya ¢oziilene dek karistirilir

3.2 Yontem

3.2.1 Periferal kandan fenol kloroform yontemiyle DNA izolasyonu

Hastalarin periferal kan Iokositlerinden, genomik DNA standart islemler modifiye
edilerek kullanilarak izole edildi (Sambrook vd. 2009) 1 ml. 0.5 M EDTA bulunan tiipe
alman 9 ml periferal kan 6rnegi 50 ml. santrifiij tlipline bosaltildi. Hacminin 2,5 kati
kadar RBC (Red Blood Cell) Lysis soliisyonu ilave edildi ve ¢alkalandiktan sonra 20
dakika buz igerisinde bekletildi. +4°C’de yiiksek devirli sogutmali santrifiij 4000 rpm
hizda 20 dakika santrifiij edildi. Dipte 16kosit tabakasi olusana kadar islem tekrarlandi.
Kirmiz1 kan hiicreleri parcalanip 16kosit tabakasi elde edilince istteki sivi kisim
dokiildii ve RBC Lysis soliisyonuyla 1-2 kez yikama yapildi. Sonrasinda 1000 pl RBC
Lysis sollisyonu ilave edilerek, vorteksle homojen hale getirildi. Hacmin 1/5°1 ile isleme
devam edildi. 500 pl STE, 30 ul SDS (%10’luk) ve 20 ul Proteinaz K ilave edildikten

sonra, 56°C sicaklikta su banyosunda bir gece bekletildi.

Daha sonra, 6rnege 1:1 oraninda fenol ilave edilerek, 10 dakika galkalandiktan sonra, 20
dakika buzda bekletildi. . 4°C’de yiiksek devirli sogutmali santrifiij 4000 rpm hizda 20
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda olusan siipernatant baska bir eppendorfa
alind1 ve tlizerine 1:1 oraninda kloroform ilave edilerek islem tekrarlandi. Son hacmin
1/10’u kadar 2M sodyum asetat ve toplam hacmin 2 kati kadar %95’lik etanol ilave
edildi. Tiip hafifce alt iist edilerek DNA’nin presipite olmasi saglandi ve -20°C’de bir
gece bekletildi.

33



Ertesi giin -20°C’den alman eppendorf tiipii +4°C’de yiiksek devirli sogutmali
santrifiijde 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve sivi kisim atildi. Tiipteki DNA
yogunluguna bakilarak, eklenecek olan TE (Tris-EDTA) miktar1 belirlendi. %70’lik
etanol ilave edilerek 4°C’de yiiksek devirli sogutmali santrifiij 4000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. %70’lik alkol dikkatlice dokiilerek alkoliin uzaklasmasi1 amaciyla
kurumaya birakildi. Daha énceden belirtilen miktarda Tris EDTA ilave edilerek 37°C su
banyosunda bir gece bekletilerek DNA nin ¢oziinmesi sagland1 ve +4°C’de saklandh.

3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile IRF6 ve MSX1 genlerindeki mutasyonlarin
analizi

Sendromsuz dudak damak yarikli hastalardan elde edilen DNA’larda IRF6 ve MSX1
genlerindeki mutasyonlarin arastirilmasinda ilgili genelere ait belirli ekzon bdlgelerinin

PZR’lar1 yapilmistir.

3.2.2.1 Cogaltmada kullanilacak primerlerin sec¢imi

Tiirk Sendromsuz dudak ve/veya damak yarikli hastalarin DNA’larinda goriilen IRF6
ve MSXI1 genlerindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilan primerlerin saptanmasi,
kaynak taramasi yapilarak belirlenmistir. IRF6 geni i¢in Srichomthong vd.’nin (2005)
makalesindeki primerler kullanild1 (Cizelge 3.3). MSX1 geni i¢in ise Tongkobpetch vd.
(2006) makalesindeki primerler kullanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3 IRF6 geni amplifikasyonunda kullanilan primerler

Uzunluk Referans
(b¢)

Gen Primer

F:5> AGTGGCCTTCCTGAATGCTG 3° Srichomthong vd.

IRF6 647
R:5> CTTGACCTCCTCCAGACTAA3’ 2005
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Cizelge 3.4 MSX1 geni amplifikasyonunda kullanilan primerler

Gen Primer

Uzunluk Referans
(b¢)

F 5 TAGGGCTTCTCAGGGAATCAY
R 5 TTGCGTGGTTTCCCGTATAC 3’

MSX1

Tongkobpetch  vd.
230 2006

3.2.2.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu kosullari

flgili gen bolgeleri cizelge 3.3-3.4’te verilen primerler kullanilarak asagida belirtilen

cizelgedeki sartlar dogrultusunda karigimlar, asagida iceriginin verildigi miktarlarda

hazirlanarak uygun sartlarda PZR ile ¢ogaltildi (Cizelge 3.6-3.7).

Cizelge 3.5 Amplifikasyonda kullanilan polimeraz zincir reaksiyon karigimlari

IRF6  MSX1

Icerik Konsantrasyon 1Ixpl  Ixpl
10X PZR Tampon 500u 5 5
MgCl2 25 mM 15 1.5
dNTP 10mM 2 2
Forward primeri 1.5 1.5
Reverse primeri 1.5 1.5
Taq polimeraz 0.2 0.2
DNA 3 3
dH20 35.3 35.3

Toplam 50 50
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Cizelge 3.6 IRF6 geninin amplifikasyonunda kullanilan dongii basamaklari

Enzim aktivasyonu 94 5 dk.

Denatiirasyon 94 1 dk.

Primer Baglanmas1 56 30 sn. 35 dongii
Primer Uzama 72 1dk.

Son Uzama 72 10 dk.

Cizelge 3.7 MSX1 geninin amplifikasyonunda kullanilan dongii basamaklar1

Enzim aktivasyonu 94 4 dk.

Denatiirasyon 94 1 dk.
Primer Baglanmas1 56 1 dk.
35 dongt
Primer Uzama 72 2 dk
Son Uzama 72 5dk

3.2.3 PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmesi

Amplifikasyon sonucu elde edilen iiriinlerin kontrol edilmesinde % 2 ‘lik agaroz jel
kullanilmigtir. 1 gr tartilan agaroza, 50 mL 1x Tris-Brote-EDTA tamponu ilave edilerek
hazirlanan karisim mikrodalga firin igerisinde homojen bir sekilde ¢oziildii ve 4 pL
ethidium bromide eklenip karistirilarak elektroforez aparatlarindan biri olan jel
tablasinin igerisine dokiilmiistiir. Hazirlanan agaroz jel, jel tablasina dokiilmeden once,
yiikleme kuyucuklar elde etmek i¢in jel tablasinin igine uygun bir sekilde taraklar
yerlestirilmistir. Sonrasinda ¢ozelti polimerlesme saglanana dek oda 1sisinda bekletildi.

Daha sonra, elde edilen agaroz jel elektroforez tanki igerisine yerlestirilmistir.

Thermo marka elektroforez tankina 1XTBE tamponundan eklendi ve agaroz jelden
tarak cikartildi. PZR sonucu elde edilen iirlinlerin, yiliklenme tamponu BBF ile

kanstirilarak, 9. uL’sinin yiiklenmesi i¢in jel, elektroforez tankina yerlestirildi. 84 V’da
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45 dakika yiiriitiildii ve PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in, transillimiinatérde

ultraviole 151k altinda jelin fotografi ¢ekildi.

3.2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu / Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi

islemleri (PZR/RFLP)

MSX1 geni igin elde edilen PZR iiriiniine Bsp911 restriksiyon enzimi, IRF6 geni igin
elde edilen PZR iriiniine Mbol enzimi ile muamele edildi. Bu islem i¢in eppendorf
tiiplinde hazirlanan karisimda, 17 pL distile su, 2 uL 10X Fermentas Fast Digest enzim
buffer, 10 pL PZR iiriinii, 1 pL Fermentas Fast Digest enzim bulunmaktadir. Sonrasinda
hazirlanan karigtma minifiij yapildi. Sonrasinda 37 °C su banyosunda minimum 5
dakika inkiibe edildi (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8 IRF6 geni ve MSX1 geni restriksiyon endoniikleaz enzimi reaksiyon
karisimlari

Deiyonize Su 17 ul

Enzim 1 puL
Buffer 2 uL
PZR iiriinii 20 puL

3.2.4.1 PZR/RFLP iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiillmesi

Restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edilmis PZR f{irlinlerinin kontroliinde
ethidium bromide eklenmis % 3’likk agaroz jelde kullanildi. Thermo marka elektroforez
tankinda elde edilen iriiniin 20 pL’si BBF ile karigtirilarak mutasyon analizi i¢in, jele
yiiklendi. 100 V’da 20 dakika yiiriitiildii. Daha sonra kesim firtinleri “Vilber Lourmat”

marka transilliimiinatdrde ultraviole 11k altinda jel gortintiilendi (Sekil 3.1- 3.2).
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3.2.5 Istatistiksel yontemler

Calismada sendromsuz dudak damak yarikli hasta ve kontrol gruplart arasinda IRF6 ve
MSX1 geninde saptanan polimorfizmlerin varligi bakimindan fark olup olmadigini,
genotip ve allel dagiliminmi arastirmak icin x? istatistigi kullanilmistir. Olasilik oranlar1
(odds ratio) ve % 95 giiven araligi SPSS 15.0 programi ile hesaplanmistir. Anlamlilik

seviyesi p<0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 IRF6 ve MSX1 genlerinin amplifikasyon sonuclari

Hasta ve kontrol gruplarindan DNA izolasyonu ile elde edilen DNA molekiillerinde,
IRF6 geni lizerinde 647 ve MSX1 geni tizerinde 230 baz ciftlik bolge, PZR yontemiyle

amplifiye edilerek, hazirlanan %2’lik agaroz jel elektroforez yontemi ile kontrol edildi
(Sekil 4.1- 4.2).

647 bc.

-—
-—
P —
R —
e
-_—
-_—

Sekil 4.1 IRF6 geni amplifikasyonu agaroz jel goriintiillenmesi

Sekil 4.2 MSX1 geni amplifikasyonu agaroz jel goriintiilenmesi

4.2 IRF6 ve MSX1 genlerinin RFLP sonugclari

PZR ile amplifikasyonu yapilmig iirlinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesilmesi ve kesme sonrasi jel analizi, 3.2.4’te anlatildig1 iizere yapilmistir. Kesme
enziminin sekansi ve enzimin tanidigr gen bolgesinde meydana gelen mutasyon Sekil
3.3’te gosterilmistir. IRF6 daki polimorfizmin saptanmasi i¢in kullanilan Mbol enzimi
icin kesim bdlgesi iceren GG homozigot bireylerde 322, 80, 35, ve 33 bazgiftlik 4 bant
gozlenmistir. GA heterozigot bireylerde ise A varyantinin 322 baz g¢iftlik kism1 235 ve
87 baz ¢iftlik 2 kiigiik fragmente kesmesiyle 5 bant gézlenmistir (Sekil 4.3).
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322 bc.
235 bec.
177 bc.

S0 be.

Sekil 4.3 IRF6 geni Mbol restriksiyon endoniikleaz enzimi ile PZR iiriinii kesimi agaroz
jel goriintiisii

MSX1 geninin amplifiye edilen 230 baz ¢iftlik bolgesinin Bspll9 restriksiyon
endoniikleaz enzimi igin, kesim bdlgesi i¢eren homozigot bireylerde 143 ve 87
bazciftlik 2 bant gozlenmistir. Heterozigot bireylerde ise 230, 143 ve 87 baz ciftlik 3
bant gozlenmistir. Bspll9 enzimi i¢in kesim bdlgesi icermeyen bireylerde ise sadece

230 bazgifti uzunlugunda tek bant bant gézlenmistir (Sekil 4.4).

230 be.
143 be.
S7 bec.

Sekil 4.4 MSX1 geni Bsp119 restriksiyon endoniikleaz enzimi ile PZR iiriini kesimi
agaroz jel goriintiisii

4.3 IRF6 ve MSX1 Genlerinde Elde Edilen Genotip Sonuclar:

IRF6 geninde PZR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilerek agaroz

jelde yiirtitiilerek elde edilen goriintiiler yorumlanarak, 70 hasta ve 89 kontrol grubunda
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GG ve GA genotiplerine ait sonuglara ulagilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 IRF6 geni hasta ve kontrol gruplarinda gozlenen ve beklenen genotipler

Hasta Grubu (n = 70) Kontrol Grubu (n = 89)
Genotipler Gézlenen (Beklenen) Gézlenen (Beklenen)
GG 70 (70.009) 89
GA 1 (0.9878) 0
AA 0 (0.003479) 0

Ayn1 sekilde MSX1 geninde PZR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesilerek agaroz jelde yiiriitillerek elde edilen goriintiiler yorumlanarak, 67 hasta ve 89

kontrol grubunda GG, GA ve AA genotiplerine ait sonuglara ulasilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 MSX1 geni hasta ve kontrol gruplarinda gozlenen genotipler

Hasta Grubu (n = 67) Kontrol Grubu (n = 89)
Genotipler Gozlenen (Beklenen) Gozlenen (Beklenen)
AA 33 (28.1278) 84 (84.0565)
AG 21 (30.7444) 5 (4.8870)
GG 13 (8.1278) 0 (0.565)

4.4 Hardy-Weinberg Denge Testi’nin Uygulanmasi ve Allel ve Genotip Frekanslari
Hesaplanmasi

Iki allelli diploid bir populasyonda, Hardy- Weinberg dengesini kontrol etmek icin
oncelikle IRF6 i¢cin GG, GA ve AA genotipindeki bireylerin populayondaki gézlenen

sayilari (NGG, NGA ve NAA) bulunur. Daha sonra gozlenen toplam birey sayisi ile ilgili

genotiplerin frekans degerleri c¢arpilarak her bir genotip icin beklenen degerler

hesaplanir. Caligmamizda Hardy-Weinberg dengesine uygunluk hipotezlerinin istatistik

2
olarak karsilastirilmasinda y testi kullanilmistir. Bu islemler sonucunda elde edilen

bulgular Cizelge 3.11-3.12°te gosterilmistir. IRF6 geninde, hasta gruplarinda GG(70),
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GA(1), AA(0) ve kontrol gruplarinda GG(89), GA(0), AA(0) olarak gozlenen genotip

degerleri i¢in allel ve genotip frekanslart hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 IRF6 geni icin hasta ve kontrol gruplari i¢in hesaplanan allel ve genotip
frekans degerleri

Genotip Hasta (n=71) Kontrol (n=89)
GG 70 (98.6) 89 (100)

GA 1 (1.4) 0 (0

AA 0 (0) 0 (0

4 =0.000 df =1 p=1, (p>0.05)

Allel
G 141 (99,3) 178 (100)
A 1 (07 0 (0)

4 =0.000 df =1 p=1, (p>0.05)

Benzer sekilde MSX1 geninde, hasta gruplarinda AA(33), AG(21), GG(13) ve kontrol
gruplarinda GG(84), GA(5), AA(0) olarak gozlenen genotip degerleri icin allel ve
genotip frekanslari hesaplanmistir (Cizelge 4.4)

42



Cizelge 4.4 MSX1 geni icin hasta ve kontrol gruplar1 i¢in hesaplanan allel ve genotip
frekans degerleri

Genotip Hasta (n=67) Kontrol (n=89)
AA 33(49.3) 84 (94.4)

AG 21 (31.3) 5 (5.6)

GG 13 (19.4) 0 (0)

+ =42,826 df =2 p=0.00 (p<0.05)

Allel
A 87 (64.9) 173 (97.2)
G 47 (35.1) 5 (28)

4 =57,304 df =1 p=0.00 (p<0.05)

Hasta ve kontrollerin karsilastirmasi (AA vs. AG /GG)

Olasilik orani 17,309 %95 ClI 6,232-48,072
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5. TARTISMA ve SONUC

Etiyolojisinde genetik ve cevresel faktorlerin 6nemli bir rol oynadigi diisiintilen dudak
ve damak yariklari, diinya genelinde 1/500-1000 degerleri arasinda siklik gosteren,
olusumuna genetik ve ¢evresel faktorlerin bir arada katildigi dogustan gelen bir
bozukluktur (Murray ve Schutte 2004, Jugessur ve Murray 2005). Dudak damak
yariklarma neden oldugu diisiiniilen genetik faktorler iizerine yapilan g¢alismalar, bir
aday gen yelpazesi olusturmus olsa da, heniiz dudak damak yariklarinin embriyolojik
gelisimi aydinlatilmadigi icin kesinlik kazanmamigtir. Ancak, genetik faktorler ele
alinirken, ¢evresel faktorlerinde yapilan arastirmalar sayesinde kabul edilebilir bir etkisi
oldugu acik¢a goriilmektedir. Annenin hamilelik boyunca sigara ve alkol kullanima,
radyasyona maruz kalmasi, ila¢ kullanmasi, kullandigi folik asit miktar1 gibi
durumlarin, yeni dogan da dudak damak yariklarinin olusmasina zemin hazirladigi
saptanmistir. Bu aday genlerden IRF6 ve MSX1’in saptanmasi da, fare modelleri, dudak
damak yarikli bireylerden olusturulan vaka-kontrol, vaka-ebeveyn 3’lii; baglanti analizi,
SNP analizleri ve yiize ait yariklarin gozlendigi sendromlarin genetik temelini

anlasilmasi i¢in gergeklestirilen ¢aligmalar ile mevcuttur.

Dudak ve damagin olusumunda gorev aldig1 diistintilen IRF6 geninde meydana gelen
birgok polimorfizmin, bir¢ok populasyonda dudak damak yariklarina neden oldugu
gerekgesiyle incelenmesine devam edilmektedir (Zucchero vd. 2004, Blanton vd. 2005,
Srichomthong vd. 2005, Scapoli vd. 2005, Pegelow 2008). IRF6 820 G>A degisimi,
SMIR diye adlandirilan Smad interferon diizenleyici protein baglanma domaininde 274.
kodonda evrimsel olarak zit olan; Valinin yerine izoldsin yer alir. IRF6 ‘nm kesin
fonksiyonlar1 hala bilinmemesine ragmen Onceki veriler, doniistiiriicti biiylime Faktorii
beta (TGF-P) sinyalizasyon yolunda bir rol oynadigini ileri stiriilmiistiir. IRF6 mutant
fareler, ayrica, IRF6’nin keratinosit-proliferasyon—farklilagmasi degisiminin etkin olan
anahtar1 oldugunu Oneren, yumusak doku kaynasmasiyla sonuglanan, terminal
farklilasma gostermede basarisiz  olan hiper-proliferatif epidermis sergiledigi
saptanmistir (Pegelow 2008). insanlara 6zel olan, koruyucu allel olarak bilinen A

allelinin insan evrimi igin se¢ildigi iddia edilmistir (Srichomthong vd. 2005). IRF6
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geninde bu bolgede bulunan Valinin tiirler arasinda korunduguna dair verilere
ulagildigindan beri, bu gen degisimin gen fonksiyonuna etki edebilecegi ve dudak
damak yariklarma katki saglayabilecegi olgusu arastirilmaktadir. insan popiilasyonunda
G alleli yayginliga sahip olmak, IRF6°daki genetik farklilasmalarla bu dogum kusuru
icin bilinen en yaygin nedendir. Sirasiyla italyan (p=0.005), Beyaz 1k, Ispanyol,
Afrikali popiilasyonlarda, IRF6 geni lizerinde yapilan calismalarinin bir kisminda da
ortalama % 2 oraninda bir¢cok varyasyon tipine rastlanilmistir (Scapoli vd. 2005,
Srichomthong vd. 2005, Blanton vd. 2005). Ozellikle Asya, Avrupa ve Giiney Amerika
kokenli 10 popiilasyon {izerinde yapilan bir ¢alismada yaygin bir varyant olarak bilinen,
IRF6 Val274lle (G820A) degisimi p degeri <10° olarak saptanmis ve bu degisim
Sendromsuz dudak damak yariklari ile yiiksek derecede iligkili oldugu bulunmustur
(Zucchero vd. 2004). Suazo vd. (2008), Sili populasyonunda gergeklestirdigi
calismanin sonucunda V274lle allel frekansini, beyaz irka ait bulgulardan diisiik ve
Asya populasyonundakinden yiiksek; % 74 olarak bulmuslardir. Grundman ve Hering
(2005), gergeklestirdigi ¢alismada ise, p.274V varyanti; 193 saglikli bireyden 192’sinde
(% 97.7) homozigot ve 1 heterozigot olarak tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismalarin,
IRF6 geninde meydana gelen Val274lle polimorfizmi ile sendromsuz dudak damak
yariklar1 arasindaki zayif iligski, Alman ve Sili popiilasyonlarinda yapilan ¢alismalarda
rapor edilmistir. Caligmaya gore V2741 varyantinin kendi basina hastalia neden
olmadigi, ancak diger mutasyonlarla birlikte dudak damak yariklart icin risk
olusturabilecek 6zel bir faktorii oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alisma grubumuzda ise,
G820A varyanti % 0.7 oraninda bulunmustur. Ozellikle 820G allel frekansi
Afrikalilar’da % 100 ve Avrupa’da % 90-100 olarak saptanmistir (Zucchero vd. 2004).
Scapoli vd. (2005) Giiney Avrupa’da yaptiklari bir ¢aligma ile Zucchero vd. (2004)’ nin
sonuglandirdigt haplotipe dayali bu analiz ile onaylanmistir. 820G allel frekansi
Paranaiba vd.’nin 2010°da Brezilya’da yaptiklar1 ¢calismada % 94.4 olarak saptanmistir.
Tirk populasyonunda yapilan c¢alismamizda 820G allel frekanst % 99.3 olarak
saptanmistir. Ayni1 sekilde kontrol grubumuzda 820G alleli frekansi, 2004 yilinda
Zucchero vd.’nin yaptigi calismada Cin, Japonya’da ve Kambogya’da % 58-66,
Srichomthong vd.’nin 2005 yilinda yaptig1 ¢aligmada % 61 ve Tang vd.’nin 2009
yilinda yaptig1 ¢alismada % 61.46 oranindan farkli olarak, % 100 olarak saptanmistir.
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Sendromsuz dudak damak yarikli hastalarda IRF6 GG genotipi Tayland
populasyonunda OR=1.67 (%95 Giiven Aralig1 1.13-2.47), Cin populasyonunda OR=
1.04 (%95 Giiven Araligi 0.44-1.64), Tayvan populasyonda OR=2.75 (%95 Giiven
Aralig1 1.37-5.52) olarak hesaplanmistir (Srichomthong vd. 2005, Park vd. 2007, Tang
vd. 2009). Tiirk popiilasyonunda IRF6’da 820 G—=> A varyasyonunun arastirilmasina dair
yapilan calismamizda herhangi bir varyasyona rastlanmamistir. Caligmaya katilan
hastalar kontrol varyantlar1 karsilastirildiginda probandlar arasinda, genetik danigsma
bakimindan genotip frekans dagiliminda onemli bir fark saptanamamistir (p=0,444).
Arastirma grubumuzdaki Tiirk hastalarda GG genotipi %99,375 oraninda, kontrol
grubumuzda ise %100 olarak saptanmistir, bu sonu¢ Avrupa populasyonunda % 90-100
(Kondo vd. 2002, Zucchero vd. 2004), Afrika populasyonu %100 (Zucchero vd. 2004),
Brezilya populasyonunda ki % 94.9’luk oranla karsilastirilabilir. IRF6 geninin, Tiirk
popiilasyonunda sendromsuz DDY’nun daha gozlenebilmesi ile, daha genis hasta
gruplarint ve IRF6’y1 ¢evreleyen SNP’lerin incelendigi kapsamli haplotip analizi
caligmalari, hem G820A polimorfizminin hem de IRF6 geninin 6nemini daha etkin bir

sekilde anlagilmasini saglayacaktir.

MSX1 genindeki varyasyonlarin belirlenmesi amaciyla yapilan; dizi analizi, ¢ok sayida
popiilasyonlar iizerinde calisilan SNP analizleri ve baglanti analizleri gibi bir¢ok
calisma bulunmaktadir (Lidral vd. 1997, Jezewski vd. 2003, Jugessur vd. 2003, Vieira
vd. 2003, Suzuki vd. 2004, Tongkobpetch vd. 2006). MSX1 lokusu temelde, damak
yarigr ve diger yiiz yariklarinin gézlendigi bir knockout fare caligmasinda ortaya
cikarilmigtir (Satokata and Maas 1994). MSX1 geninin sendromsuz dudak damak
yariklarinin olusumunda goérev aldigint belirleyen farkli popiilasyonlar iizerinde
gerceklestirilmis bircok calisma vardir (Lidral vd. 1998, Blanco vd. 2001, Beaty vd.
2001, Jugessur vd. 2003). Vietnam ve Tayland popiilasyonlarinda yapilan ¢aligmalarda
sendromsuz dudak damak yarigi olusumuna MSXI1 geninin katkisi %2 oraninda
saptanmistir (Suzuki vd. 2004, Tongkobpetch vd. 2006). MSX1 geni ve sendromsuz
dudak damak yariklarinin olugumu ile ilgili olarak; Kolombiya populasyonunda OR=
9,476923 (%95 GA= 1,371927-404.782, Tayland populasyonunda OR= 0.56,(95%
GA= 0.18-1.78), Kore populasyonunda OR=0.26 (%95 GA= 0.10-0.99) istatistiksel
sonuglar hesaplanmistir (Tongkobpetch vd. 2006, Otero vd. 2007, Lee vd. 2008). Tiirk
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populasyonuna ait hasta ve kontrol grubumuzda yaptigimiz saptamalarimiza gore,
AG+GG genotiplerini AA genotipi ile karsilastirdigimiz zaman, olasilik oran1 17,309,
%95 giiven araligm 6,232-48,072 arasinda hesaplanmistir. Kolombiya ve Tiirk
populasyonunda MSX1 geni ile Sendromusuz DDY arasinda iliski kurulabilirken,
Tayland ve Kore populasyonlarinda MSX1 geni ve bu kusur arasinda bir iligki
kurulamamistir. Ancak bazi ¢aligmalarda MSX1’in sendromsuz dudak damak
yariklarinin olusumunda etken olmadigi sonuglar1 elde edilmistir (Lidral vd. 1998,
Jezewski vd. 2003, Viera A. R. 2005). Ornegin Iowa populasyonunda ve (p=0.35,
p>0.05) Filipinli populasyonunda MSX1 (p=0.26, p>0.05) ve Beaty vd. (2001)
tarafindan Maryland populasyonunda (p=2.42, p>0.05) istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanamamugtir. Tongkobpetch vd.’nin (2008), Tayland populasyonu {izerinde
gerceklestirdigi 440 C>A polimorfizmini inceledikleri ¢alisma sonucunda 143 (0.953)
sendromsuz dudak damak yarikli hastada 2 normal allel olan CC genotipi gozlendigi
belirtilmis, 7 (0.047) hastada ise 1 normal ve 1’de mutant allel olan CA genotipine
rastlanmis ve hi¢ 2 mutanat allel olan AA genotipi saptanamamistir. 440C>A
polimorfizmi ic¢in hasta ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda, 6nemli bir fark
saptanamamigtir. CC genotipi ile karsilastirilan CA genotipi ile aralarinda bir iligki
saptanamamistir (OR= 0.56, %95 GA=0.18-1.78). Norve¢ populasyon ¢alismasinda ise,
MSX1-CA polimorfizmi ile sendromsuz dudak ve/veya damak yarig1 arasinda gii¢lii bir
iliski saptanamamustir (Jugessur vd. 2003). Tongkobpetch vd.’nin (2008) ve Jugessur
vd.’nin (2003) polimorfizim ¢alismalarinda sendromsuz dudak damak yariklar ile iliski
kurulamamasina ragmen, bizim c¢alismamizda MSX1 genindeki -8796A>G
polimorfizminin, Tirk popiilasyonunda hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki
karsilagtirmamizda probandlar arasindaki genotip (p=0.000, df=2) frekans1 dagilimi ile
istatistiksel acidan anlamli bir fark oldugu saptanmistir. Bu durum genetik danigsma
acisindan anlamli kabul edilmistir. Kontrol ile hasta grubu karsilastirildiginda,
hastalarda GG genotipinin %8 oraninda daha yiiksek gozlendigi belirlenmistir .
Calismamizda elde ettigimiz bu verilerle, Tiirk popiilasyonunda MSXI1 geninde
meydana gelen bu degisimin sendromsuz dudak damak yariklarinin olusumuna katki
sagladigin1 saptamis olsakda; bu genin Tiirk popiilasyonu i¢in 6neminin net sekilde
anlagilabilmesi i¢in, MSX1 geninde meydana gelen diger polimorfizmlerinde daha

genis hasta gruplar1 olusturularak incelenmesi gerekmektedir.
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Sendromsuz dudak damak yarikli hastalarin gen analizleri Tiirk popiilasyonun da IRF6
ve MSXI genlerinde gergeklestirilmistir. Bu gen degisimleri farkli popiilasyonlar ve
farkli cografik alanlarda degerlendirilmis olup sonuglarimizi destekleyen ve onaylayan
paralel sonuclar bulundugu goriilmiistiir. Ancak genetik bir hastalik olan, dudak damak
yariklarinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu diistiniilen farkli aday genlerde mevcuttur.
Bu yoniiyle ¢aligmamizin, literatiire katki sagladig: diisiiniilmekle birlikte, dudak damak
yarigmin genetiksel temelinde farkli gen bolgelerinde, farkli degisimlerin oldugu
bilinmektedir. Konu bu yoniiyle genisletilmelidir ve bu olusumda Tiirk
populasyonundaki diger etkili olabilecek major gen degisimleri de arastirma kapsamina

alinmasinin uygun oldugu kanaatine varmig bulunmaktay1z.

48



KAYNAKLAR

Akar, N. 1999. “Klinik Molekiiler Patoloji’ye Giris”. Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi
An-Tip A.S. Yayinlari, Ankara, 154-205.

Alappat, S., Zhang, Z.Y. and Chen, P.Y. 2003. Msx homeobox gene family and cranio-
facial development. Cell Research, 13, 429-442.

Albuisson, J., Pécheux, C., Carel, J.C., Lacombe, D., Leheup, B., Lapuzina, P., Bouc-
hard, P., Legius, E., Matthijs, G., Wasniewska M., Delpech, M., Young J.,
Hardelin, J.P., and Dodé, C. 2005. Kallmann syndrome: 14 novel mutations in
KAL1 and FGFR1 (KAL2). Human Mutation, 25, 1; 98-9.

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/ commons/8/84/T
hroat_with_Tonsils_0011J.jpeg — modifiye edilerek, Erisim Tarihi: 08.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://emedicine.medscape.com/article/837347-media, m
odifiye edilerek, Erisim Tarihi: 01.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://interplast.blogs.com/.a/6a00d8341c8ede53ef01156f
c42096970b-800wi, modifiye edilerek, Erisim Tarihi 11.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://www.mdconsult.com/das/pdxmd/media/0417/7041
717/1arge.jpg, Erisim Tarihi: 11.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://img.tfd.com/mosby/thumbs/500051-fx16.jpg,
Erisim Tarihi: 01.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IRF6
&search=IRF6-Erisim Tarihi: 01.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MS
X1&search=MSX1, Erigim Tarihi: 11.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://www.flmnh.ufl.edu/cowries /amplify.html Erigim
Tarihi: 01.11.2009

Anonymous.2009.Web Sitesi: http://www.open-access-biology.com/probiotics/osulliva
n/f2.gif, modifiye edilerek, Erisim Tarihi: 17.08.2009

Anonymous.2010.Web Sitesi: http://i.pbase.com/u20/stella97king/large/20524457. TW
ODAYS.jpg-modifiye edilerek, Erisim Tarihi: 18.04.2010

Beaty, T.H., Maestri, N.E., Hetmanski, J.B., Wyszynski, D.F., Vanderkolk, C.A.,
Simpson, J.C., Mclntosh, I. Smith, E.A., Zeiger, J.S., Raymond, G.V., Panny, S.
R., Tifft, C.J., Lewanda, A.F., Cristion, C.A. and Wulfsberg, E.A. 1996. Testing
for interaction between maternal smoking and TGFA genotype among oral cleft
cases born in Maryland 1992-1996. The Cleft Palate-Craniofacial Journal, 34,
5, 447-454.

49



Beaty, T.H., Wang, H., Hetmanski, J.B., Fan, Y.T., Zeiger, J.S., Liang, K.Y, Chiu, Y.
F., Vanderkolk, C.A., Seifert, K.C., Wulfsberg, E.A., Raymond, G., Panny, S.R.,
and Mclntosh, 1. 2001. Case-control study of nonsyndromic oral clefts in Mary-
land. Annals of Epidemiology, Volume 11, Issue 6, 434-442.

Beaty, T.H., Hetmanski, J.B., Zeiger, J.S., Fan, Y.T., Liang, K.Y., VanderKolk, C.A.
and Mclntosh, 1. 2002. Testing candidate genes for non-syndromic oral clefts
using a case-parent trio design. Genetic Epidemiology, 22, 1; 1-11.

Ben, J., Jabs, E.W. and Chong, S.S. 2005. Genomic, cDNA and embryonic expression
analysis of zebrafish IRF6, the gene mutated in the human oral clefting disorders
Van der Woude and popliteal pterygium syndromes. Gene Expression Patterns,
5, 629-638.

Bendall, A.J. and Abate-Shen, C. 2000. Roles for Msx and DIx homeoproteins in verteb
rate development. Gene, 247:17-31.

Bergemann, A.D., Cole, F. and Hirschhorn, K. 2005. The etiology of Wolf-Hirschhorn
syndrome. Trends Genet., 21: 188-95.

Bjork, B.C., Krahn K.N., Schutte, B.C. and Murray, J.C. IRF6-Related Disorders, 2006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=gene&part=vws Erisim
Tarihi:25.08.20009.

Blanco, R., Chakraborty, R., Barton, S.A., Carreno, H., Paredes, M., Jara, L., Palomino,
H. and Schull, W.J. 2001. Evidence of a sex-dependent association between the
MSX1 locus and nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate in the Chilean
population. Human Biology, 73, 1, 81-809.

Blanco, R., Suazo, J., Santos, J.L., Paredes, M., Sung, H., Carren™O, H. and Jara, L.
2004. Association between 10 microsatellite markers and nonsyndromic cleft lip
palate in the Chilean population. Cleft Palate—Craniofacial Journal, Vol. 41, 2.

Blanton, S.H., Cortez, A., Stal, S., Mulliken, J.B., Finnell, R.H., Hecht, J.T. 2005. Va-
riation in IRF6 contributes to nonsyndromic cleft lip and palate. Am. J. Med. Genet.
A., 137, 259-262.

Carmichael, S.L. and Shaw, G.M. 1999. Maternal corticosteroid use and risk of selected
congenital anomalies. Am. J. Med. Genet., 86, 242244,

Catron, K.M., Zhang, H., Marshall, S.C., Inostroza, J.A., Wilson, J.M., and Abate, C.
1995. Transcriptional repression by Msx-1 does not require homeodomain DNA-
binding sites. Mol. Cell. Biol., 15, 2., 861-871.

Catron, K.M., Wang, H., Hu, G., Shen, M.M. and Abate-Shen, C. 1996. Comparison of

MSX-1 and MSX-2 suggests a molecular basis for functional redundancy. Mech.
Dev., May; 56, 1-2; 223.

50



Corby, D.G. 1978. Aspirin in pregnancy: maternal and fetal effects. Pediatrics, 62, 5,
930-7.

Davis, J.S. and Ritchie, H.P. 1922. Classification of congenital clefts of lip and palate. J
Am. Med. Assoc., 79 :1323.

Dodé¢, C., Levilliers, J., Dupont, J.M., Paepe A., DG, N.L., Soussi-Yanicostas, N., Coim-
bra, R.S., Delmaghani, S., Compain-Nouaille, S., Bavere, F., Pécheux, C., Le
Tessier, D., Cruaud, C., Delpech, M., Speleman, F., Vermeulen, S., Amalfitano,
A., Bachelot, Y., Bouchard, P., Sylvie, C., Carel, J.C., Delemarre-van de Waal,
H., Goulet-Salmon, B., Kottler, M.-L., Odile Richard, O., Sanchez-Franco, F.,
Saura, R., Young, J., Petit, C. and Hardelin, J.P., 2003. Loss-of-function
mutations in FGFR1 cause autosomal dominant Kallmann syndrome. Nat.
Genet., Apr; 33, 4: 463-5.

Durner, M., Greenberg, D.A., Delgado-Escueta A.V. 1992. Is there a genetic relation-
ship between epilepsy and birth defects? Neurology, Apr;42: 63-7.

Edwards, M.J., Agho, K., Attia, J., Diaz, P., Hayes, T., lllingworth, A. and Roddick, L.
G. 2003. Case-control study of cleft lip or palate after maternal use of topical
corticosteroids during pregnancy. Am. J. Med. Genet., 120A: 459-63.

Eroshkin, A. and Mushegian, A. 1999. Conserved transactivation domain shared by
interferon regulatory factors and Smad morphogens. J. Mol. Med., 77: 403-405.

Fallin, M.D., Hetmanski, J.B., Park, J., Scott, A.F., Ingersoll, R., Fuernkranz, H.A.,
Mclntosh, I. and Beaty, T.H. 2003. Family-based analysis of MSX1 haplotypes
for association with oral clefts. Genetic Epidemiology, 25: 168-175.

Fogh-Andersen, P. 1942. Inheritance of harelip and cleft palate. Nyt Copenhagen:
Nordisk Forlag, Arnold Busck.

Ghassibe’, M., Revencu, N., Bayet, B., Gillerot, Y., Vanwijck, R., Verellen-Dumoulin,
C. and Vikkula, M. 2004. Six families with van der Woude and/or popliteal
pterygium syndrome: all with a mutation in the IRF6 gene. J. Med. Genet., 41,
el5.

Ghassibe, M., Bayet, B., Revencu, N., Verellen-Dumoulin, C., Gillerot, Y., Vanwijck,
R. and Vikkula, M. 2005. Interferon regulatory factor-6: a gene predisposing to
isolated cleft lip with or without cleft palate in the Belgian population. European
Journal of Human Genetics, 13, 1239-1242.

Gorlin, R., Cohen, M. and Levin, S. 1990. Syndromes of the head and neck. Oxford Uni
versity Pres, Oxford.

Hansen, D.K. and Billings, R.E. 1985. Phenytoin teratogenicity and effects on embryo-
nic and maternal folate metabolism. Teratology, 31, 363-371.

o1



Houzelstein, D., Arlette Cohen, A., Buckingham, M.E. and Benoit Robert, B. 1997. In
sertional mutation of the mouse Msx| homeobox gene by an nlacZ reporter gene.
Mechanisms of Development, 65, 123-133.

Ingraham, C.R., Kinoshita, A., Kondo, S., Yang, B., Sajan, S., Trout, K.J., Malik, M.1.,
Dunnwald, M., Goudy, S.L., Lovett, M., Murray, J.C. and Schutte, B.C. 2006.
Abnormal skin, limb and craniofacial morphogenesis in mice deficient for
interferon regulatory factor 6. Nature Genetics, 38, 1335 - 1340.

Jaskoll, T., Choy, H.A., Chen, H. Melnick, M. 1996. Developmental expression and
CORT-regulation of TGF-P and EGF receptor mRNA during mouse palatal
morphogenesis: correlation between CORT-induced cleft palate and TGF-P2
MRNA expression. Teratology 54:34-44.

Jezewski, P., Vieira, A.R., Nishimura, C., Ludwig, B., Johnson, M., O’Brien, S.E., Daa-
ck-Hirsch, S., Schultz, R.E., Weber, A., Nepomucena, B., Romitti, P.A.,
Christensen, K., Orioli, I.M., Castilla, E.E., Machida, J., Natsume N. and
Murray J.C. 2003. Complete sequencing shows a role for MSX1 in non-
syndromic cleft lip and palate J. Med. Genet., 40, 399-407.

Jirdsek, J. E., 2004. An atlas of human prenatal developmental mechanics anatomy and
staging 1st edition. Taylor and Francis Group, 7-18, London.

Jugessur, A, Lie, R.T., Wilcox, AJ., Murray, J.C., Taylor, J.A., Saugstad, O.D., Vinde-
nes, H.A. and Abyholm, F. 2003. Variants of developmental genes (TGFA,
TGFB3, and MSX1) and their associations with orofacial clefts: A case-parent
triad analysis. Genetic Epidemiology, 24: 230-239.

Jugessur, A. and Murray, J.C. 2005. Orofacial clefting: recent insights into a complex
trait. Current Opinion in Genetics & Development, 15, 270-278.

Jugessur, A., Rahimov, F., Lie, R.T.,Wilcox A.J., Gjessing, H.K., Nilsen, R.M., Nyug-
en, T.T. and Murray, J.C. 2008. Genetic variants in IRF6 and the risk of facial
clefts: single-marker and haplotype-based analyses in a population-based case-
control study of facial clefts in Norway. Genet. Epidemiol., 32, 413— 424.

Jumlongras, D., Bei, M., Stimson, J.M., Wang, W.F., DePalma, S.R., Seidman, C.E.,
Felbor, U., Maas, R., Seidman, J.G. and Olsen, B.R. 2001. A nonsense mutation
in MSX1 causes Witkop syndrome. Am. J. Hum. Genet. 69, 67-74.

Kernahan, D.A., and Stark, R.B. 1958. A new classification for cleft, lip and cleft
palate. Plastic Reconstructive Surgery. 22, 435.

Klug, W. and M. Cummings (2000). Genetik kavramlar.

52



Koillinen, H., Wong, F.K., Ollikainen V., Karsten, A., Larson, O., Teh, B.T., Huggare,
J., Lahermo, P., Larsson, C., Kere, J. 2001. Mapping of the second locus for the
Van der Woude syndrome to chromosome 1p34. Eur. J. Hum. Genet. 9 (10)
747-52.

Kondo, S., Schutte, B.C., Richardson, R.J., Bjork, B.C., Knight, A.S., Watanabe, Y., et
al., Watanabe Y., Howard, E., Ferreira de Lima, R.L.L., Daack-Hirsch, S.,
Sander A., McDonald-McGinn D.M, Zackai E. H., Lammer E.J., Aylsworth
A.S., Ardinger H.H., Lidral, A.C., Pober, B.R., Moreno, L., Arcos-Burgos, M.,
Valencia C., Houdayer, C., Bahuau M., Moretti-Ferreira D., Richieri-Costa, A.,
Dixon, M.J. and Murray, J.C. 2002. Mutations in IRF6 cause Van der Woude
and popliteal pterygium syndromes. Nat. Genet., 32, 285-289.

Lace, B., Vasiljeva I., Dundure I., Barkane B., Akota I., and Krumina A. 2006. Mutati-
on analysis of the MSX1 gene exons and intron in patients with nonsyndromic
cleft lip and palate. Stomatologija, Baltic Dental and Maxillofacial Journal,
8:21-4.

Lee, H.K., Kim, S.S. and Son, W.S. 2008 Characteristics of MSX1 gene in Korean non-
syndromic cleft lip and palate individuals. Korean J. Orthod., 38, (2):133-43.

Lees, M.M., Winter, R.M., Malcolm, S., and Saal, H.M, Chitty, L. 1999. Popliteal Ptery
gium syndrome: a clinical study of three families and report of linkage to the Van
der Woude syndrome locus on 1932. J. Med. Genet., Dec; 36(12):888-92.

Lidral, A.C., Murray, J.C., Buetow, K.H., Basart, A.M., Schearer, H., Shiang, R., Naval,
A., Layda, E., Magee, K. and Magee, W. 1997. Studies of the candidate genes
TGFB2, MSX1, TGFA, and TGFB3 in the etiology of cleft lip and palate in the
Philippines. Cleft Palate Craniofacial. Journal, Jan; 34 (1) : 1-6.

Lidral, A.C., Romitti, P.A., Basart, A.M., Doetschman, T., Leysens, N.J., Daack-Hirsch,
S., Semina, E.V.,. Johnson, L.R., Machida, J., Burds, A., Parnell, T. J.,
Rubenstein, J. L.R. and Murray, J.C., 1998. Association of MSX1 and TGFB3
with nonsyndromic clefting in humans. Am. J. Hum. Genet., 63 :557-568.

Little, H.J., Rorick, N. K., Su, L.1., Baldock, C., Malhotra, S., Jowitt, T., Gakhar, L.,
Subramanian, R., Schutte, B.C., Dixon, M. J. and Shore, P. 2009. Missense
mutations that cause Van der Woude syndrome and popliteal pterygium
syndrome affect the DNA-binding and transcriptional activation functions of
IRF6. Human Molecular Genetics, 18 (3):535-545.

Martinelli, M., Carinci F., Scapoli, L., Pezzetti, F., Marchesini, J., Palmieri, A., Cara-
melli, E. Baciliero, U., Padula, E., Gombos, F., Rulo, R., Carls, F., Becchetti,
A., Tognon, M. and Carinci, P. 2004. Drugs, environmental factors, loci and
genes involved in nonsyndromic orofacial cleft. Current Pharmacogenomics,
Volume 2, Number 3, September , 277-286.

53



Meng, L., Bian, Z., Torensma R. and. Von den Hoff J.W. 2009. Biological mechanisms
in palatogenesis and cleft palate. J. Dent. Res., 88, 22.

Modesto, A., Moreno, L.M., Krahn, K., King S. and Lidral A.C. 2006. MSX1 and oro-
facial clefting with and without tooth agenesis. J. Dent. Res., 6, 85, 542.

Moreno, L.M., Arcos-Burgos, M., Marazita, M.L., Krahn, K., Maher, B.S., Cooper,
M.E., Valencia-Ramirez C.R. and Lidral A.C. 2004. Genetic analysis of
candidate loci in non-syndromic cleft lip families from Antioquia-Colombia and
Ohio. Am. J. Med. Genet. A, 125,135-144.

Morkiiniené, A., Steponaviéiiité, D., Kasnauskiené, J. and Kucinskas, V. 2006. Nucleo-
tide sequence changes in the MSX1 and IRF6 genes in Lithuanian patients with
nonsyndromic orofacial clefting. Acta Medica Lituanica. Volume 13 No. 4. P.
219-225.

Mossey, P.A. and Little, J. 2002. Epidemiology of oral clefts: an international
Perspective. In: Wyszynski DF, ed. Cleft lip and palate: from origin to
treatment. Oxford, England: Oxford University Pres, 127-58.

Murray, J.C. and Schutte, B.C. 2004. Cleft palate players, pathways, and pursuits. The
Journal of Clinical Investigation, 113:1676-1678.

Nieminen, P., Kotilainen, J., Aalto, Y., Knuutila, S., Pirinen, S. and Thesleff, I. 2003.
MSX1 gene is deleted in Wolf-Hirschhorn syndrome patients with oligodontia.
J. Dent. Res. 82, 1013-1017.

Nusshaum, R.L., Mclnnes, R.R., Willard, H.F., and Boerkoel, III C.F. 2005. Tibbi
Genetik Giines Kitabevi, 44, 33-37.

Otero, L., Gutie'rrez, S., Cha’ves, M., Vargas, C. and Bermudez, L. 2007. Association
of MSX1 with nonsyndromic cleft lip and palate in a Colombian population.
Cleft Palate Craniofacial Journal, 44, 6.

Park, J.W., Mclntosh, I., Hetmanski, J. B., Jabs, E.W., Vander Kolk, C. A., Wu-Chou,
Y.H., Chen, P.K., Chong, S.S., Yeow, V., Jee, S.H., Park, B.Y., Fallin, M.D.,
Ingersoll, R., Scott, A.F. and Beaty, T.H. 2007. Association between IRF6 and
nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate in four populations. Genetics
In Medicine, April, 9,4.

Paun, A. and Pitha, P.M. 2007. The IRF family, revisited. Biochimie, 89, 744-753.
Pegelow, M., Peyrard-Janvid, M., Zucchelli, M., Fransson, I., Larson, O., Kere, J.,
Larsson, C. and Karsten, A. 2008. Familial non-syndromic cleft lip and palate -

analysis of the IRF6 gene and clinical phenotypes. European Journal of
Orthodontics, 30, 169-175.

54



Richardson, R.J., Dixon, J., Malhotra, S., Hardman, M.J., Knowles, L., Boot-Handford,
R.P., Shore, P., Whitmarsh, A. and Dixon, M.J. 2006. Irf6 is a key determinant
of the Kkeratinocyte proliferation-differentiation switch. Nat. Genet.
38(11):1329-34

Romitti, P., Lidral, A.C., Munger, R.G., Daack-Hirsch, S., Burns, T. L. and Murray, J.
C. 1999. Candidate genes for nonsyndromic cleft lip and palate and maternal
cigarette smoking and alcohol consumption: evaluation of genotype-
environment interactions from a population-based case-control study of
orofacial clefts. Teratology, 59, 1, 39-50.

Saiki, R.K., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K.B., Horn, G.T., Erlich, H.A. and Arnheim,
N. 1985. Enzymatic amplification of 3-globin genomic sequences and restriction
site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science, 20, 230, 1350-135.

Sambrook, J., Fritsch, E. and Maniatis, T. Molecular cloning. A laboratory manual on
the web. http://www.molecularcloning.com/ Cold Spring Harbor, NY:545-553
Cold Spring Harbor Laboratory Press. Erisim 03.04.2009

Satokata, I. and Maas, R. 1994. Msx1 deficient mice exhibit cleft palate and abnormali-
ties of craniofacial and tooth development. Nature Genetics, 6, 348 - 356. In: JUQESSUT,
A. and Murray, J.C. 2005. Orofacial clefting: recent insights into a complex
trait. Current Opinion in Genetics & Development, 15:270-278.

Saxen, I. 1975b. Prolonged in vitro closure of the mouse secondary palate by salicylates
. Scand. J. Dent. Res., 83, 202-208.

Scapoli, L., Palmieri, A., Martinelli, M.,Pezzetti, F., Carinci, P., Tognon, M. and Carin-
ci, F. 2005. Strong evidence of linkage disequilibrium between polymorphisms
at the IRF6 locus and nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate, in an
Italian population. Am. J. Hum. Genet., 76, 180-183.

Schultz, R.E., Cooper, M.E., Daack-Hirsch, S., Shi, M., Nepomucena, B., Graf, K.A.,
O’Brien, E.K., O’Brien, S.E., Marazita, M.L. and. Murray, J.C. 2004. Targeted
scan of fifteen regions for nonsyndromic cleft lip and palate in Filipino families.
Am. J. Med. Genet., 125A, 17-22

Schutte, B.C. and Murray, J.C. 1999. The many faces and factors of orofacial clefts.
Hum. Mol. Genet., 8(10):1853-9.

Shaw, G.M., Wasserman, C. R., Lammer, E. J., O'Malley, C.D., Murray, J.C., Basart, A.
M. and Tolarova, M.M. 1996. Orofacial clefts, parental cigarette smoking, and
transforming growth factor-alpha gene variants. Am. J. Hum. Genet. 58:551-
561.

55



Shotelersuk, V., Ittiwut, C., Siriwan, P. and Angspatt, A. 2003. Maternal 677CT/1298A
Cgenotype of the MTHFR gene as a risk factor for cleft lip. J. Med. Genet., 40(5
):e64.

Silva Filho, O.G., Rosa, L.A.A. and Lauris, R.C.M.C. 2007. Influence of isolated cleft
palate and palatoplasty on the face. J. Appl. Oral. Sci., 15(3), 199-208.

Slayton, R.L., Williams, L., Murray, J., Wheeler, J.J., Lidral, A.C. and Nishimura, C.J.
2003. Genetic association studies of cleft lip and/or palate with hypodontia
outside the cleft region. Cleft Palate Craniofacial Journal, 4, 274-9.

Smith, C. P. W., Williams, P.L. and Treadgold, S. 1984. Basic Human Embryology 3rd
edition. Pitman Publishing Limited, 68, London.

S6zen, M.A., Tolarova, M.M. and Richard A.S. 2009. Bir CLTMP geni polimorfizmi
ile Guetamala’daki non-sendromik yarik dudak ve/veya damak arasinda
iliskilendirme ¢abasi. Tip Arastirmalar1 Dergisi,7, (1),7-11.

Spritz, R.A. 2001. The genetics and epigenetics of orofacial clefts. Curr. Opin. Pediatr.
13:556-560. In: Stevenson, R.E. and Hall, J.G. 2006. Human malformations and
related anomalies. Oxford University Pres. p:395.

Srichomthong, C., Siriwan, P. and Shotelersuk, V. 2005. Significant association bet-
ween IRF6 820G—> A and nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate in
the Thai population. J. Med. Genet., 42:e46.

Stainer, P. and Moore, G. E. 2004. Genetics of cleft lip and palate: syndromic genes
contribute to the incidence of non-syndromic clefts. Human Molecular Genetics,
13, Review lIssue 1, 73-81.

Stevenson, R.E. and Hall, J.G. 2006. Human malformations and related anomalies.
Oxford University Pres. p:395

Suazo, J., Santos, J.L., Carreno, H., Jara, L. and Blanco, R. 2004. Linkage Disequilibri-
um between MSX1 and non-syndromic cleft lip/palate in the Chilean population.
J. Dent. Res., Oct, 83, (10), 782-5.

Suzuki, K., Hu, D., Bustos, T., Zlotogora, J., Richieri-Costa, A., Helms, J.A. and Spritz,
R.A. 2000. Mutations of PVRL1, encoding a cell-cell adhesion
molecule/herpesvirus receptor, in cleft lip/palate-ectodermal dysplasia. Nat.
Genet., 25, 427-430.

Suzuki, Y., Jezewski, P.A., Machida, J., Watanabe, Y., Shi, M., Cooper, M.E., Vietle,
T., Nguyen, T.D., Hai, H., Natsume, N., Shimozato, K., Marazita, M.L. and
Murray, J.C. 2004. In a Vietnamese population, MSX1 variants contribute to
cleft lip and palate. Genet. Med., 6, 117-25.

56



Tang, W., Du, X., Feng, F., Long, J., Lin, Y., Li, P., Liu, L., Tian W. 2009. Association
Analysis between the IRF6 G820A polymorphism and nonsyndromic cleft lip
and/or cleft palate in a Chinese population. Cleft Palate—Craniofacial Journal,
46, 1, 89-92.

Taniguchi, T.,Ogasawara, K., Takaoka, A. and Tanaka, N. 2001. IRF family of
transcription factors as regulators of host defense. Annu. Rev. Immunol., 19,
623-55.

Taylor, A.J. 1968. Autosomal trisomy 13 (Patau’s syndrome): a detailed 27 cases of

Edward’s syndrome and 27 cases of Patau’s syndrome. J. Med. Genet., 5, 227-
52.

Tongkobpetch, S., Siriwan, P. and Shotelersuk V. 2006. MSX1 mutations contribute to
nonsyndromic cleft lip in a Thai population. J. Hum. Genet., 51:671-676.

Tungbilek, E. 1996. Tiirkiye’de malformasyon siklig1, dagilimi, risk faktorleri ve yeni
doganin andropometrik degerlendirilmesi. Tiibitak Matbaasi, Ankara., s. 94,

Tungbilek, G . 1999. Dudak Damak Yariklarinda Kalitim ve Epidemiyoloji. Dudak ve
Damak yariklar. Ed. Erk, Y., Ozgiir, F. iskur Matbaacilik Ltd.Sti., Ankara. s:7
16.

Tungbilek, G., Ozgiir, F. ve Balci, S. 2004. 1229 yarik dudak ve damak hastasinda
goriilen ek malformasyon ve sendromlar. Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Dergisi,
47,172-176.

Van der Woude, A. 1954 Fistula Labii Inferioris Congenita and its association with cleft
lip and palate. Am J Hum Genet 6:244.

Van Rooij, I.A.L.M., Wegerif, M.J.M.; Roelofs, H.M.J., Peters, W.H.M., Kuijpers-
Jagtman, A.M., Zielhuis, G.A., Merkus, H.M.W.M., Steegers-Theunissen,
R.P.M. 2001. Smoking, genetic polymorphisms in biotransformation enzymes,
and nonsyndromic oral clefting: a gene-environment interaction. Epidemiology,
12, 502-7.

Vieira, A.R., Orioli, .M., Castilla. E.E., Cooper, M.E., Marazita, M.L. and Murray J.C.
2003. MSX1 and TGFB3 contribute to clefting in South America. J. Dent. Res.,
82(4):289-292.

Vieira, A.R., Romitti, P.A., Orioli, .M. and Castilla, E.E. 2003. Complex segregation

analysis of 1,792 cleft lip and palate families in South America: 1967-1997.
Pesqui Odontol Bras., 17(2), 161-5.

57



Vieira, A.R., Avila, J.R., Daack-Hirsch S., Dragan, E., Félix, T.M., Rahimov, F.,
Harrington, J., Schultz, R.R., Watanabe, Y., Johnson, M., Fang, J., O’Brien, S.
E., Orioli, I. M., Castilla, E. E., FitzPatrick, D. R., Jiang, R., Marazita, M. L. and
Murray J. C. 2005 Medical sequencing of candidate genes for nonsyndromic
cleft lip and palate. PLoS Genet., 1(6): e64.

Vieira, A.R., Cooper, M.E., Marazita, M.L. Orioli, I.M. and Castilla, E.E. 2007. Interfe-
ron regulatory factor 6 (IRF6) is associated with oral-facial cleft in individuals
that originate in South America. Am. J. Med. Genet. A, 143A: 2075-2078.

William, J.L. and Lawrance, S. S., 2001. Human embryology 3rd. Edition, Churchill
Livingstone, Pennysylvania p: 370.

Wong, F.K. and Hagg, U. 2004. An update on the aetiology of orofacial clefts. Hong
Kong Med. J., 10:331-6.

Wyszynski, D.F., Duffy, D.L and Beaty, T.H. 1997. Maternal cigarette smoking and
oral clefts: a meta-analysis. Palate Craniofac. J., 34, 206-210.

Wyszynski, D.F. and Wu, T. 2002. Use of US birth certificate data to estimate the risk
of maternal cigarette smoking for oral clefting. Cleft Palate Craniofacial.
Journal, 39, 188-92.

Zabawski, Jr. E. J. and Cohen, J. B. 1999. Hereditary hypodontia and onychorrhexis of
the fingernails and toenail koilonychia: Witkop's tooth-and nail syndrome.
Dermatology Online Journal, 5(1): 3.

Zhang, Z., Song, Y., Zhao X., Zhang, X., Cesar Fermin, C. and Chen, Y.P. 2002. Res-
cue of cleft palate in Msx1-deficient mice by transgenic Bmp4 reveals a network
of BMP and Shh signaling in the regulation of mammalian palatogenesis.
Development, 129, 4135-4146.

Zucchero, T.M., Cooper, M.E., Maher, B.S., Daack-Hirsch, S., Nepomuceno, B.,
Ribeiro, L., Caprau, D., Christensen, K., Suzuki, Y., Machida, J., Natsume, N.,
Yoshiura, K.-l., Vieira, A,R, Orioli, .M., Castilla, E.E., Moreno, L., Arcos-
Burgos, M., Lidral, A.C., Field, L. L., Liu, Y., Ray, A., Goldstein, T.H.; Schultz
R.E., Shi, M., Johnson, M.K., Kondo, S., Schutte, B.C, Marazita, M.L. and
Murray, J. C. 2004. Interferon regulatory factor 6 (IRF6) gene variants and the
risk of isolated cleft lip or palate. The New England Journal of Medicine,
351(8):769-80.

58



OZGECMIS

Adi Soyadi: EZGI HALATLI
Dogum Yeri: BURSA

Dogum Tarihi: 15.03.1984
Medeni Hali: Bekar

Yabanci Dili:  Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Y1il)

Lise . Bursa Osmangazi Gazi Anadolu Lisesi
(2002)

Lisans : Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
(2007)

Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

(Eyliil 2007 — Kasim 2010)

Katildig1 Seminerler

e Kalitsal Hastaliklarin Tanmisinda Kullanilan Molekiiler Yontemler, 2008.

59



