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Ozgiin arastirma makalesi

AMELX gen polimorfizminin cinsiyet ve ¢uruk riski

acisindan degerlendirilmesi

Gl Yildiz,"* R. Banu Ermis?

'Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali, Dis Hekimligi
Fakiltesi, Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Rize,
?Restoratif Dig Tedavisi Anabilim Dali, Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Stileyman Demirel Universitesi, Isparta, Tiirkiye

OzeT

AmAc: Minenin gelisimi sirasindaki mineralizasyona
katilan amelogenin proteini AMELX geni tarafindan
kodlanmaktadir. Bu proteindeki normalin disindaki
genetik degisiklikler minenin yapisini degistirerek mineral
kaybina ve cirik riskinin artisina sebep olabilmektedir.
Bu calismanin amaci, X kromozomunda yer alan AMELX
genindeki tek niikleotid polimorfizminin, cinsiyet
kromozom seti XX olan kadinlarin yiksek ciiriik risk
grubunda daha fazla sayida yer almasina neden olup
olmayacaginin arastiriimasidir.

GERe¢ VE YONTEM: Yas araligi 20-60 olan ‘diisiik ciiriik
risk’ (DMFT <5) grubundaki 77 birey ve ‘yiiksek cuirik
risk’ (DMFT=14) grubundaki 77 bireyden alinan yanak
ici suruntii 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu
yapildi. AMELX genine ait (+522, rs6639060) tek niikleotid
polimorfizminin genotip ve alel dagilimlari, PCR-RFLP
yontemi ile degerlendirildi. AMELX genine ait genotip ve
alel dagihmlarinin cinsiyet ve risk gruplari agisindan farkh
olup olmadigini saptamak icin ki-kare testi kullanildi.
istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak belirlendi.

BuLGuLAR: Calismadaki kadin ve erkek bireylerin dagilimi
acisindan digiik ve yiiksek curiik risk grubu arasinda
anlamh fark yoktu (p>0.05). Diisiik ve yiiksek ciriik risk
gruplar arasinda yapilan karsilastirmada AMELX (+522)
gen polimorfizmi acisindan gruplar arasinda anlamh bir
fark bulunmadi (p>0.05). Calismada AMELX (+522) gen
polimorfizmi genotip (ki-kare=8.189, p=0.017) ve alel
dagihmi (ki-kare=10.006, p=0.002), cinsiyetler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterdi. Buna goére TT
homozigot polimorfik genotip dagilimi kadin bireylerde
%41.7 iken erkek bireylerde %58.3 olarak, T polimorfik
alel dagilimi ise kadinlarda %39.7 iken erkeklerde %60.3
olarak bulundu.

Sonuc: AMELX (+522, rs6639060) gen polimorfizmi curik
riski ile iligkili bulunmadi, polimorfik genotip ve alel sayisi

Makale gonderilis tarihi: 03 Haziran 2016, Yayina kabul tarihi: 31 Aralik 2016
*lletisim: Gl Yildiz, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dall, Rize, Turkiye;

E-posta: gulyildiz@gmail.com

© 2017 Yildiz ve Ermis

kadinlarda erkeklere oranla daha az goézlendi.
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Giris

Agiz ortaminda normal sartlarda belirli bir denge
icerisinde  birbirini izleyen demineralizasyon ve
remineralizasyon olaylari bakteri plagr varliginda
bozulabilmekte ve demineralizasyonun &én plana
gecmesi ile ortaya ¢ikan mineral kaybi sonucunda
curik meydana gelmektedir.'3 Dis ¢Urigu, etiyolojisinde
yer alan dort temel faktdr olan biyofilm, diyet, zaman
ve konak etkilesiminin bir sonucu olarak meydana
gelmektedir.*® Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalar
ile dis ¢uridgunun olugsumuna neden olan ve ¢irige
yatkinligi artiran daha fazla risk faktér belirlenmistir.

Cinsiyet ve kahtim cirUk riski acisindan arastirilan
risk faktorleridir. Yapilan epidemiyolojik ve klinik
calismalarda kadinlarin gecmis curik deneyiminin
erkeklere gbére daha yuksek oranda oldugu
gosterilmigtir.® Bunun sebebi olarak, kadinlarin tukarik
akis hizi ve igeriginin daha az koruyucu 6zellikte olmasi,
beslenme aliskanliklarindaki farkliliklar ve hamilelik
dénemindeki hormonal degisiklikler gdsterilmektedir.”®
Ayrica kadinlardaki cinsiyet kromozomunun X olmasi,
kadinlardaki ¢artk sikliginin erkeklere goére daha
yuksek olmasina yol agmaktadir.®

Populasyonda %1 veya daha fazla siklikta gorilen
DNA dizi degisiklikleri polimorfizm olarak olarak
adlandiriimaktadir.®™ Bu y6énde yapilan ¢alismalarda
X kromozomu Uzerinde yer alan genlere ait polimorfik
dizi varyasyonlarinin ¢uriuk riski ile iligkili oldugu
belirtimektedir.>"" Mine formasyonunu dlzenleyen
protein olan amelogenin, X kromozumunda bulunan
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AMELX geni

Resim 1. AMELX geninin (+522) bélgesinin Msel restriksiyon enzimiyle kesim yapildiktan sonraki jel elektroforez gériinttst

M: molekler markér; bp: baz ¢ifti; CC homozigot normal 180 baz ¢ifti uzunlugunda tek parga; CT heterezigot normal 180, 141 ve 39 baz ¢ifti
uzunluklarinda Ug parga; TT homozigot polimorfik 141 ve 39 baz ¢ifti uzunlugunda iki parga

AMELX geni tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
gendeki degisikliklerin minenin dlzensiz olusmasina
sebep olarak cirige karsi hassasiyeti artirdig
bildirilmektedir.®

Bu calismanin amaci; X kromozomunda yer alan
AMELX genindeki tek niikleotid polimorfizminin (TNP),
cinsiyet kromozom seti XX olan kadinlarin yulksek
¢urik risk grubunda daha fazla sayida yer almasina
neden olup olmayacaginin arastiriimasidir. Bu amacla
calismadaki temel hipotezimiz, ylUksek c¢lrik risk
grubunda yer alan kadinlarin sayisinin daha fazla
olacagi seklindedir.

GEREC VE YONTEM

Calisma, Silleyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi
Fakdltesi Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dal Kilinigi
ve Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi.  Sileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan onaylanan génullu olur formlari
her katilimciya imzalatildi (B.30.2.5DU.0.20.05.07-
50/3932). Calismaya 20-60 yas araligindaki bireyler
katildi. Calisma grubunda DMFT =14 olan yiksek
curdk riskli 77 birey, kontrol grubunda ise DMFT <5
olan disuk ¢lrlk riskli 77 birey yer aldi.>'3 Arastirmaya
noérolojik, mental, sistemik ve genetik hastaligi bulunan,
dlzenli ilag kullanan ve dental florozisi olan hastalar
dahil edilmedi.

Klinik ve radyolojik degerlendirmenin sonunda WHO
kriterlerine gére ge¢mis ¢urik deneyimi igin DMFT
degeri hesaplandi. Klinik muayenede reflektdr 1s1d1,
ayna ve sond kullanilarak diglerin tim yuzeyleri ¢uruk
agisindan degerlendirildi. Araylz c¢urlklerinin tespiti
icin dijital panoramik radyografilerden vyararlanildi.
Dijital radyografide c¢lrik teshisini engelleyen
sUiperpozisyonlarin olmasi durumunda sag ve sol
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posterior bélgeden iki adet 1sirtma radyografisi (E-speed
film, Planmeca, Helsinki, Finlandiya) alindi. Klinik ve
radyolojik degerlendirmenin sonunda ¢urtik diglerin (D),
¢uriik nedeniyle ¢ekilmis diglerin (M) ve dolgulu diglerin
(F) sayisi toplanarak her hastaya 6zgii DMFT degerleri
saptandi.'®

DNA izolasyonu igin hastalarin yanak ici mukoza
dokusundan ssurintt érneklerialindi (Saliva Gene Buccal
Swab, Stratec Molecular GmbH, Berlin, Almanya).
igerisinde, Proteinaz K, Binding Buffer A, Wash Buffer
1, Wash Buffer 2 ve Elution Buffer D bulunan DNA
izolasyon kiti (PSP SalivaGene DNA, invitek, Berlin,
Almanya) kullanilarak érneklerin laboratuvar ortaminda
izolasyonu saglandi.

AMELX geni, X kromozomunda p22.31-p22.1’de
lokalize 835 baz cifti uzunlugunda ve 7 eksona sahiptir.
Calismamizda incelenmek Uzere sekans numarasi
rs6639060 olan, AMELX (+522) polimorfizmi segcildi.
S6z konusu polimorfizmde Sitozin bazinin Timine
(C/T) donusmesi sonucu, Losin (Leu) aminoasitinde
degisiklik gdzlenmemektedir.™* izole edilen DNA
Orneklerinden ~ AMELX  (+522)  polimorfizminin
bulundugu bdlge polimeraz zincir reaksiyonu yéntemi
ile cogaltildi. Cogaltilan DNA &rnekleri Uzerinde
Msel kesim (restriksiyon) enzimi (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak ‘Kisitlayici
Enzim Kesimi Parga Uzunlugu Polimorfizmi’ teknigi
ile kesim reaksiyonu gergeklestirildi. Kesim yapilan
DNA o6rneklerinin elektroforez cihazinda jel Uzerinde
yuritilmesi sonucu birbirinden ayrilmasi saglandi.
Yiuritme sonrasi ayrilan parcgalar jel Uzerinde bant
seklinde gérintilendi ve bantlarin  blydklUkleri
transilliminatér cihazinda (Ultra-Lum Inc., Claremont,
CA, ABD) degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda
DNA 6rneginin genotip goériinimi CC ise homozigot
normal, CT ise heterozigot normal, TT ise homozigot
polimorfik olduguna karar verildi (Resim 1).
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Dustuk ve yuksek curik risk gruplan arasinda
cinsiyet acisindan fark olup olmadigi ki-kare (y?)
testi ile incelendi. AMELX genine ait genotip ve alel
dagilimlarinin cinsiyet ve risk gruplan agisindan
farkli olup olmadigini saptamak icin x? testi kullanild.
istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edildi.

BuLGULAR

Calismaya katilan 20-60 yas araligindaki bireylerin
yas ortancasi (medyan) 28.0 (ceyreklikler arasi
genislik=19.0; min=20.0; maks=60.0) olarak saptandi.
Calismadaki dusik ve ylUksek ¢lrlk risk grubunda esit
sayida birey yer aldi (n=77). Kadin ve erkek bireylerin
dagihimi agisindan disuk ve ylksek c¢urik risk grubu
arasinda fark yoktu (p=0.871; Tablo 1).

Dusik ve yuksek curuk risk grubundaki bireylerin
AMELX genine ait genotip ve alel frekans dagilimlarina
gbre istatistiksel olarak karsilastiriimalari Tablo 1’de
gosterilmektedir. AMELX geninin CC homozigot normal
genotipi disik curik risk grubunda 9%50.9, yuksek
¢urik risk grubunda % 49.1, TT homozigot polimorfik
genotipi disuk risk grubunda %50.0, yuksek ¢urik risk
grubunda %50.0 olarak bulundu. Disuk ve yuksek
¢urik risk gruplari arasinda AMELX genotip dagilimlari
agisindan istatistiksel agidan anlamli fark gézlenmedi
(p=0.889; Tablo 1).

Dusuk ve yuksek c¢lrik risk grubuna ait bireyler
AMELX geninin alel frekans dagilimlari acgisindan
karsilastiriidiklarinda her iki grup arasinda anlaml
farklilik saptanmadi (p=0.784; Tablo 1).

AMELX (+522) polimorfizminin cinsiyet degiskenine
bagimli olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan ki-
kare testi sonuglari Tablo 2’de gdsterilmistir. Buna gére
AMELX genine ait genotip dagilimi ile cinsiyet arasinda
anlamli farkhlk oldugu belirlendi (p=0.017). AMELX geni
genotipi CC (homozigot normal) olanlarin %63.6’sinin
ve TT (homozigot polimorfik) olanlarin %41.7’sinin kadin
oldugu saptandi (Tablo 2). AMELX geni alel frekansi C
(normal) olanlarin %61.2’sinin (n=147) ve alel frekansi
T (polimorfik) olanlarin %39.7’sinin (n=27) kadinlardan
olustugu bulgulandi (p=0.002; Tablo 2).

TARTISMA

Gegmiste dis cUrigunin etiyolojisi Uzerine genetigin et-
kisi Gnemsenmemis olsa da zamanla tek ve ¢ift yumur-
ta ikizlerini kapsayan genis populasyon calismalarinin
gerceklesmesi ve genetik haritalama calismasi ile dig
curdklerinin genetik temelleri arastinimistir.® Cirtkle
iliskili genomik bdlgelerin tespiti igin yapilan insan ge-
nom projesi sonucu 5q13.3, 14q11.2, ve Xq27.1 lokus-
larinin ¢urtk yatkinliginin diistk olmasiyla ilgili oldu-
Ju tespit edilmistir.>'" AMELX geni X kromozomunda
p22.31-p22.1’de yer almakta ve minenin gelisimi sira-
sindaki mineralizasyonda rol oynayan amelogenin pro-
teinini kodlamaktadir.'®'® Genom veri tabanlarindan biri
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Tablo 1. Duistik ¢lirik risk gruplarinda (n=77) ve yiiksek ¢liriik risk
gruplarinda (n=77) cinsiyet ve AMELX genine ait genotip ve alel
dagilimi (ki-kare testi, p<0.05)

Diisiik curiik  Yiiksek curiik p degeri

risk grubu risk grubu (x2testi)
(DMFT <5) (DMFT =14)
n (%) n (%)
Cinsiyet
Kadin 44 (50.6) 43 (49.4) 0.871
Erkek 33 (49.3) 34 (50.7)
Genotip
CC (homozigot normal) 56 (50.9) 54 (49.1) 0.889
CT (heterozigot normal) 9 (45.0) 11 (55.0)
TT (homozigot polimorfik) 12 (50.0) 12 (50.0)
Alel
C (normal) 121 (50.4) 119 (49.6)  0.784
T (polimorfik) 33 (48.5) 35 (51.5)

Tablo 2. AMELX (+522) polimorfizminin cinsiyet degiskenine
bagimii olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan ki-kare testi
sonuglar

AMELX (+522) Erkek, n Kadin, n & P
(%) (%) degeri
Genotip
CC (homozigot normal) 40 (36.4) 70 (63.6) 8.189 0.017

CT (heterozigot normal) 13(65.0) 7 (35.0)

TT (homozigot polimorfik) 14 (58.3) 10 (41.7)

Alel
C (normal) 93(38.8) 147(61.2) 10.006 0.002
T (polimorfik) 41 (60.3) 27 (39.7)

olan Ensembl veri tabaninda AMELX geni i¢in 76 TNP
girisinin mevcut oldugu tespit edilmistir.'* Calismamiz-
da AMELX genine ait secilen polimorfizm, Ldsin (Leu)
aminoasitinde degisiklik olusturmayan AMELX (+522,
rs6639060) polimorfizmidir. Yapilan ¢alismalarda bu
polimorfizmin ¢urlk riski ile iliskisinin sadece c¢ocuk-
larda arastirilmasi ve gen c¢alismalarinda sonuclarin
baska arastirmalarla da desteklenmesi gerekliligi g6z
oninde bulundurularak AMELX (+522, rs6639060) po-
limorfizmi ile ¢alisiimasina karar verilmistir.5'7:18

Calismamizda yer alan ¢UrUk riski dusik (DMFT <5)
ve ¢uruk riski yiksek (DMFT = 14) olan 20-60 yas ara-
hgindaki erigkin bireylerde AMELX (+522, rs6639060)
polimorfizmi ile ¢lrik arasinda iligki gézlenmemis-
tir. Bu sonu¢ 2008 yilinda AMELX gen polmorfizmi
ve ¢uruk arasinda iligki bulan iki calismadan farklk
gostermektedir.’®® Calismalardan Deeley ve ark.'
14-60 yas arasindaki genc ve erigkinlerde AMELX gen
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polimorfizminin (hCV2190967), amelogenin proteinini
etkileyerek mine prizmalarinin duzensiz yerlesmesine
neden oldugunu dolayisiyla Guetemala toplumunda-
ki bireylerin ¢lrik yatkinhgini ytkselttigini bildirmistir.
Calismamizdan farkh olarak erigkin bireylerde AMELX
gen polimorfizmi ve ¢uriik arasinda iliskinin bulunmasi,
bu arastirmanin Guetemala toplumunda gergeklesme-
sine baglanabilir. Patir ve ark.'® ise Turk toplumundaki
3-6 yas arasindaki ¢cocuklarda AMELX genindeki poli-
morfizmin (rs17878486), minenin yapisini degistirerek
asidik ortamda mineral kaybini artirdi§i ve karyojenik
bakterilerin dis ylzeyine tutunmasini kolaylastirdigini
bildirmis ve bu polimorfizmin ¢lrige yatkinlig1 artira-
bilecegini saptamistir. Calismanin Turk toplumunda
gerceklestiriimis olmasina ragmen, AMELX gen poli-
morfizminin sit diglerindeki ¢urik ile iligkilendiriimesi,
eriskin bireylerin daimi dislerinde gergeklestirilmis olan
calismamizin sonuglarindan farklilik géstermesine ne-
den olmus olabilir. Nitekim sut ve daimi digler lizerinde
farkli genlerin etkili olmasi veya ayni genin sut ve daimi
digler tzerinde farkli etkiler gbstermesi dolayisiyla be-
bek ve erigkinler Gzerinde genetik etkinin farkli olabile-
cegi bildirilmigtir.20:21

Calismamizin bulgularina benzer olarak, Yildiz ve
arkadaslarinin®2 2016 yilinda Turk toplumundaki erigkin
bireylerde, Olswski ve arkadaslarinin’® 2012 yilinda Po-
lonyali cocuklarda ve Ouryouji ve arkadaslarinin'” 2008
yilinda Japon c¢ocuklarda yapmis olduklari ¢aligmalar-
da da AMELX (+522, rs6639060) polimorfizmi ile curuk
riski arasinda iligki bulunamamistir. Bu sonug farkli top-
lumlar Uzerinde AMELX (+522, rs6639060) polimorfiz-
minin etkisinin farkli olmadigini destekler niteliktedir.

Cinsiyet kromozomu olarak kadinlarda XX, er-
keklerde ise XY kromozomu bulunmaktadir. Kadin-
larin ¢urige kargi daha duyarli olmasinin sebebi X
kromozomu Uzerinde yer alan gen varyasyonlarina
baglanabilmektedir.52° Bu gen degisimlerinin, mine
matriksinin dlUzensiz olusmasina sebep oldugu ve
kadinlarin agiz florasini degistirerek curtgin basla-
masina uygun ortami meydana getirdigi bildiriimistir.
Erkeklerde ise AMELX geninin yaninda AMELY geni
yer almaktadir. Erkeklerdeki AMELY geninin aktif ve
normal olarak ikiye ayrldigi belirtiimektedir. Eger erkek
birey, aktif AMELY geni tasiyorsa, bu genin AMELX
genindeki degisikliklerin kompanse edilmesini sagladi-
g1 ve bdylece curuk riskinin erkeklerde kadinlara gére
daha az olmasina yol actigi ifade edilmistir.62° Calis-
mamizda dustk ve ylUksek ¢lrlk riskli grupta cinsiyet
dagilimi anlamli farklilik géstermezken, AMELX genine
ait (+522) polimorfizme erkeklerde daha fazla rastlan-
mistir. AMELX gen polimorfizminin kadinlara oranla er-
keklerde daha fazla oranda gérllmesi, erkek bireylerin
cinsiyet kromozumundaki AMELY geninin aktif olma-
masina, dolayisiyla erkeklerde polimorfik X alelinin Y
aleli tarafindan kompanse edilememesine baglanabilir.
Calismanin limitasyonu olarak AMELX genine ait daha
fazla tek nikleotid polimorfizmi ile ¢calisiimasi genetigin
cinsiyet ve ¢irik riski ile olan iliskisini daha net ortaya
cikarabilir.
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Sonuc

Sonug olarak calismada, AMELX (+522, rs6639060)
gen polimorfizmi ¢urdk riski ile iligkili bulunmamis,
polimorfik genotip ve alel sayisi kadinlarda erkeklere
oranla daha az gézlenmigtir. Ayrica, dusik ve yuksek
curik risk grubunda yer alan kadin ve erkek sayisinin
dagilimi arasinda fark olmadigr sonucuna varilmistir.
ileride yapilacak olan arastirmalarda AMELX genine
ait calismamizda incelenen polimorfizm bdlgesi
yerine diger tek nukleotid degisikliklerinin veya
cinsiyet kromozomlarinda lokalize olan farkli genlerin
degerlendirilmesi ¢lrik riskinin cinsiyet ile baglantisini
daha net ortaya cikarabilecektir.
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Evaluation of AMELX gene
polymorphism regarding gender and
caries risk

ABSTRACT

OBJecTIVE: AMELX is the gene encoding amelogenin,
which is involved in biomineralization during tooth
enamel development. The genetic variation of this protein
contributes to structural alterations of the enamel that
may cause mineral loss and increased caries risk. The aim
of this study was to investigate whether single nucleotide
polymorphism of AMELX located on the X chromosome
led to greater number of women (XX chromosome set) in
the high caries risk group.
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MaTeRIALS AND MeTHOD: Genomic DNA was extracted from
the buccal mucosa of 77 adults with ‘low caries risk group’
(DMFT <5) and 77 adults with ‘high caries risk group’
(DMFT =14) aged 20-60 years. The allele and genotype
frequencies of AMELX (+522, rs6639060) single nucleotide
polymorphism (SNP) were genotyped with the PCR-RFLP
method. The difference of allele and genotype frequencies
of AMELX across gender and risk groups was compared
with the chi-square test. The level of significance was set
at p<0.05.

ResuLts: There was no significant difference between
the low and high caries risk groups in relation to gender
(p>0.05). No significant difference was found regarding
the distribution of AMELX (+522) gene polymorphism
between the low and high caries risk groups (p>0.05).
Differences between the two genders for allele (chi-
square=10.006, p=0.002) and genotype (chi-square=8.189,
p=0.017) frequencies of AMELX (+522) were statistically
significant. The frequency of TT polymorphism was found
to be 41.7% in women and 58.3% in men. The frequency
of T allele was found to be 39.7 % in women and 60.3% in
men.

ConcLusioN: AMELX (+522, rs6639060) gene polymorphism
was not associated with caries risk, and the number of
polymorphic genotypes and alleles was lower in women
than in men.

KEYWORDS: Amelogenin;  dental
polymorphism, single nucleotide

caries; gender;
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