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OZET: Non-sendromik yank dudak ve/veya damak 
(nsYD/D= nsCLIP, MIM 119530) en yaygm bashca do
gum defektlerinden biridir. Bircok aday gen alel iliskilen
dirme metodu ile non-sendromik yank dudak/damak 
malformasyonunda olasi rol ahp almadigiru test etmek icin 
cahsilnusnr. Kromozom yeniden dtizenlemelerine sahip 
nadir olgular, ilgilenilen bir hastahk icin aday genleri be
lirlemede essiz ipuclan saglayabilir. Son zamanlarda, bu 
sekildeki iki cahsma yeni kromozom yeniden diizenlen
meleri belirlemis ve bu suretle non-sendromik yank du
dak/damak hastaligr icin iki yeni aday gen ortaya cikar
rrnsttr: CLPTMI ve ACOD4. Buna dayali olarak, biz 
ACOD4 geninin non-sendromik yank dudak/damak hasta- . 
hgindaki potansiyel roltinti belirlemek icin ilgili gende 
mutasyon analizi gerceklestirdik. Kuzey Venezuella'dan 
toplam 96 hastada ACOD4 geninin kodlayan be~ 

ekzonunda mutasyon taramasi gcrceklestirdik, Iki hastada 
ACOD4 geninin 4. ekzonunda bir sessiz mutasyon, 
Ala241 Ala, belirledik ve baska herhangi bir vary ant 
bulamadik. Sonuc olarak, bu bulgular ACOD4 geninin 
nsYD/D malformasyonu gelisiminde yaygm bir genetik 
risk faktoru oldugunu, en azindan bu arastirmada cahsilan 
giiney Amerika' h (Venezue11a) populasyonda, 
desteklememektedir. 
Anahtar Kelimeler: ACOD4 geni, perisentrik inversiyon, 
yank dudak, yank damak, mutasyon analizi 

ABSTRACT: Non-syndromic cleft lip with or without 
cleft palate (CLIP, 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 

ctnts 

Non-sendromik yank dudak/damak 
(nsYD/D=nsCL/P) ikincil damak yang: veya yank
SIZ damakla seyreden cografi ve etnik kokene gore 
degisen yaklasik 1/1000 canh dogumu etkileyen 
(Kuzey Amerika beyazlann bebeklerinde yaklasik 
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1/800) yaygin bir anomalidir (1,2). Yank du
dak/damak (YD/D) olgulanrun yaklasik %70'i izole, 
sporadik bozukluk olarak gorulurken, %30'unu da 
sendromik olgular olusturmaktadir. Non-sendromik' 
YD/D (nsYD/D=nsCL/P; MIM 119530) bircok 
lokusun goreceli olarak ktlctik etkileriyle ortaya 91
kan poligenik, multifaktoryel bir hastahktIr (3,4,5,6). 
Bircok sendromik versiyonda rol oynayan genlerin 
non-sendromik olgularda da rol aldigi gosterilrnistir 
(7). Bircok kromozom bolgesi ornegin, 2p13, 4p ve 
4q31, 6p24, 17q21-24 ve 19q13.2 potansiyel kantita
tif ozellik lokuslan (Quantitaive trait loci, QTR) ola
rak su ana kadar cahsilrms ve bircok aday gen non
sendromik yank dudak/damak'ta rol oynayip oyna
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madigrrn test icin aiel iliskilendirrne metoduyla ana
liz edilrnistir (8,9,10,11,12,13,). 

Baglanti analizi ve parametrik olmayan yakla
simlar kullarularak gerceklestirilen calismalarda 
kromozom 4p ve 4q'daki bazi bolgelerin sendromik 
ve non-sendrornik YOlO (CLIP) ile iliskili oldugu 
gosterilmistir (14, IS,16). 4p sendromu (Wolf
Hirschhorn sendromu) yank dudak/damak hastalrgi
mn baska bir nedeni olarak literatiirde yer almistrr 
(l7 ). 4. kromozomun krsa (p) kolunda yer alan 
MSXl geni insanlarda non-sendrom ik yank du
dak/damak olgulanyla iliskili bulunan bir baska 
aday gendir ( J8). 4. kromozomun uzun (q) kolunu 
icine alan delesyon, translokasyon ve 
dublikasyonlan ice re n bircok kromozom yeniden 
dUzenlemeleri ile gozlene n birc ok olgular rapor 
edilmistir (19,20,21,22,23). Bu delesyon ve yeniden 
dUzenlemelerden bazil an sendromik yan k/dudak 
damakla iliskilendirilmistir, Bircok hastalikla ilgili 
genleri belirlemede kromozom yeniden dilzenleme
leri tasiyan hastalar ilgili aday genleri ortaya cikar.' mada bUyUk katkida bulunrnustur, Bu baglamda 
bobrek kanserlerinde rol oynayan bir gen bir 
tranlokasyonla belirlenmesinin yarusira (24), yakm 
zamanlardaki baska bir ca hs ma da da, kromozom 19 
Uzerinde bir membran proteinini kodlayan ve denge
Ii bir translokasyon, t(2;19) (q l l.2q 13.3), ile bozu
Ian bir gen de (CLPTlvIJ) non-senromik yan k du
dak/damak malformasyonuna aday bir gen olarak 
belirlenrnistir (25). GilnilmUzdeki pozisyonel klon
lama stratejileri kullarularak yeniden duzenlenen 
kromozom yerlerindeki veya yakmindaki muhteme
len fonksiyonlan bozulan ve ilgili hastahk tablolarr
run ortaya crkrnasma yol acan genler buyuk bir basa
nile tesbit edilebilmektedir. Bunun en yakm ornegi
ni ACOD4 geni olusturmaktadir, ACOD4 geni iki 
kusak boyunca yank dudak/dam akla birlikte segrege 
olmus bir ailede belirlenen 4. kromozomdaki bir 
perisentrik inversiyonun, inv(4)(p 13q21), tesbit i ile 
ortaya koyulmustur (26). Flourescence In situ 
Hybrid iation (FISH), YAC, BAC Contig haritalama
Sl tekn iklerinin kombinasyonu kullarularak 
inversiyon kink noktasi belirlenmis ve dizi analizi 
yapildrgmda, inversiyon ile ACOD4 geninin bozul
dugu ortaya konmustur. Ki bu genin 4q21 'de lokali
ze olan ve yeni bir AS; il-CoA desatiiraz enzimini 
kodlayan 5 ekzonlu bir gen oldugu gosterilrnistir 
(26). 

Bu calrsmanin amacr yank dudakh bir ailede 
iki kusak boyunca segrege olrnus olan perisentrik 
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inversiyonla bozulan A COD 4 geninin intron ekzon 
sirur kisnnl an dahil kodlayan ekzonlannd a non
sendromik yan k dudak ve/veya damakh olgularda 
SSCP teknigi ile mutasyon analizi gerceklestirrnekti, 
Bunun sonucunda ACOD4 geninin ilgili hastahkl a 
iliskili olup olmadrgma veya ilgil i hastahgm gelisi
minde katkida bulunup bulunmadrgim ortaya koy
makti , Bunun icin 96 non-sendromik yank du
dak/damakli olguda ACOD4 geninin bes ekzonunda 
yapdan mutasyon analizi sonucu 2 olguda sess iz 
mutasyon belirlenm istir. 

GERE<;vc VONTEM 

Genomik DNA ornekleri kuzey Venezulla'nm 
Cumana bolgesindeki non-sendrornik yank du
dak/d amakli hastalardan go nullu nza esasma bagh 
kalmarak almdi. Bu calisma Kuzey VenezUella'd an 
96 non-sendrorn ik YD/D 'h hastada ACO D4 geninin 
kodlayan bes ekzonund a SSCP ve dizi analizi meto
du kullamlarak mutasyon analizi yapildi. Genomik 
DNA' Iar hastalardan filtre kagitl an ilzerine daml ati
Ian ve kurutulan kan darnlalanndan izole edildi (27) 
ve elde edilen genomik DNA'lar Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (PCR) icin kahp olarak kullamldr, Tablo 
I 'de verilen intronik oligonukleotid primerler kulla
rularak PCR ilrilnlerinin amplifikasyonu yaprldr, 
PCR reaksiyonund a zincir sentezi icin Platinum 
DNA Taq polimeraz enzimi kullaruldt ve ilretici 
firrnanm (Invitrogen) tavs iyeleri dogrultusunda re
aksiyon sartlan optimize edildi. ACOD4 geninin 
kodlayan bolgeler inde (bas lica 5 ekzon) mutasyon 
tararnasi icin arnplifikasyonu yapilan farkh uzunluk
taki PCR urunler i kullamldi , Bunun icin ilgili ilrun
ler esit miktarda (10 ul'lik bir PCR Iininu icin 10 ul 
2X formamid iceren jel yUkleme tamponu ilave edi
lerek yaklasik 5 dakika 99 derecede denature edildi 
ve jele yUkleninceye kadar buzda muhafaza edildi. 
Denature edilen PCR ilrilnleri 0.5X'li k MOE kulla
nrlarak (Biowhittaker Molecular Applications) on
ceden hazrrlanmis % I0 gliserol iceren jele yUklendi 
(28). Yiiklerne bittikten sonra, je l 25-30W sabit guc
te yaklasik PCR iirllnuniln uzunluguna bagh olarak 
3-5 saat yiirtittilerek elekroforez yaptldi ve farkh 
SSCP/heterodupleks kahplan goste re n PCR iirilnle
ri, ilgili hasta genomik DNA'larmdan tekrar PCR ve 
takiben de "jelden DNA ekstraksiyon kiti" (Qiage n) 
kullarularak DNA' lar saflasnn ldiktan sonra DNA 
dizi analizine tabi tutuldu ve rnutasyon olup olmadi
gina bakrldi. 
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T:lblo 1. ACOD.J geninin ekzo nlar ll1l11 ampl itika syonunda kullalll ian o ligo nUkleotid pri me rler 

Ampl iko n 
Primer adr Primer dizisi bUyUklUgU(be)" 

5 ' GTGCGGAGAATTCCCCCCTA 3 ' (forward primer) 350 
5 ' ACCCTCGAGCTCCGCTCGGGCA 3' ( forward prim er ) 308 
5' ACTTA CCCC AGAGCAGAGTGA 3 ' (re ve rse prime r) 

5 ' ACGTGTGTCCCTGTTCAGGA 3' (fo rwa rd prime r) 280 
5 ' CTCCCATACTGCCATCTGCA 3' (reve rse prime r 

5' GCGGTTCCTCTCTTCACTCA 3 ' (forwa rd pr imer) 32 1 
5 'ATGAGTCCACCTCATTGTGC 3' (re ve rse primer 

5 ' TC AGCGGGTCCTCATGGTGA 3' ( forward primer) 307 
5 ' ATTCTCCCCATTGGCCCTCA 3' (reverse primer ) 

5 ' CTATGC AG AGAGGTGGTG A 3' (fo rwa rd primer) 283 
5 ' GAGGTTGCAACGGCAGACA 3' (reverse primer 

ACODEkzon lf 
ACODEkzon 1f2 
ACODExonlR 

ACO DEkzon2f 
ACOD Ekzon2R 

ACODEkzon3 F 
ACOD Ekzon 3R 

ACO DEkzon4F 
ACO DEkzon4 R 

ACOD Ekzon5 F 
ACO DEk zon5 R 

Tablo 2, Kuzey Venczue llah o lgulann ACO D.J geninin m utayon ana lizindc bel ir lcncn varyantlar 

nsY D/D'li hastala rdak i slklIg l (n=96) 
Vary ant Ekzo n Yabaru l tip aiel mut ant tip aIel 

Ala241Ala 4 GCC (A la) GCT (Ala) 2/ 192 (0.0 I ) 
(A24 IA) 

BULGULAR 

ACOD4 geninin non-sendromik yan k du
dak/damak hastalrgi ile iliskili olup olmadrgrm belir
lemek icin Kuzey VenezUella'dan 96 non-sendrornik 
yan k dudak/damakiI olguda kromozom 4q2 1'd e 10
kal ize o lmus ACOD" geninin kodlayan bes 
ekzonunda mutasyon taramasi sonucu, ilgili genin 4. 
ekzonund a iki hastada sess iz bir rnutasyon belirlendi 
(Tablo 2). Bu rnutasyon ile 24 1. kodondaki 
GCT>GCC' ye donusumu herhan gi bir aminoas it 
degisimi ortaya crkarmarmsnr. Dolayrsiyla bll sess iz 
mutasyon "A la24 1Ala" olarak gosterilmistir. MlI
tasyon analizi yapilan diger ekzon larda (ekzon 1,2,3 
ve 5) baska herhangi bir mutasyon veya varyant 
tesbit edilrne mistir, BlI yilzden, bu calismada 
ACO D4 gcninin non-sendromik yan k dudak/damak 
malforrnasyonunun etyolojisinde rol oynabileceg i 
yonund e kesin destekliyici bulgu elde edilemernistir. 

TARTISMA 

Non-se ndrornik yan k dudak ve/veya damak 
(YD/D=CL/P) malforrnasyonunun etyo lojisi hastali
gm kornpleksliginden dolayi hala buyuk oranda bi
linmemektedir. Bircok genetik ve cevresel faktorle

rin non-sendrornik yan k dudak/damak (nsCL/ P) 
rnalformasyonun ge lisirninde rol oynayabileceg i go
zukmektedir. $1I ana kadar baglanti analizleri ve 
iliskilend irme cal ismalanyla 4q dahil bazi kromo
zom bolgeleri non-sendrornik yan k 
malformasyonunun etiyolojisinde dustlntllmils ve bu 
bolgelerdeki bir cok aday genlerdeki mutasyonlann . 
hastahgm gelisirn inde katkida bulundugu gosteril
mistir (7). BlI aday genleri belirlemede kromozom 
yeniden duzenlenmelerinin yararh katkilan birkac 
cahsrna da gosterilmistir (24,25,26). 

Bu calismada, 2 kusak yank dudak damak ile 
segrege olmus olan bir ailcde tesbit edilen bir 
perisentrik inversiyondan dolayi inversiyon kin k ye
rinde bel irlenen ACOD" aday bir gen o larak dU ~U

nulmus ve ilgili gende mutasyon analizi yapilrmsur 
ve bll genin non-sendromik yan k dudak/darnak 
malform asyonun olusumunda bir katkrsimn o lup 
olmadtgi arastmlrm stir (26) . ACO D4 geninin 4. 
ekzo nundaki iki hastada heterozigot olarak belirle 
nen Ala241Ala mutasyonu drsrnda incelenen diger 
kodlayan ekzonlarda baska bir degisim goz lenrne
mistir. Gendeki bu sess iz degisimin fonksiyonel bir 
etkisinin o lup olmadrgrru ortaya koyan herhangi bir 
cahsrna mevcut degild ir, BlI nedenle bll degisimin 
fonks iyonu ile ilgili ileri calismalar yaprlmasi ge-

Koccn epc TrpJ)(:rX ls( ("111R No: J. Ocuk ] OU7. 
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rekmektedir. Bunun beraber, bu degisimin hastahk 
etiyoloj inde bir rolunun olmamasi da ihtimal dahi
lindedir. Aynea, mutasyon analizinin gerceklestiril
digi tek zineir konformasyon polimorfizmi (SSCP) 
tekn igi ile yaklasik % 70 eivan nda mutasyonlann be
lirlenebild igi goz online alimrsa; bu teknigin simrla
yrci bir sonueu olarak ortaya cikan sudur ki; cahs
mada non-sendromik yank dudak/damak 
malformasyonunun etyoloj isinde rol oynayan baz: 
patoloj ik degisirnlerin kacinlrms olmasi da ihtimal 
dahilindedir. Bundan baska, bu cahs mada ineelen
meyen yukan 5' promoter bolgesi, intron bolgel eri 
ve hatta 3' bolumtindeki muhtemel dlizenleyiei bol
gelerdeki potansiyel patolojik degisiklikler olabile
cegi goz ardr edilmemelidir. Bu duzenleyici bolge
lerdeki mutasyonlar ACOD-l geninin ekspresyonunu 
etkileyebilir. Bu bolgelcr ile ilgili genis 
populasyonlarda detayh cahsrlmalidrr. 

Sonne olarak, Venezuella populasyonunda ya
pilau bu calismada bclirlenen ACOD4 varyanu acik
ca 4q 12 de yer alan bu genin non-sendromik yank 
dudak damaktaki roliinii destekleyiei gorunmemek
tedir. Bununla birlikte, bu calisma ACOD4 geninin 
muhtemel regulator bolgelerinde veya farkh teknik
lerle mutasyon analizi yaprlmasi bu genin ilgili 
malformasyonda genetik risk faktoru olarak rol oy
nayip oynamadrgim belirlemede yararh olabilecegini 
ve aynea ACOD4 geninin non-sendromik yank du
dak/damak malformasyonundaki rolunu acikhga ka
vusturmak icin farkh populasyonlarda yapilacak 
baska mutasyon analizi cah smalarin a ihtiyac oldu
gunu ongormektedir, 
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