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OZET: Non-sendromik yarik dudak ve/veya damak
(nsYD/D= nsCL/P, MIM 119530) en yaygin baglica do-
gum defektlerinden biridir. Birgok aday gen alel iligkilen-
dirme metodu ile non-sendromik yarik dudak/damak
malformasyonunda olasi rol alip almadigini test etmek igin
calistimigtir. Kromozom yeniden diizenlemelerine sahip
nadir olgular, ilgilenilen bir hastalik i¢in aday genleri be-
lirlemede essiz ipuglart saglayabilir. Son zamanlarda, bu
sekildeki iki ¢alisma yeni kromozom yeniden diizenlen-
meleri belirlemis ve bu suretle non-sendromik yarik du-
dak/damak hastalig: igin iki yeni aday gen ortaya ¢ikar-
mgtir: CLPTMI ve ACOD4. Buna dayali olarak, biz

ACOD4 geninin non-sendromik yarik dudak/damak hasta- .

ligindaki potansiyel roliinii belirlemek i¢in ilgili gende
mutasyon analizi gergeklestirdik. Kuzey Venezuella’dan
toplam 96 hastada ACOD4 geninin kodlayan bes
ekzonunda mutasyon taramasi gerceklestirdik. ki hastada
ACOD4 geninin 4. ekzonunda bir sessiz mutasyon,
Ala241Ala, belirledik ve bagka herhangi bir varyant
bulamadik. Sonu¢ olarak, bu bulgular ACOD4 geninin
nsYD/D malformasyonu gelisiminde yaygin bir genetik
risk faktorii oldugunu, en azindan bu arastirmada ¢aligilan
gliney Amerika’li (Veneziiella) populasyonda,
desteklememektedir.

Anahtar Kelimeler: ACOD4 geni, perisentrik inversiyon,
yarik dudak, yartk damak, mutasyon analizi

ABSTRACT: Non-syndromic cleft lip with or without
cleft palate (CL/P, MIM 119530) is perhaps the most
common major birth defect. A large number of candidate
genes have been studied by allelic association studies to
test possible involvement in non-syndromic cleft lip and
palate. Rare patients with de novo chromosomal
rearrangements and a rare disease can offer unique clues
for identifying candidate genes for a disorder of interest.
Two recent studies identified novel chromosomal
rearrangements and thereby identified two novel candidate
genes for nsCL/P: CLPTMI and ACOD4. Based on this,
we carried out mutation analysis of the ACOD4 gene for
its potential involvement in nsCL/P. We screened a total
of 96 nsCL/P patients from Venezuela for variation in the
five coding exons of ACOD4. We detected a silent variant,
Ala242Ala, in exon 4 in two patients, but found no other
variants. Altogether, our data do not support ACOD4 as a
common genetic risk factor for nsCL/P malformation, at
least in the South American (Venezuelan) population
studied here.

Key Words: ACOD4 gene, pericentric inversion, cleft lip,
cleft palate, mutation analysis

GIRIS

Non-sendromik yarik dudak/damak
(nsYD/D=nsCL/P) ikincil damak yarig1 veya yarik-
s1z damakla seyreden cografi ve etnik kokene goére
degisen yaklasik 1/1000 canli dogumu etkileyen
(Kuzey Amerika beyazlarin bebeklerinde yaklasik
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1/800) yaygin bir anomalidir (1,2). Yarik du-
dak/damak (YD/D) olgularinin yaklagik %70’i izole,
sporadik bozukluk olarak goriiliirken, %30’unu da
sendromik olgular olusturmaktadir. Non-sendromik’
YD/D (nsYD/D=nsCL/P; MIM 119530) bircok
lokusun goreceli olarak kiigiik etkileriyle ortaya ¢i-
kan poligenik, multifaktdryel bir hastaliktir (3,4,5,6).
Bir¢ok sendromik versiyonda ro! oynayan genlerin
non-sendromik olgularda da rol aldig1 gosterilmistir
(7). Bir¢ok kromozom bdlgesi 6megin, 2pl3, 4p ve
4931, 6p24, 17q21-24 ve 19q13.2 potansiyel kantita-
tif 6zellik lokuslar1 (Quantitaive trait loci, QTR) ola-
rak su ana kadar ¢aligilmis ve birgok aday gen non-
sendromik yarik dudak/damak’ta rol oynayip oyna-



w
(8]

madigini test i¢in alel iliskilendirme metoduyla ana-
liz edilmistir (8,9,10,11,12,13,).

Baglanti analizi ve parametrik olmayan yakla-
simlar kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalarda
kromozom 4p ve 4q’daki bazi bolgelerin sendromik
ve non-sendromik YD/D (CL/P) ile iliskili oldugu
gosterilmistir  (14,15,16). 4p sendromu (Wolf-
Hirschhorn sendromu) yarik dudak/damak hastaligi-
nin bagka bir nedeni olarak literatiirde yer almistir
(17). 4. kromozomun kisa (p) kolunda yer alan
MSXI geni insanlarda non-sendromik yaritk du-
dak/damak olgulariyla iliskili bulunan bir baska
aday gendir (18). 4. kromozomun uzun (q) kolunu
icine alan delesyon, translokasyon ve
dublikasyonlari igeren birgok kromozom yeniden
diizenlemeleri ile gozlenen birgok olgular rapor
edilmistir (19,20,21,22,23). Bu delesyon ve yeniden
diizenlemelerden bazilari sendromik yarik/dudak
damakla iliskilendirilmistir. Birgok hastalikla ilgili
genleri belirlemede kromozom yeniden diizenleme-
leri tagiyan hastalar ilgili aday genleri ortaya ¢ikar-
mada biiyiik katkida bulunmustur. Bu baglamda
bobrek kanserlerinde rol oynayan bir gen bir
tranlokasyonla belirlenmesinin yanisira (24), yakin
zamanlardaki baska bir ¢alismada da, kromozom 19
tizerinde bir membran proteinini kodlayan ve denge-
li bir translokasyon, t(2;19) (q11.2q13.3), ile bozu-
lan bir gen de (CLPTMI) non-senromik yarik du-
dak/damak malformasyonuna aday bir gen olarak
belirlenmistir (25). Gliniimiizdeki pozisyonel klon-
lama stratejileri kullanilarak yeniden diizenlenen
kromozom yerlerindeki veya yakinindaki muhteme-
len fonksiyonlart bozulan ve ilgili hastalik tablolari-
nin ortaya ¢ikmasina yol agan genler biiyiik bir basa-
r1 ile tesbit edilebilmektedir. Bunun en yakin 6rnegi-
ni ACOD4 geni olusturmaktadir. ACOD4 geni iki
kusak boyunca yarik dudak/damakla birlikte segrege
olmus bir ailede belirlenen 4. kromozomdaki bir
perisentrik inversiyonun, inv(4)(p13q21), tesbiti ile
ortaya koyulmustur (26). Flourescence In situ
Hybridiation (FISH), YAC, BAC Contig haritalama-
st tekniklerinin  kombinasyonu  kullanilarak
inversiyon kirik noktasi belirlenmis ve dizi analizi
yapildiginda, inversiyon ile ACOD4 geninin bozul-
dugu ortaya konmustur. Ki bu genin 4q21°de lokali-
ze olan ve yeni bir A¢il-CoA desatiiraz enzimini
kodlayan 5 ekzonlu bir gen oldugu gdosterilmistir
(26).

Bu calismanin amaci yarik dudakli bir ailede
iki kusak boyunca segrege olmus olan perisentrik
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inversiyonla bozulan ACOD4 geninin intron ekzon
sinir kisimlart dahil kodlayan ekzonlarinda non-
sendromik yarik dudak ve/veya damakli olgularda
SSCP teknigi ile mutasyon analizi gergeklestirmekti.
Bunun sonucunda ACOD4 geninin ilgili hastalikla
iligkili olup olmadigina veya ilgili hastaligin gelisi-
minde katkida bulunup bulunmadigini ortaya koy-
makti. Bunun i¢in 96 non-sendromik yarik du-
dak/damakli olguda ACOD4 geninin bes ekzonunda
yapilan mutasyon analizi sonucu 2 olguda sessiz
mutasyon belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM

Genomik DNA o&rnekleri kuzey Veneziilla’nin
Cumana bolgesindeki non-sendromik yarik du-
dak/damakli hastalardan goniillii riza esasina bagh
kalinarak alindi. Bu ¢alisma Kuzey Veneziiella’dan
96 non-sendromik YD/D’li hastada ACOD4 geninin
kodlayan bes ekzonunda SSCP ve dizi analizi meto-
du kullanilarak mutasyon analizi yapildi. Genomik
DNA’lar hastalardan filtre kagitlari tizerine damlati-
lan ve kurutulan kan damlalarindan izole edildi (27)
ve elde edilen genomik DNA’lar Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) i¢in kalip olarak kullanildi. Tablo
1’de verilen intronik oligoniikleotid primerler kulla-
nilarak PCR iriinlerinin amplifikasyonu yapildu.
PCR reaksiyonunda zincir sentezi i¢in Platinum
DNA Taq polimeraz enzimi kullanildi ve iiretici
firmanin (Invitrogen) tavsiyeleri dogrultusunda re-
aksiyon sartlart optimize edildi. ACOD4 geninin
kodlayan bolgelerinde (baslica 5 ekzon) mutasyon
taramasi ig¢in amplifikasyonu yapilan farkli uzunluk-
taki PCR iriinleri kullanildi. Bunun igin ilgili {iriin-
ler esit miktarda (10 ul’lik bir PCR {irtinii igin 10 ul
2X formamid igeren jel yitkleme tamponu ilave edi-
lerek yaklasik 5 dakika 99 derecede denature edildi
ve jele yiikleninceye kadar buzda muhafaza edildi.
Denatiire edilen PCR iirtinleri 0.5X’lik MDE kulla-
nilarak (Biowhittaker Molecular Applications) 6n-
ceden hazirlanmis %10 gliserol igeren jele ytiklendi
(28). Yiikleme bittikten sonra, jel 25-30W sabit gii¢-
te yaklasik PCR driiniintin uzunluguna bagli olarak
3-5 saat yiiriitiilerek elekroforez yapildi ve farkli
SSCP/heterodupleks kaliplart gosteren PCR iiriinle-
ri, ilgili hasta genomik DNA’larindan tekrar PCR ve
takiben de “jelden DNA ekstraksiyon kiti” (Qiagen)
kullanilarak DNA’lar saflagtirildiktan sonra DNA
dizi analizine tabi tutuldu ve mutasyon olup olmadi-
gina bakildi.
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Tablo 1. ACOD+ geninin ekzonlarinin amplifikasyonunda kullanilan oligontikleotid primerler

Amplikon
Primer ad: Primer dizisi biiytikligi (bg)*

ACODEkzonlF 5" GTGCGGAGAATTCCCCCCTA 3’ (forward primer) 350
ACODEkzon1F2 5" ACCCTCGAGCTCCGCTCGGGCA 3’ (forward primer) 308
ACODExonlIR 5" ACTTACCCCAGAGCAGAGTGA 3’ (reverse primer)

ACODEkzon2F 5" ACGTGTGTCCCTGTTCAGGA 3’ (forward primer) 280
ACODEkzon2R 5" CTCCCATACTGCCATCTGCA 3° (reverse primer

ACODEkzon3F 5" GCGGTTCCTCTCTTCACTCA 3’ (forward primer) 321
ACODEkzon3R 5*ATGAGTCCACCTCATTGTGC 3’ (reverse primer

ACODEkzon4F 5" TCAGCGGGTCCTCATGGTGA 3’ (forward primer) 307
ACODEkzon4R 5" ATTCTCCCCATTGGCCCTCA 3’ (reverse primer)

ACODEkzon5F 5" CTATGCAGAGAGGTGGTGA 3’ (forward primer) 283
ACODEkzon5R 5" GAGGTTGCAACGGCAGACA 3’ (reverse primer

*be—baz ¢ifti

Tablo 2. Kuzey Venezuella’li olgularin ACOD4 geninin mutayon analizinde belirlenen varyantlar

nsYD/D’li hastalardaki sikhgr (n=96)

Varyant Ekzon Yabanil tip alel mutant tip alel
Ala241Ala 4 GCC (Ala) GCT (Ala) 2/192 (0.01)
(A241A)
BULGULAR rin non-sendromik yarik dudak/damak (nsCL/P)

ACOD4 geninin non-sendromik yarik du-
dak/damak hastalig ile iligkili olup olmadigini belir-
lemek i¢in Kuzey Veneziiella’dan 96 non-sendromik
yarik dudak/damakli olguda kromozom 4q21°de lo-
kalize olmus ACOD4 geninin kodlayan bes
ekzonunda mutasyon taramasi sonucu, ilgili genin 4.
ekzonunda iki hastada sessiz bir mutasyon belirlendi
(Tablo 2). Bu mutasyon ile 241. kodondaki
GCT>GCC’ye dontisiimii herhangi bir aminoasit
degisimi ortaya gikarmamistir. Dolayisiyla bu sessiz
mutasyon “Ala241Ala” olarak gosterilmistir. Mu-
tasyon analizi yapilan diger ekzonlarda (ekzon 1,2,3
ve 5) bagka herhangi bir mutasyon veya varyant
tesbit edilmemistir. Bu ylizden, bu ¢alismada
ACOD4 geninin non-sendromik yarik dudak/damak
malformasyonunun etyolojisinde rol oynabilecegi
yoniinde kesin destekliyici bulgu elde edilememistir.

TARTISMA

Non-sendromik yarik dudak ve/veya damak
(YD/D=CL/P) malformasyonunun etyolojisi hastali-
gin kompleksliginden dolay: hala biiyiik oranda bi-
linmemektedir. Bir¢ok genetik ve gevresel faktorle-

malformasyonun gelisiminde rol oynayabilecegi go-
zitkmektedir. Su ana kadar baglanti analizleri ve
iliskilendirme ¢aligmalariyla 4q dahil bazi kromo-
zom bolgeleri non-sendromik yarik
malformasyonunun etiyolojisinde diisiiniilmiis ve bu
bolgelerdeki bir ¢cok aday genlerdeki mutasyonlarin’
hastaligin gelisiminde katkida bulundugu gosteril-
mistir (7). Bu aday genleri belirlemede kromozom
yeniden diizenlenmelerinin yararli katkilar birkag
caligmada gosterilmistir (24,25,26).

Bu ¢alismada, 2 kusak yarik dudak damak ile
segrege olmus olan bir ailede tesbit edilen bir
perisentrik inversiyondan dolay1 inversiyon kirik ye-
rinde belirlenen ACOD4 aday bir gen olarak diisti-
niilmiis ve ilgili gende mutasyon analizi yapilmistir
ve bu genin non-sendromik yarik dudak/damak
malformasyonun olusumunda bir katkisinin olup
olmadig1 arastirilmistir (26). ACOD4 geninin 4.
ekzonundaki iki hastada heterozigot olarak belirle-
nen Ala241Ala mutasyonu disinda incelenen diger
kodlayan ekzonlarda baska bir degisim gozlenme-
mistir. Gendeki bu sessiz degisimin fonksiyonel bir
etkisinin olup olmadigini ortaya koyan herhangi bir
¢alisma mevcut degildir. Bu nedenle bu degisimin
fonksiyonu ile ilgili ileri ¢aligmalar yapilmasi ge-
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rekmektedir. Bunun beraber, bu degisimin hastalik
etiyolojinde bir roliiniin olmamasi da ihtimal dahi-
lindedir. Ayrica, mutasyon analizinin gergeklestiril-
digi tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP)
teknigi ile yaklasik %70 civarinda mutasyonlarin be-
lirlenebildigi g6z oniine alinirsa; bu teknigin sinirla-
yict bir sonucu olarak ortaya ¢ikan sudur ki; ¢alis-
mada non-sendromik yarik dudak/damak
malformasyonunun etyolojisinde rol oynayan bazi
patolojik degisimlerin kagirilmis olmast da ihtimal
dahilindedir. Bundan bagka, bu ¢aligmada incelen-
meyen yukar1 5° promoter bolgesi, intron bolgeleri
ve hatta 3’ boliimiindeki muhtemel diizenleyici bol-
gelerdeki potansiyel patolojik degisiklikler olabile-
cegi goz ardi edilmemelidir. Bu diizenleyici bolge-
lerdeki mutasyonlar ACOD+ geninin ekspresyonunu
etkileyebilir. Bu  bolgeler ile ilgili  genis
populasyonlarda detayli ¢alisiimalidir.

Sonug olarak, Veneziiclla populasyonunda ya-
pilan bu ¢aligmada belirlenen ACOD4 varyanti agik-
¢a 4q12 de yer alan bu genin non-sendromik yarik
dudak damaktaki roliinii destekleyici goriinmemek-
tedir. Bununla birlikte, bu ¢alisma 4COD4 geninin
muhtemel regulat6r bélgelerinde veya farkh teknik-
lerle mutasyon analizi yapilmasi bu genin ilgili
malformasyonda genetik risk faktorii olarak rol oy-
nayip oynamadigini belirlemede yararli olabilecegini
ve ayrica ACOD4 geninin non-sendromik yarik du-
dak/damak malformasyonundaki roliinii agikhiga ka-
vusturmak i¢in farkli populasyonlarda yapilacak
baska mutasyon analizi ¢alismalarina ihtiya¢ oldu-
gunu ongdrmektedir.
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