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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

ANTXR1 geni: Anthrax Toxin Receptor 1

AXIN2 geni: Axis inhibition protein 2

BARX1 geni: BARX Homeobox 1

BCOR geni: BCL6 Corepressor

CCBEL1 geni: Collagen And Calcium Binding EGF Domains 1
COL17A1 geni: Collagen, type 17, alpha 1

dbSNP: The Single Nucleotide Polymorphism Database
DAAMZ2 geni: Dishevelled Associated Activator Of Morphogenesis 2
DKK1 geni: Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 1
DIx geni: Distal-less homeobox

DMSO: dimetil stilfoksid

EDAR geni: Ectodysplasin-A receptor

EDARADD geni: Ectodysplasin-A receptor-associated adapter protein
EDTA: Etilendiamin tetraasedik asit

EGF geni: Epidermal Growth Factor

EGFR geni: Epidermal Growth Factor Receptor

FDI: Federation Dentaire Internationale Numbering System
GLI geni: Gliotactin

IRF6 geni: Interferon regulatory factor 6

LAMAS geni: Laminin Subunit Alpha 3

Lefl geni: Lymphoid enhancer-binding factor 1

LHX6 geni: LIM Homeobox 6

LHX7 geni: LIM Homeobox 7

LRP6 geni: LDL Receptor Related Protein 6

MAF: Minor Allel Frekansi

MSX1 geni: Msh homeobox 1

MZI: Monozigotik Tkiz

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

PAX9 geni: Paired box protein 9

Pitx2 geni: Paired Like Homeodomain 2

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu



POLRS3B geni: Polymerase (RNA) I11 polypeptide B
PTH2R geni: Parathyroid Hormone 2 Receptor
PVR11 geni: Poliovirus receptor 11

RECQLA4 geni: RecQ Like Helicase 4

RPM: Revolutions per Minute

SMOC2 geni: SPARC Related Modular Calcium Binding 2
SNP: Single nucleotide polymorphism

SNX10 geni: Sorting Nexin 10

Sp3 geni: Specificity Protein 3

TBE cozeltisi: Tris-Borat-EDTA

TED: Tim Ekzom Dizileme

TGD: Tiim Genom Dizileme

Tm: Melting tempature

YND: Yeni Nesil Dizileme

WNT: Wingless-Type MMTYV Integration Site Family

WNT10A geni: Wingless-Type MMTYV Integration Site Family, Member 10A
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OZET

Dingkan N. Non-Sendromik Dis Agenezisi ile Iliskili Yeni Genlerin ve Sinyal
Yolaklarinin Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri ile Arastirilmasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. istanbul. 2016.

Dis agenezisi, dis gelisimindeki hatalar sonucunda bir veya daha fazla disin konjenital
eksikligi olarak tanimlanmaktadir. Eksik oldugu dis sayisina gore oligodonti veya
hipodonti olarak isimlendirilmektedir. Genel toplum sikligi %3-10 arasinda oldugu
tespit edilerek insanda en sik karsilasilan kraniyofasiyal gelisimsel anomali oldugu
bildirilmektedir. Sendromik ve non-sendromik olarak smiflandirilan dis agenezisi
disilerde erkeklere oranla daha sik goriilmektedir. Etyolojisi heniliz tam
aydinlatilamamis olmakla birlikte dis agenezisi ile iligkilendirilmis, 6nemli bir boliimii
dis gelisiminde etkin sinyal yolaklarinda gorevli sekiz gen tanimlanmustir.

Bu caligmada, non-sendromik dis agenezisi ile iliskili bilinen genlerdeki ve yeni
genlerdeki varyasyonlarinin Tiim Ekzom Dizileme yontemi ile arastirilmasi amaglandi.
Bu kapsamda dis agenezisi olan olgu ve aileleri detayli aile agaci analizleri, klinik ve
radyolojik olarak incelendi ve non-sendromik olgu/aileleri ¢alismaya dahil edildi.

Dis gelisimi yolaginda da yer aldig1 bilinen WNT10A geninde fenotiple ilskilendirilmis
iki ve LRP6 geninde ise tanimlanmis ancak 6zgiin bir fenotiple iligkilendirilmemis bir
olmak iizere toplam {i¢ varyant saptandi. Insanda dis gelisimi ile daha ©nce
iligkilendirilmemis bes farkli gende ise (BCOR, LAMA3, DKK1, COL17A1 ve ANTXR1)
dis agenezisi fenotipi ile segregasyon gosteren ¢esitli varyantlar gosterildi.

Sonug¢ olarak dis agenezisi ile ilgili WNT sinyal yolunun 6nemi vurgulanip yeni
genlerin tanimlanmasinda multigenik kalitim modellerinin de dikkatle arastirilmasi
gerektigi disliniildii. Elde edilen sonucglarin gelisimsel evrede aktif olan genlerin ve
sinyal yolaklarinin daha iyi anlasilmasina ve yeni yolaklarin tanimlanmasma katki
getirmesi beklenmektedir. Dig agenezisi ¢aligmalarinin multifaktoriyel kaliim gosteren
ve gelisim evresinde baglayan hastaliklarin arastirilmasina model olabilecegi diisiiniild.

Anahtar Kelimeler: oligodonti, Wnt, sinyal yolu, dis agenezisi, tim ekzom dizileme

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 48398
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ABSTRACT

Dingkan N. Evaluation of Non-Syndromic Tooth Agenesis Related Novel Genes and
Pathways by Next Generation Sequencing Technologies. Istanbul University Institute of
Health Science Department of Genetics. PhD Dissertation. Istanbul. 2016.

Tooth Agenesis is defined as congenital absence of one or more permanent teeth as a
result of the failure of tooth development. It is divided as oligodontia or hypodontia
based on the number of missing teeth. It is reported to be the most common craniofacial
developmental abnormality in humans with general population frequency of 3-10%.
Tooth agenesis, which is classified as syndromic and non-syndromic, is more
commonly observed in females than males. Presently eight genes, which majority
playing critical roles in the pathways for tooth development, related to tooth agenesis,
have been identified, though much is still unknown in its etiology.

The goal of this study is to investigate the causative novel genes, variants and pathways
in non-syndromic tooth agenesis by using next generation sequencing technology. Cases
and families are thoroughly examined by clinical findings and radiological images to
exclude the syndromic forms. Detailed pedigree analysis and inheritance models are
defined and Whole Exome Sequencing is performed for all the index cases afflicted
with non-syndromic tooth agenesis.

One novel and two known variants are identified in two genes (WNT10A and LRP6) that
were already reported to play role in tooth agenesis. Furthermore, novel variations in
five genes (BCOR, LAMA3, DKK1, COL17A1 and ANTXR1) that were previously not
associated with human tooth agenesis, segregated with the phenotype in our families.

In conclusion, this study underlines the importance of WNT pathway that is associated
with tooth agenesis, and suggests that comprehensive evaluation of multigenic
inheritance models are important for the identification novel genes. We propose our
results contribute to the recognition of new genes in the aspects of developmental
stages. We also recommend that tooth agenesis is a suitable model for understanding the
multifactorial diseases.

Key Words : oligodontia, Wnt, pathway, tooth agenesis, whole exome sequencing

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Proje No:
48398



1. GIRIS VE AMAC

Dis gelisimi, bir¢ok farkli etmenin birlikte hareket ettigi komplike bir siiregtir.
Bu siiregte bir ¢ok genetik mekanizma ve doku etkilesimi gorev almaktadir. Dis
olusumundaki gelisimsel sapmalar disin yapisinda, boyutlarinda, konumunda ya da

sayisinda ¢esitli anomalilere yol agabilmektedir.

Dis agenezisi insanlarda en sik goriilen kraniyofasiyal anomali olup, dogumsal
olarak bir ya da birden fazla disin eksikligi olarak tanimlanmaktadir (1). Dis
agenezisi, sporadik olabilecegi gibi ailevi de olabilmektedir. Otozomal dominant,
otozomal resesif ve X’e baglh kalitim gosteren aileler tanimlanmis olmasina ragmen,
otozomal dominant kalitm modeli en sik rastlanan ve ekspresivite degiskenligi ve
penetrans yoklugu goriilebilmektedir. Dis agenezisinin etyolojisinde hem genetik,
hem c¢evresel faktorler rol oynamakta olup, oOzellikle ailevi olgularda genetik

faktorlerin etkili oldugu ongoriilmektedir (2).

Birden fazla disin eksik olmasi (bes dise kadar) ‘hipodonti’, alt1 veya daha
fazla disin eksikligi ‘oligodonti’ ve tiim dislerin eksikligi ‘anodonti’ olarak
tammlanmaktadir (3). Ozellikle agir vakalarda, dis eksikligi malokliizyona neden
olmakta, kraniyofasiyal gelisimi etkileyebilmekte ve bu olgularin oral

rehabilitasyonlar1 maliyeti yiiksek olan tedaviler gerektirmektedir (4).

Dis agenezi, 6nemli sendromlarla baglantili olabildigi gibi herhangi bir
sendroma eslik etmeden non-sendromik olarak da (izole) goriilebilmektedir. Bugiine
kadar Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)’de dis agenezisi bulgusu olan

200’den fazla sendrom bildirilmistir.

Hayvan calismalarinda, 300°den fazla genin dolayli veya dolaysiz olarak dis
gelisiminde rol aldigiin gosterilmesi ve bu genlerin ve / veya sinyal yolaklarinin daha
1yl anlasilmaya baslanmasi sayesinde dis gelisiminin ve defektlerinin genetik temeli
aydinlatilmaya baslanmistir (5). Giiniimiizde insanlarda oligodonti ile iliskisi en iyi
tanimlanmis olan iki gen, PAX9 (MIM#167416) ve MSX1 (MIM#142893)’dir. Ayrica
kolorektal kanser ve oligodontinin birlikte gortildiigii ailelerde, AXIN2 (MIM#604025)
geni mutasyonlar: da tammlanmstir (6, 7). Ozellikle 2010 yilinda yapilan bir

caligsmada, gelisimin 6nemli sinyal yolaklarindan biri olan Wnt sinyal yolaginda yer



alan Wnt-10A proteinini kodlayan WNT10A (MIM#606268) geninin dig gelisiminin
degisik evrelerinde onemli fonksiyonlar istlendigi gosterilmistir (8). Literatiirde,
farkli genlerdeki varyantlarin dis gelisimi ile iliskisinin irdelendigi ¢cok sayida vaka-

kontrol arastirmalar1 bulunmaktadir (9-12).

Bu tez g¢alismasinda, non-sendromik dis agenezisi olgularinda, dis eksikligi
fenotipinden sorumlu olan genlerde yeni mutasyonlarin ve fenotipten sorumlu yeni
genlerin tanimlanmasi amaglandi. Elde edecegimiz sonuglarin gelisimsel evrede aktif
olan genlerin ve sinyal yolaklarinin daha iyi anlasilmasina ve yeni yolaklarin
tanimlanmasina katki yapmasi, gelisim genetigi alaninda yeni ¢aligmalara 6ncii olmasi
hedeflendi. Ayrica, oligodontinin molekiiler genetik tanisinda kullanilacak
algoritmalarin da belirlenmesine yardimci olmasi beklendi. Edinecegimiz bilgiler,
aragtirmaya katilan ailelerin, kalittm modeli ve tekrarlama riskleri konusunda 6zgiin

genetik danigma almalarini da saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Dis Gelisimi

2.1.1. Dis Olusumunun Embriyolojik Asamalari

Yiiziin sekli, mandibula ve maksillanin biiytimesiyle birlikte belirlenmektedir.
Embriolojik gelisim doneminin yaklasik 6. haftasinda, agiz boslugunun epitel
dosemesinin bazal tabakasi, alt ve iist ¢enenin uzunlugu boyunca dental laminay1
olusturmaktadir. Dental lamina, sonra sirayla bir dizi tomurcugu ortaya ¢ikarmaktadir.
Her ¢enede 10’ar adet bulunan bu olusumlar dislerin ektodermal komponentlerini
olusturmaktadir. Bir siire sonra tomurcuklarin derin yiizeyi girintili yap1 olusturarak,
dis gelisiminin sapka (cap) evresini baslatmaktadir. Bu yapida mevcut olan olusumlar
sirayla; dis tabaka, dis dis epitelyum, bir i¢ tabaka, i¢ dis epitelyum ve gevsek dokulu
bir merkez, ¢ekirdek, stellar retikulumdur. Olusan girintilere yerlesen noral krest
kokenli mezenkim, disin papillasini meydana getirmektedir. Meydana gelen dental
sapka biiylimekte, olusan girinti derinlesmektedir. Bu haliyle dis bir ¢an goriiniimiinii
andirmaktadir (¢an evresi). Papillanin mezenkim hiicreleri, dis tabakasina komsu
olarak daha sonra dentini iiretecek olan odontoblastlara farklilasmaktadir. Uretilen
dentin tabakasinin kalinliginin artmasiyla birlikte, odontoblastlar dentin i¢inde dental
proses adinda ince bir sitoplazmik uzanti birakmaktadir. Olusan odontoblast tabakasi
disin agizda kaldig siire boyunca korunmakta ve daha sonra ise dentine doniisen
predentini lretmektedir. Dis dis epitel hiicreleri ise ameloblastlara (mine
olusturuculara) farklilagsmaktadir. Ameloblastlar da dentinin iizerinde biriken uzun
mine prizmalarint liretmektedir. Mine dokusu ilk baglangigta disin {ist kismina
dosenmektedir. Disin tepesinden yavagga disin boynuna dogru yayilmaktadir. Mine
dokusu kalinlastig1 zaman ameloblastlar stellar retikulumun igine ¢ekilmektedir. Mine
ylizeyinde daha sonra kaybolacak ince bir zar birakarak gerilerler. Bu ince zara dental

kiitikiil ad1 verilmektedir. Disin siirmesinden sonra, bu zar dokiilmektedir (13).

Dis kokiiniin olusumu, disin eiptel tabakalarinin altta yer alan mezenkim
tabakalarina girmesiyle baslamaktadir. Bu sekilde epitelyal kok kilifint meydana

gelmektedir. Dental papilla hiicreleri ise, devam eden dentin tabakasin1 dosemektedir.



Bu siirecte dentin depolanirken, pulpa bolmesi daralmakta ve disin kan damarlarini ve

sinirlerini igeren bir kanal olusmaktadir (Sekil 2-1).

Sementoblastlar, disin dis ylizeyinde yer alan ve kokiin dentine dokunan
kisminda bulunan mezenkimal hiicrelerden farklilasmaktadir. Sementoblastlar da ince
bir tabaka Ozellesmis kemik olan sementumu olusturmaktadir. Sement tabakasinin
disindaki mezenkim dokusu da periodontal ligamenti olusturmaktadir. Periodontal

ligament disin yerinde saglam bir sekilde durmasini saglamaktadir (13).

noral krest kaynakl mezenkim
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Sekil 2-1: Dis gelisiminin evreleri; (14)’ten uyarlanarak alinmistir

Disin gelismesiyle birlikte disin kuron (tag) kismi, istiindeki dokularin
arasindan agiz bosluguna dogru itilmektedir. Siit disler, dogumdan sonraki 6 ay
itibariyle siirmeye baslamakta olup dislerin siirme siireci 2.5 yasa kadar devam
etmektedir. Kalic1 dislerin tomurcuklari, siit diglerinin dil tarafindaki yiiziinde yer
almakta ve gelisim siirecinin postnatal 3. ayinda olusmaktadir. Tomurcuklarin her biri
kendilerine karsilik gelen siit dislerini alttan iterek siit diglerin dokiilmelerine yardime1
olmaktadir (Sekil 2-2). Kalict dis gelisirken, {istiindeki siit disinin kokii, osteoblastlar
tarafindan resorbe edilmektedir. Baz1 olgularda alt iki kesici disin dogumda siirmiis
oldugu goriilmektedir. Bu disler neonatal/natal disler olarak isimlendirilmekte olup
kokleri yoktur. Bu dislerin anormal sekilde olustugu ve mine tabakalarinin ¢ok az

oldugu diistiniilmektedir (13).
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Sekil 2-2: insan dislerin degisme zamanlari; (15)’ten uyarlayarak ahnmistir

2.1.2. Dis Gelisiminde Rol Oynayan Molekiiller

Dis gelisimi embriyolojik olarak tomurcuk, sapka ve gan evreleri olmak {izere

ti¢ ana evre igerir, bunlar sirasiyla (16):



e Baslangi¢ evresi
e Tomurcuk evresi
e Sapka evresi

e Can evresi

e Apozisyon evresi

e Olgunlasma evresidir

Diglerin sekillenmesi homeobox (HOX) genler araciligiyla kontrol edilmekte
Notch, Wingless/integrationl (Wnt), kemik morfogenetik protein (BMP), fibroblast
biytime faktorleri (FGF) ve sonic hedgehog (Shh) sinyal yollarindaki birgok
molekiiliin etkilesimi ile dis olusumu saglanmaktadir. Ectodysplasin (Eda) sinyal
yolaginin da disin formasyonu ve olgunlasmasinda etkin oldugu bildirilmistir (17-19).
Bu sinyal yolaklar1 hiicre yiizey reseptorlerini ve gen ekspresyonlarini diizenleyen
transkripsiyon faktorlerini kapsamaktadir (18, 20). Epitelden ¢ikan ve FGF8, BMP4,
Shh ve Wnt10b igeren sinyaller, ektomezenkimde Barx1, DIx1/2, Lhx6, Msx1, Pax9,
Ptc, Gli ve Lefl gibi transkripsiyon faktorlerini diizenlemektedir (21).

Dis primordiumu ortaya ¢ikmadan 6nce, 1. brankial arkta ilk olusan eksenin
Lhx6 ve Lhx7 homeobox genlerinin ifadesi ile kontrol edildigi gosterilmistir. Bu iki
Lhx geninin ifadesine Fgf-8’in katilimi ile gelisim evrelerinin ¢ok hizli bir sekilde
ilerlediginin gozlnemesi Fgf-8’in dis gelisiminin tiim genetik basamaklarinda ¢ok

onemli bir rol oynadigini diisiindiirmiistiir (22).

Tomurcuk asamasinda FGF, TGFB ve BMP’ler dis gelisiminin
stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan mezenkimal transkripsiyon faktorlerinin ifade
edilmesini de uyarirlar (Sekil 2-3) (23, 24). Erken dis gelisimi boyunca morfogenez
stirecinde Bmp-2, Bmp-4 ve Bmp-7 ifadesinin epitelyal-mezenkimal sinyallesmede
yon degistirmesi gozlenmektedir. Tomurcuk evresinden once, Fgf-8 sadece dental
epitelde gozlenmektedir. Ancak tomurcuk evresinde Fgf-2, Fgf-4, Fgf-8 ve Fgf-9 gibi
FGF’lerin Msx1 ifadesini arttirdigr tespit edilmistir (23).
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Sekil 2-3: Dental epitel ve mezenkimin sinyallesme yonleri; (25)’ten ahmmstir

Dis gelisimin her asamasi i¢in ¢ok 6nemli olan bagka bir sinyal yolagi Wnt
yolagidir. Dental epitelde ifade edilen Wnt4, Wnt6, Wnt10a ve Wnt10b genleri, dental
laminadan tomurcuk evresine geciste dental lamina i¢inde gergeklesmektedir (26).
Wnt genleri olan Wnt3, Wnt4, Wnt5a, Wnt6, Wnt7b, Wnt10b ile Wnt antagonist
ve/veya reseptor antagonistlerini kodlayan Fzd6, Frzb ve Frp2 genlerinin murin
odontogenezinin farkli evrelerindeki ekpresyonu incelenmistir. Sonug olarak Wnt-4,
Wnt-6 ve MFz6’nin hem yiiz hem oral hem dental epitelde gozlendigi ancak Wnt-
10b’nin ozellikle dental epitelde lokalize oldugu bildirilmistir (16, 27). Wnt
sinyalinin bir mediatorii olan Lefl’in yikilmasi ya da Wnt’nin ayni siirecte ifade edilen
ko-reseptorlerinin - (co-receptors) engellenmesi tiim dislerin  yokluguna neden
olmaktadir. Lefl’in mutant oldugu farelerde tomurcuk evresinden sapka evresine
geciste de duraklama gozlenmektedir (28). Kanonikal Wnt sinyal yolu inhibitorii olan
Dickkopfl (Dkk1), Wnt sinyal yolagmin aktivasyonu igin gerekli olan Lipoprotein
receptor-related protein (LRP) ko-reseptorlerine baglanip Wnt sinyalinin iletimini
durdurmaktadir (29). Ayrica Sox2 geninin de disin sekillenmesi igin hiicre gogiine

Whnt sinyal yolagi araciligi ile katkida bulundugu gésterilmistir (30, 31).



Shh, basta disin baslangi¢ evresi olmak lizere ve diger tiim evlerinde etki
gosteren Onemli bir baska sinyal molekiiliidiir. Farelerdeki 3 adet Gli zinc finger
transkripsiyon faktorii (Glil, Gli2 ve Gli3), hedgehog yolaginin hedef genlerinin
transkripsiyonunu aktive etmektedir (32). Dental epitel Shh ekspresyonunun
mezenkimal FGF’ler tarafindan baslatildig1 rapor edilmistir (33). Shh ifadesinin dental
epitelde baslatilmasi i¢in dental mezenkimde de Wnt sinyalinin gerekli oldugu
bildirilmistir (34).

Sekil 2-4: Disin gelisim asamalarinda gorev alan molekiiller; (5)’ten uyarlanarak
alinmistir

Aktivin proteinleri, aktivin BA ve aktivin BB genleriyle kodlanmis BA ve B
alt birimlerinden olusan dimer olup TGFB biiyiime faktorii ailesinin iyeleridir.
Aktivin BA mutant farelerde maksiller molar digler normal iken diger dislerin eksik
oldugu gozlenmistir. Farelerde DIx1-6 mandibular primordiumla oOrtiisen alanlarda
eksprese olurken, DIx1 ve DIx2’nin sadece maksiller yayda eksprese oldugu
gozlenmistir. Pitx2 baslangigta fare oral epiteli boyunca eksprese edilen bir homeobox
geni olup Pitx2” farelerde dis gelisiminin  tomurcuk evresinde durakladigi

gosterilmistir (26).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, bir transkripsiyon faktorii olan
Ctip2’nin i¢ mine epitelinde ifade edildigi ve dis gelisiminde ve amelogenezde anahtar
rol oynadig1 gosterilmistir. CtipZ'/' farelerde, dis gelisimi sapka evresinde normal iken,
can evresinde cesitli defektler gelismektedir (35). Specificity protein 3 (Sp3) iizerine
yapilmis bir diger ¢aligmada da, Sp3’iin diste hiicre farklilasmasiyla iliskili oldugu, Sp3



mutant farelerde dentinogenez veya amelogenez bozuldugu igin dentin ve mine

tabakasinin tam olarak olusamadigi1 gozlenmistir (36).

Shh, Pitx2, Msx1, Irf6, p63 ve Eda sinyal yolaklarinda yer alan
genlerde olusacak herhangi bir mutasyon dis gelisimini etkilemektedir (Sekil 2-4). Eda
sinyal yolagi disin biiylikliigiiniin ve kuron seklinin belirlenmesinde dnemlidir. EDA
sinyal yolaginda olusan sorunlar, NF-xB transkripsiyon faktor yolaginda olusacak
mutasyonlar ile birlikte deriyi etkilemekte ve dislerde biiyiikliik ve sekil anomalilerine
yol agmaktadir. Bu sinyal yolaginda yer alan genler EDA, EDAR, EDARADD, NEMO
(IKBKG) ve TP63 ’tiir (37).

2.2. Dis Agenezisi Tanimi

Dis agenezisi, insanda en sik goriilen gelisimsel anomalilerden biri olup siit ve
siirekli dislerin normal gelisimindeki hata olarak tanimlanabilir. Dis gelisimi sirasinda
olusan birtakim hatalar sonucu bir veya birden fazla disin konjenital olarak
olusamamasi, agizdaki dislerin normal sayisindan daha az olmasi durumu dis

agenezisi olarak adlandirilmaktadir (38).

Sekil 2-5: Dislerin normal sayisi ve konumlari (39)’dan alinmstir

Sahip olunacak tiim siit disler 3 yas civarinda, daimi disler ise (3. molarlar
hari¢) 12-14 yaslar1 arasinda agizda goriilebilmektedir. Siit dislerinin varlig1 3 yasina
kadar panoramik radyografi olmadan da yapilabilmektedir (Sekil 2-5). Siirekli dislerin

varlig1 ise ancak 6 yasindan sonra panoramik rontgen ile belirlenebilmekte hatta 20
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yas disleri i¢in ¢ok daha sonrasi beklenmektedir (40). Dislerde degisme zamani
geldigi halde halen agizda bulunan siit digleri, siirmesi gereken siirekli dislerin
eksikligini gostermektedir. Uciincii molarlar disinda bir veya bes disin konjenital
olarak eksik olmasi “hipodonti”, {i¢lincli molarlar disinda alt1 ya da daha fazla disin
konjenital eksikligi ise “oligodonti” olarak adlandirilmaktir. Nadir goriilen
“Anodonti” ise tiim diglerin eksikligini ifade eder (Sekil 2-6) (3, 38). Hangi dislerin
eksik oldugunu tanimlarken FDI numaralandirma sistemi (Federation Dentaire

Internationale Numbering System) kullanilmaktadir (Tablo 2-1 ve 2-2).

Sekil 2-6: Dis agenezisinin agiz ici ve panoramik rontgen goriintiileri; University of
Texas, Endodonti departmani’nin hastalarindan izinle alhnmstir

Yeni dogandaki radyolojik bir incelemeyle biitiin siit digler ve 1. daimi molar
diglerin tiiberkiil tepeleri goriilebilmektedir. Cocuk 2-3 yaslarina geldiginde ise
premolar digler ve daimi 2. molar disler mineralize olmaya, alt1 yasina geldiginde ise,
biitiin daimi dis kronlar1 (3. molarlar hari¢) mineralize olmaya baslar ve radyografik
incelemede goriiliir hale gelir. 3. molar dislerin genellikle 8—-10 yaslar1 arasinda
kalsifiye olmaya baslamaktadir. insanda dis gelisimi uzun yillar siirmekte ve bu

stirecin uzunlugu 1rka, cinsiyete, aileye ve bireysel faktorlere gore degismektedir (41).

Hipodontinin diger anomalilerle iligskili oldugu durumlar da bildirilmistir.

Bunlar; yarik dudak-damak, kisa dis kokii, diglerin malpozisyonu, gecikmis dis
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stirmesi, varhigint siirdiiren siit digleri, dis minesi anomalileri, artmis bos alanlar,
yanlis diastema, artmig over-bite kapanis, taurodontizm ve mine hipolazisi olarak

siralanabilmektedir (42-44).

Tablo 2-1: Kahe disler i¢in FDI numaralandirma sistemi

SAG UST CENE SOL UST CENE
18 17 16 15 14 13 12 11|21 22 23 24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 43 42 41|31 32 33 34 35 36 37 38
SAG ALT CENE SOL ALT CENE

Tablo 2-2: Siit disler i¢cin FDI numaralandirma sistemi

SAG UST CENE SOL UST CENE
55 54 53 52 51|61 62 63 64 65

8 84 83 8 81|71 72 73 74 75
SAG ALT CENE SOL ALT CENE

Oligodontinin 6zgiin bulgulari, dis sayisi ve boyutlarinda azalma, anormal dig
sekli ve slirme gecikmesi olarak bildirilmistir. Kural olarak siit disi gelismediginde,

altindan gelecek siirekli dis de olusamamaktadir (32).
2.3. Dis Agenezisinin Goriilme Sikhig

2.3.1. Genel Populasyondaki Goriilme Sikhgi

Dis agenezisinin goriilme siklig1 her dis igin farklilik gostermektedir. 3. Molar
dis agenezisi siirekli diglenmedeki en sik goriilen gelisimsel anomali olarak
belirlenmistir (45). 3. Molar agenezisinin farkli toplumlardaki goriilme sikligi tizerine
farkli ¢alisma sonuglar galisma grubuna katilan adaylarin yaslarina, cinsiyetlerine ve
caligma grubunun biiyiikliigiine gore farklilk gostermistir (46-48). Ornek olarak
Japon toplumunda bilateral maksiller 3. Molar agenezisi %16,9 iken mandibular 3.
Molar agenezisi %10,4’tiir (49). Genel olarak 3. Molar agenezisinin prevelans: daha
genis bir aralikta %S5 ile %37 arasinda bildirilmistir (50).

Onceki calismalar genel populasyonda 3. Molar dis hari¢ tutuldugunda, dis
eksikligine %1,6-9 oraninda rastlanmakta oldugunu, vakalarin %70-80’inde bir veya

iki disin eksik oldugunu gostermistir (51). Hipodontinin genel prevelans: %6,4 olarak
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belirlenmistir (52). Oligodonti ise ¢ok daha nadir (%0.1 oraninda) goriilmekte olup siit
dentisyonunda goriilmesi olduk¢a nadirdir (40). Hipodonti, Afrika toplumunda %13,4,
Avrupa’da %7, Asya’da %6,3, Avustralya’da %6,3, Kuzey Amerika’da %5, Latin
Amerika ve Karayipler topluluklarinda ise %4,4 siklikla gériilmektedir. Ayrica en ¢ok
etkilenmis disler mandibular 2. Premolar disler olup onu maksiller lateral kesici digler
ve maksiller 2. Premolar disler izlemektedir. Son olarak da kadmlarda erkeklere

oranla daha sik goruldigi bildirilmistir (52).

Kopek disi agenezisi tlizerine yapilmis c¢ok c¢alisma olmamakla birlikte
Macaristan’da yapilmis bir ¢alismada 6-18 yaslar1 arasinda cocuklar incelmistir.
Panoramik rontgen bulgulari incelenen 4.417 hastanin 13’linde kopek dis agenezisine
rastlanmis Ve prevelanst %0,29 olarak bildirilmis, dis eksikliginin iist cenede % 0,27

oranminda, alt ¢enede ise % 0,09 oraninda oldugu gozlenmistir (53).

2.3.2. Tiirk Toplumunda Goriilme Sikhgi

Toplumumuzda dis agenezisinin prevelansi lizerine yapilan ¢alismalar sinirh
sayidadir. 2000’11 yillara kadar bu konuda pek fazla sayida arastirma yapilmamistir.
Konjenital dis eksikligininin goriilme siklig1 iizerine Altug-Ata¢ ve Erdem’in 2007
yilinda 3.043 birey iizerinde yaptiklari ¢alismaya gore tilkemizde hipodontinin
goriilme siklig1 %2,63, oligodonti goriilme siklig1 ise %0,13 olarak gdsterilmistir. Dig
eksikligi gosterilen vakalarin 70 tanesinin erkek, 96 tanesinin ise kiz oldugu
bildirilmistir. Calisma grubunun % 5,46’sinda en az bir gelisimsel dental anomali
tespit edilmistir. Eksikligi en sik goriilen disler ise st lateral kesiciler olarak
belirlenmis, bunu premolar disler takip etmistir. Ust lateral kesici eksikliginin goriilme
siklig1 %1,74 olarak bildirilmistir. Ust kesicileri eksik olan vakalarin %72’sinde gift,
%28’inde tek tarafli eksiklik saptanmistir. Ayni ¢alismada mandibular lateral dis
eksikligine %0,36 oraninda rastlanirken, mandibular kanin eksikligine %0,07 oraninda

rastlanmustir (54).

Celikoglu ve arkadaslarinin Erzurum Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Ortodonti Boliimii kapsaminda yaptiklar1 bir taramada 10-25 yaslar1 arasinda
sendromik olmayan 3.341 hastanin panoramik ve sefalometrik rontgenlerini
inceleyerek konjenital dis eksikligini degerlendirmislerdir. Arastirma sonucuna gore
Tiirk ortodonti hasta grubu i¢in dis agenezisinin disi bireylerde daha yiiksek oldugunu

ve prevalansinin %4,6 olarak bulundugunu bildirmislerdir. Hipodonti %4,3 oligodonti
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ise %0,3 olarak kaydedilmistir (55). Yine ayni bolgede yapilmis bir diger ¢alismada
ise dogumsal dis eksikligi siklig1 %6,2 olarak bildirilmistir (56). Karadeniz bolgesinde
yapilan bir bagka arastirmada ise hipodontinin goriilme sikligi %3,67 oligodontinin ise
%0,21 olarak bildirilmistir (57).

Uzuner ve arkadaslar1 2013 yilinda 1.382’si disi ve 1.148’1 erkek olmak iizere
toplam 2.530 hasta iizerinde arastirma yapmuglardir. Yaslar1 7 ile 16 arasinda degisen
hasta grubu i¢in genel Tiirk popiilasyonunda hipodontinin goriilme sikligi %5 olarak
belirlenmistir. Hasta bagina ortalama eksik dis sayist1 2,03 olarak kaydedilmis,
konjenital olarak eksik olan dislerin %34’i maksiller yan kesici disler, %30’u
mandibular 2. Premolar disler olarak bildirilmistir.  Bu dislerin eksikliginin
cogunlukla simetrik oldugu ve genel dis eksikliginin goriilme sikligmin disilerde

erkeklere oranla daha yiiksek oldugu gozlenmistir (58).

2.4. Dis Agenezisinin Etiolojisi

Konjenital dis eksikliginin etiyolojisi ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmis
olmasina ragmen dis agenezisinin etyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Giliniimiize kadar halen ¢6ziilememis olmasinda hem dis gelisiminin komplike olusu
hem de dis eksikligine neden olan ¢ok sayida etmenin olmasi etkili olmustur. Dis
agenezisinin patogenezinde, genetik, epigenetik ve ¢evresel etkenlerin rol aldigi
diistiniilmektedir (Sekil 2-7) (38, 59, 60).

2 A
/ N\
Gevresel \  Genetik
[ etkenler | |  etkenler ‘
\ { Dis
\ \ Agenezisi |
\ :

Sekil 2-7: Dis agenezisinin meydana gelmesine neden olan faktorler



14

2.4.1. Cevresel etkenler

Yapilan aragtirmalara gore konjenital dis eksikligi dort ana sebeple
aciklanabilmektedir. Bunlar; disin siirmesi igin gereken yerin olmamasi, dental
epitelin  fonksiyonel anomalileri, mezenkim dokuda hiicre proliferasyonunun
gerceklesmemesi ve dental laminanin bazi etkenlerle olusamamasi olarak
siralanmaktadir. Nunn ve arkadaglart yaptiklart bu calismada konjenital dis
eksikliginin nedenlerini genel ve lokal faktorler olarak ikiye ayirmislardir. Genel
faktorler genetik nedenler ve sendromlar olarak gosterilirken, lokal faktorler dis
germlerinin radyasyona maruz kalmasi, hormonal ve metabolik etkenler olarak

siralanmaktadir (61).

Genel olarak disin gelisim defektleri prenatal, postnatal, yeni dogan ve erken
cocukluk déneminde radyasyona maruziyeti olabilmektedir. Konjenital dis eksikligine
neden olan diger cevresel faktorler de cesitli kimyasallarin kullanimi (florid,
tetrasiklin, talidomin), premature dogum, yetersiz beslenme, neonatal hipokalsemi, D
vitamin eksikligi, maternal diabet, bilirubinemi, tiroid rahatsziliklari, neonatal asfiksi,
ciddi enfeksiyonlar ve metabolik hastaliklar olarak belirtilmistir (60). Ayrica
hamilelik sirasinda maruz kalinan kemoterapi ve radyoterapi de cevresel nedenler

arasinda sayilmaktadir (62).

2.4.2. Genetik Etkenler; Sinyal Yolaklar: ve Genler

Dis agenezisi, onemli genetik hastaliklarla iligkili olarak bir sendromun parcasi
olabildigi gibi (sendromik) izole (nonsendromik) olarak da goriilebilmektedir.
OMIM’de bildirilmis 300’den fazla sendromda hipodonti veya oligodonti
gozlenmistir. Non-sendromik dis agenezisinin genis fenotipik heterojenitede ailevi ya
da sporadik olabildigi de vurgulanmaktadir (63). Nonsendromik formunda ¢ogunlukla
otozomal dominant (OD) kalittm modeli gozlense de otozomal resesif (OR) ve X’e

bagli dominant kalitim modelinin oldugu vakalar bildirilmistir (XLD) (2).
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Sekil 2-8: Disin gelisiminde rol alan molekiiller; (24)’ten ahnmstir

Yeni molekiiler biyoloji yaklasimlarinin gelismesi, hipodonti fenotipini
aydinlatacak yeni gen ve lokuslarin tanimlanmasina yardimeci olmaktadir (63). Dis
agenezisinin temel genetik nedenlerini anlamak icin yapilan calismalarda, hayvan
modelleri degerli olup 6zellikle fareden yararlanilmaktadir (64). Fare dentisyonu,
insan dentisyonundan farkli olarak yalnizca bir dislenme olsa da dis gelisimi sirasinda,
insan ile fare disleri arasinda yapilmis gen ifadesi ¢alismalari g6z ardi edilebilir
farklar oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, fareler dis gelisiminin incelenmesinde
hayvan modeli olarak segilmekte ve elde edilen bulgular insanlar {izerinde yapilan
incelemeler ile desteklenmektedir. Ayrica dis gelisiminin erken evreleri, her iki tiirde
biiyiik benzerlik gostermektedir (65). Fare modellerinde dis gelisimi sirasinda ekprese

oldugu bilinen 200’den fazla gen oldugu bildirilmektedir (66).

Dis anomalileri ¢ogunlukla dis gelisimi sirasinda oral epitel ile mezenkim
arasindaki karmasik molekiiler etkilesimdeki sonucu ortaya c¢ikmaktadir (24). Dis
gelisiminde rol oynayan NOTCH, BMP, FGF, SHH ve WNT sinyal yolaklarinda

olusan aksamalar dis agenezisine neden olmaktadir (Sekil 2-8).
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Yapilan hayvan deneylerinde Pax9, DIx1/2, Msx1, Pitx1, Glil/2, p63 ve Lefl
knockout farelerde dis gelisiminin tomurcuk evresinde aksadigi gozlenmistir. Dis
gelisiminin erken evrelerinde, tomurcuk asamasindan ¢an asamasina kadar Pax9,
,Msx1, Axin2, Eda, Edar, Edaradd, Irf6, P63, Pitx2, Pvrll, Shh ve Nemo gibi gesitli
genlerin gorev aldigi bilinmektedir (32). DIx1/2 knockout farelerde maksiller molar
dis agenezisi gozlenmistir. AktivinBa (TGFP ailesinden bir transkript faktori)
eksikliginde maksiller molar dislerin korunup, mandibular molar ve kesici dislerin
eksikligi gortilmustiir. TGFA genindeki mutasyonlar kesici dis agenezisi (67). FGFR1

genindeki mutasyonlar ise premolar dislerin agenezisi ile iligkilendirilmistir (68).

Bugiine kadar nonsendromik dis agenezisi ile iliskilendirilmis genler PAX9,
MSX1, AXIN2, EDA, EDAR, EDARADD ve WNT10A’dir (6, 11, 19, 69, 70). LRP6
geni ise en yeni tanimlanmis olamidir (71, 72). MSX2, EGF, EGFR ve FGF3
nonsendromik hipodonti i¢in aday genler olarak gosterilmektedir. Lefl null mutant
farelerde dis gelisiminin ge¢ tomurcuk evresinde duraksama gozlenmis oldugundan,
insanda da LEF1 geninin dis gelisimi agisindan 6nemli olabilecegi vurgulamaktadir
(73). Fare deneylerinde, dis gelisiminde gorev aldigi bilinen ancak insan dis gelisimi
icin calismalarin planlanmasi beklenen diger aday genler; DLX1, DLX2, DLXS5,
BARX1, LHX6, LHX7, BMP2, BMP4, BMP7, FGF1, FGF2, FGF4, FGF8, FGF9,
GLI2 ve GLI3’tir (74, 75). Bu aday genlerin de etkilesim halinde oldugu bir¢ok
molekiil bulunmaktadir (Sekil 2-9). DLX brankial arklarin mezenkiminde, disin
tomurcuk evresinde, dental laminada, kraniyal norel krestte, dorsal noral tiipte ve
frontonazal olusum siirecinde ifade edilmektedir. Bu gendeki mutasyonlar, mandibula
ve kalvaryumun da tiiretildigi ilk dort brankial arkta anomalilere neden olmaktadir.
DLX geninin fonksiyon kaybi mutasyonlari, tist molar disin gelisimini etkilemektedir
(76). LHX birinci brankial arkin ektomezenkiminde ekprese olmaktadir. LHX
genindeki mutasyonlarin dis agenezisine ve yarik damak olusumuna neden oldugu
diistiniilmektedir (77). BARX mandibular ve maksillar yapmin olusumunda ve oral

epitelin gelisimi sirasinda ifade edilmektedir (76).

PAX9 geni, transkripsiyon faktorlerinde paired-box ailesinin bir iiyesidir. Bu
genin, kraniyofasiyal ve dis gelisiminde noral krestte ifade edilip fetal biiyiimeden ve
organogenezden sorumlu oldugu disiiniilmektedir (78). Pax9 ekspresyonunun, daha

sonra olusacak dislerin yerlerini belirledigi, tomurcuk evresinde prospektif dis
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mezenkiminde bulundugu ve dis gelisimi boyunca diizenleyici rol oynadigi
bilinmektedir (26). PAX9 gen mutasyonlarmin nonsendromik otozomal dominant
kalitmli molar dis agenezisinden sorumlu oldugu bildirilmistir (79). Bu calismayi
takiben bircok ayri1 calismada PAX9 mutasyonlar1 dis agenezisinin farkli fenotipleri ile
iligkilendirilmistir (80-90). Ayrica yapilan in vitro biyokimyasal deneyler ve in vivo
transgenik fare model ¢aligmalari, Pax9 ve Msx1 genlerinin sinerjik olarak Bmp4

genini aktive ettikleri gosterilmistir (91).

MSX1, MSX homeobox gen ailesinin bir iiyesi olup, kraniofasiyal gelisimde,
median nazal ve faringeal arklarin olusumunda ifade edilmektedir (76). MSX1
mutasyonlart 2. premolar ve 3. molar (akil disi) dislerin agenezisi ile
iliskililendirilmistir (91, 92) . Msx1 mutant farelerde dis gelisiminin tomurcuk
asamasinda kaldigi ve ilerleyemedigi gozlenmistir. Insanda MSX1 geninin dis
agenezisi ve dudak damak yariginin gesitli kombinasyonlari ile iliskili oldugunu
gosteren bir ka¢ vaka caligsmasi rapor edilmistir (93). Japon bir ailede yapilan bir
calismada MSX1 geninde gosterilen intronik bir varyantn dis agenezisine neden
oldugu bildirilmis ve etkilenmis ikizlerin fenotipik farkliliklari g6z Oniinde
bulundurularak MSX1 haployetersizligine bagli bu durumun ¢evresel ve epigenetik

sebepler nedeniyle olusmus olabilecegi tartisilmistir (94).
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Sekil 2-9: Dis gelisiminde etkili protein-protein etkilesimi (STRING, Versiyon 10.0)

AXIN2 (axis inhibition protein 2), Wnt sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi
ve Wnt/B-catenin yolaginin esansiyel bir komponentidir (9). Axin2, fare odontogenezi
sirasinda dental mezenkimde, mine digiimiinde, dental papilla mezenkiminde ve
mezenkimal odontoblastlarda eksprese olmaktadir (32). Son yillarda yapilan
caligmalarda, Axin2 genindeki anlamsiz (nonsense) mutasyonlarm, Msx1 ve Pax9
mutasyonlar1 i¢in tanimlanandan daha siddetli bir fenotiple ailesel oligodontiye neden
oldugu rapor edilmistir. Ailevi dis agenezi ve kolorektal kanseri olan Finli bir ailede
MSX1 ve PAX9 mutasyonlarina rastlanmamig, AXIN2 geninde mutasyon
gosterilmistir. Bu genin ailesel adenomat6z polipoz, sonrasinda kolorektal kansere ve

dis agenezisine sebep oldugu bildirilmistir (6). Bu c¢alisma diger kanser tiirleri ve dis
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anomalileri arasinda bir iligski olup olmadigini1 arastirmak igin bir baslangi¢ noktast
olmustur. Liang ve arkadaglar1 da AXIN2 gen mutasyonlarinin foksiyonel analizi
tizerine yaptiklar1 bir ¢alismada, bu geninin farkli mutasyonlarinin, Wnt sinyalinin ve

dis fenotipinin degisik sekilde etkilenmesine neden olabilecegini savunmuslardir (95).

Edar reseptorii, TNF sinyaline cevap veren hiicreleri olusturan mine digimii
icinde indiiklenmektedir. Ektodisplasin-edar sinyallesmesi, dis olusumunu
diizenlemekte ve mine diigiimiiniin sinyal aktivitesini ortaya ¢ikarmaktadir (96). EDA,
TNF (timor nekrozis faktor) iliskili ligand ailesinin bir tiyesi olup,bir tip 1l trimerik
membran proteinidir ve gelen uyari dogrultusunda reseptorleri olan EDAR ve
EDARADD’a baglanmakta ve (NF)—«B sinyal yolunu aktive etmektedir (97). EDA
gen mutasyonlarinin X’e baglhh Hipohidrotik Ektodermal Dizplazi (XLHED,
MIM#305100)’ye neden oldugu daha dnceki ¢alismalarda bildirilmistir (98). Ayrica
yapilan calismalarla bu genin nonsendromik dis agenezinden de sorumlu oldugu
ortaya konmustur (70, 99). EDAR ve EDARADD genleri iizerine yapilan arastirmalar

da bu genlerin insanlarda dis agenezisine neden oldugunu géstermistir (11, 40).

Son zamanlarda dis anomalileri ile iligkili olarak iizerinde en ¢ok durulan gen
ise WNT10A’dir. Wnt-beta katenin sinyal yolaginin dis morfogenezinde ne kadar

onemli oldugundan daha 6nce bahsedilmisti.

Wnt sinyal yolaginin siit ve siirekli dislenmenin morfogenezinde en temel
mekanizmalardan biri oldugu bildirilmistir (100). Bu sinyal yolaginin bir tiyesi olan
WNT10A nin dis morfogenezinde anahtar bir role sahip oldugu ve kodladigi WNT10A
genindeki mutasyonlarin kalitimsal dis eksikligi ile iliskili oldugu gosterilmistir (101,
102). Ayrica WNT10A’nin kodlayan bolge varyantlarinin maksiller ikinci kesici dis

agenezisinden de sorumlu olabilecegi bildirilmistir (103).

Van den Boogard ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptig1 bir ¢alismada tigiincii
molar disler hari¢ altidan daha fazla sayida dis eksikligi bulunan sendromik olmayan
bireylerde %56 oraninda WNT10A mutasyonu saptanmistir. Aragtirmacilar ¢aligma
sonucunda WNT10A’nin izole oligodonti vakalarinin etyolojisindeki en 6nemli gen
oldugunu bildirmislerdir (69). Bir diger populasyon calismasinda ise 102 adet
nonsendromik oligodonti hastasi incelenmis ve hasta grubunun %28 nin WNT10A
mutasyonu tasidigr gosterilmistir (104). Daha sonra oligodontisi ve ¢ok hafif

ektodermal bulgular1 olan biiyiik bir hasta grubunda da ayn1 genin farkli mutasyonlari
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tanimlanmistir (105). Son olarak genel popiilasyonda nonsendromik dis agenezisi
hastalarinin %51,6’sinin WNT10A geninde varyasyon tasidigi bildirilmis ve bu genin

dis anomalileri agisindan 6énemi bir kez daha vurgulanmustir (106).

2.4.3. Epigenetik Etkenler

Uzun yillar {izerine calisilan ¢evresel ve genetik faktorlerden sonra hala

cevaplanamamis bazi sorular akla olasi genetik dis1 faktorleri getirmistir.

Yapilan monozigotik ikiz (MZI) ¢alismalar1 konjenital dis eksikligi ya da
supernumere dis gibi diskordant fenotiplerin oldugunu gdstermistir. 24 MZI ile
yapilan bir ¢alismada, 21’inde ikizlerden birinin lateral ya da ikinci premolar dis
agenezisine sahip iken digerinin etkilenmis disin sayisi ya da pozisyonu bakimdan ikiz
esi ilediskondans oldugu belirlenmistir. Ayrica ayni ¢alismada sekiz olgunun da ikizi
ile supernumere dis sayist agisindan diskordans oldugu gozlenmistir (107, 108). Bu

ornekler disin say1 anomalileri i¢in epigenetik faktorlerin etkisini gliclendirmistir.

DNA metilasyonun dis agenezisindeki etkisini arastirmak icin, bes etkilenmis
ve bes saglikli bireyden olusan bir calisma yapilmistir. Bu hasta grubunu olusturan
vakalarin bir tanesi anodonti olarak degerlendirilmis, diger dort etkilenmis birey ise
ikiser adet mandibular kesici eksiklikleri ile hipodonti olarak degerlendirilmistir. Tiim
genomun metillenme seviyeleri agisindan hasta ve saglikli grup arasinda belirgin
farkliliklar gozlenmistir. Bu ¢alisma DNA metilasyonunun dis agenezisi igin kritik

onemde oldugunu gostermistir (109).

2.5. Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri

1990-2003 yillar1 arasinda gerceklestirilen Insan Genom Projesi ardindan
genomun yapisini ve fonksiyonunu daha iyi anlayabilmek i¢in baglatilan ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements) projesi ve eslik eden ¢ok sayidaki projeler ile “Post
Genomik Cag” olarak adlandirilan bir donem baslamistir.  Arastirmalarin
ilerletilmesinde, canli genomunun niikleik asit dizi bilgilerinin énemli birer kaynak
teskil ettigi goriilerek uzun yillardan beri kullanilmakta olan Sanger dizileme
yonteminin, biliylik gen ve genom dizilemelerinde siire, emek, maliyet ve etkinlik
acisindan yetkin olmadigi, cok daha hizli isleyen dizileme yoOntemlerine ihtiyag
duyuldugu belirlenmistir (The International Human Genome Seq Consortium, 2004)
(110). Bu nedenle, Post Genomik Cag’da, Yeni Nesil Dizileme (YND) olarak
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tanimlanan ve hedefinde genomun belli bolgelerinin ya da tiimiiniin kisa silirede
dizilenmesi olan teknolojilerin gelistirilmesi i¢in biiylik yatirimlar yapilmistir (111).
Giliniimiizde halen, bu alandaki gelismeler son derece dinamik olup cihaz, kimyasal
madde ve bilgisayar alt yapt ve program yazilimlarinda biiylik ilerlemeler
kaydedilmektedir. Bu teknolojiler sayesinde yapilan arastirmalar insan genomunda
saptanan varyasyonlarin, gelisim, saglik, hastalik ve tedavi ile iliskilerinin daha iyi
anlasilmasina yardimci olmakta, bazi durumlarda klinik tan1 ve tedaviye karar

vermede etkin olmaya baglamis bulunmaktadir.

YND teknolojileri ve eslik eden fonksiyon analizleri ¢esitli hastaliklarin daha
once bilinmeyen yeni genetik temellerinin saptanmasina imkan saglayarak genetik
tan1 igin ¢esitli yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina ve 6zellikle de panel gen testlerinin
gelistiriimesine olanak saglamistir (112-114). Bu teknolojiler merak edilen gen
bilgilerine hizli bir sekilde ulagilmasini saglamasina karsin yorumlamada halen biiyiik
zorluklar yasanmaktadir. Sanger yonteminde tek bir dizileme islemi yapilirken, YND
platformlarinda, ¢ok yiiksek sayida paralel dizilemeler yapilmakta ancak okuma
uzunluklart (amplikon boylar1) Sanger dizilemeye gore daha kisa olmaktadir (115). Bu
durum, genomun bazi1 bolgelerinin ve Ozellikle de tekrarlayan dizilerin, amplikon
boyunu asan biiyiik delesyon ve duplikasyonlarin net olarak belirlenmesini, dengeli
translokasyonlarda, kirik bolgelerin amplikon ile ortiisme durumuna bagli olarak
belirlenmesini imkansizlagtirabilmekte ya da bu durumu saptayabilmek igin 6zel
bilgisayar yazilimlarinin kullanilmasini ve gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Kisa
amplikon dizilerinin ortaya cikardigi sorunlar1 asmak ic¢in gelistirilmekte olan uzun
okuma dizileme yontemleri ise heniiz ¢ok daha pahali olup islem hacmi diisiiktiir
(116). YND teknolojisindeki yeni gelismeler temeli PZR’e dayali olmayan
teknolojilere dogru evrilmekte, bu teknoloji daha kisa siirede sonu¢ alinmasini
saglamanin yani sira PZR hatalarinin 6niine gegmeyi hedeflemektedir. PZR’ye dayali
olan yiiksek kapasiteli niikleik asit dizileme teknolojileri, ikinci jenerasyon PZR’ye

dayali olmayanlar ise {igiincii jenerasyon YND olarak isimlendirilmektedir.

Genom dizileme yaklasimlarindan biri, genomun kodlamayan bdlgeleri de
dahil tiim genomun biitlinliyle dizilendigi “Tiim Genom Dizileme (TGD)” yontemidir.
Arastirmacilar, bu teknoloji aracaliiyla genomik bilginin en genis kapsamli halini ve

aym zamanda iliskili biyolojik etkileri de elde etmeye calismaktadir (117). Ornegin,
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bir calismada TGD yaklagimi kullanilarak meme kanseri hastalarinda genler ile
aromataz inhibitor terapisi arasindaki iliskiler arastirilmig, saptanan varyantlarin Klinik
bulgularla arasindaki baglantilarin gesitliligi ¢ok kompleks bir patolojik tablonun
varhigin1 gostermis ve bu teknigin hastaligin yapisini anlamak ag¢isindan O6nemli

katkilar sagladigi vurgulanmigtir (118).

Yeni nesil dizileme teknolojilerinden bir digeri olan “Tiim Ekzom Dizileme
(TED)”, genin kodlayan ekzonlarin1 ve foksiyonel elementlerini hedefleyen (yaklasik
tim genomun %1°’1)) bir dizileme yaklagimidir (119). Bu yontem, giiniimiizde
hastaliklarin  genetik mutasyonlarin1  saptamada yaygin olarak kullanilmaya
baslamustir. Ozellikle, yiiksek genetik heterojenite gdsteren hastaliklarda, klinik taniy:
desteklemede onemli katkilar sunmaktadir (120). Ayrica, otizm, epilepsi, beyin
malformasyonlari, konjenital kalp hastaliklar1 ve nérogelisimsel yetersizlikler gibi bir
cok farkli hastalik grubunda yeni gen ve sinyal yolaklar1 aragtirmalarinda da etkin
olarak kullanilmaktadir (121). Bu yontem, Sanger’e gore ¢ok daha kisa siirede ¢ok
daha fazla 6rnegin dizilenebilmesine olanak saglamaktadir (122). Klinik ekzom olarak
tanimlanan sadece hastalik/yolak iligkili bilinen gen verilerini degerlendirmeyi
hedefleyen yaklagimlarin kullanildigi TED analizlerinin nadir genetik hastaliklarda
iliskili mutasyon saptama oranmin %22-26 oldugu bildirilmektedir (123, 124).
Genetik hastaliklarin molekiiler temelleri konusunda daha sinirli bilgilerimizin oldugu
1995’li yillarda, Mendel hastaliklariyla iligkili mutasyonlarin %85’inin ekzomlarda
ya da korunmus kirpilma bolgelerinde yer aldigi gosterilmekteydi (125).

lossifov ve arkadaslart TED ile otizm spektrumlu tek ¢cocugu olan (Simpleks)
2500 ailede yaptig1 tiglii analizlerde (indeks-anne-baba) olgularin yaklasik %30’unda
de novo gen-bozan (gene-disrupting) mutasyon ve kopya sayisi varyantlari tespit
ettiklerini bildirmisler ve TED yonteminin kompleks hastaliklarda yiiksek okuma
derinligine karsin varyant yorumlarinin yetersizligine dikkat ¢cekmislerdir (126).

TGD yontemi klinikte kullanim i¢in, TED’e gore heniiz pahali bir tekniktir.
Daha fazla ham DNA dizi verisi barindirdigindan varyant analizleri ¢ok uzun
stirmekte ancak bilgi verici 6zelligi yiikksek bulunmaktadir (127). TGD’nin 6zellikle
ekzon-intron sinir bolgelerindeki mutasyonlarin saptanmasinda daha etkili oldugu
bildirilmektedir (119). Bilgisayar programlarinin gelismesine paralel olarak klinikte

kullanimi da her gegen giin artmaktadir (128, 129). Genom dizileme ¢alismalarinin tip
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alanindaki onemli asamalarindan biri de farmakogenetik alaninda goriilmektedir.
Hastaliklarla ya da uygulanacak ilaglarin metabolik yolaklarla iligkisini arastiran,
kisinin ilaca verecegi yanit1 etkileyen genomik dizilerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in yapilan

299

arastirmalar, “kisiye Ozel genom™’dan “kisiye 6zel tip”’a gecen ¢ok Onemli bir
kavsaga gelinmesini saglamistir. Bu nedenle gelecekte kisiye oOzel tip
uygulamalarinda, 6zellikle ila¢ kullanimina yol gostermede TGD yonteminin ¢ok

onemli bir yerinin olacag bildirilmektedir (111).

Gegtigimiz yiizyilda gelisim biyolojisini anlamamiza yardimeir olan itici gii¢
eldeki birkag model organizmanin genetik bilgileri idi, fakat modellenmeyen yapilari
¢ozmek ya olanaksiz ya da cok yavas ilerleyebilmekteydi. YND teknolojileri
sayesinde organizmanmn genom dizilerine ulasilmasi hizlandi ve kolaylasti. Ancak,
genetik varyasyonlarin aksine fenotipik varyasyonlarin degerlendirilmesinin,
organizmanin molekiiliinden biitiinline ve hatta organizmalar arasi iligkilere kadar
uzanan ¢ok daha genis bir spektrumda seyrettiginden, tek bir yontemle yapilmasi
beklenmemektedir. YND teknolojileri, farkli tiirlerin genom, epigenom ve
transkriptom  dizilerini saptamamizi  kolaylastirmis olsa da  fenotipleri
Ol¢en/degerlendiren hizli, basit ve ucuz yontemler gelistirilemedigi siirece tiirlerde
saptanan 0Ozgiin intra ve inter farkliliklarmin biyolojik Oneminin anlasilmasi
giicliiklerle doludur (130). Ciinkii fenotip sadece genotipten degil ayn1 zamanda ¢evre
kosularindan da etkilenerek sekillenen, herhangi bilinen bir faktorle lineer bir baglanti
icinde olmayan, zaman faktorii ile de degiskenlik gosteren bir dzelliktir. Canlilarda
bu tip degiskenlikleri saptamaya yonelik yontemlerin gelistirilmesi, “fenomiks” tanimi
altinda toplanan biyiikk olgekli deneyler ve platformlarla gelistirilen projeler ile
baglamis bulunmaktadir (131).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma grubu

Bu calismaya 2006-2015 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali izlemli dis agenezisi tamsi ile Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’na ydnlendirilen,
Tibbi Genetik Anabilim Dali polikliniginde klinik ve radyolojik agidan detayli olarak
degerlendirilerek dis agenezisi ile iliskili olas1 diger sendromlarin diglanmasiyla non-
sendromik dis agenezisi tanist kesinlesen ve projeye katilmayi kabul eden 10 olgu ve
ailesi (n=46) imzali onamlar1 alinarak dahil edildi. Calismanin etik agidan uygunlugu,
I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Dosya no: 2014/1396).

Calismaya katilan ailelerden bilgilendirilmis onam alindu.
3.2. Yontemler

3.2.1. Klinik Degerlendirmeler

Olgularin fizik muayenesi 7. bolimde verilen muayene formu esas alinarak
kaydedildi. Degerlendirmeye dahil edilen tiim olgu ve ailelerin aile agaglar ¢izildi.
Gerektigi durumlarda aile agaglari, yatay ve dikey olarak genisletildi. Etkilenmis
bireylerin fotograflar1 (yliz, agiz-cene bolgeleri ve viicudun diger bolgeleri) ve
panoramik rontgen goriintiileri arsivlendi. Olgularin gerekli goriilen diger anabilim

dali/bilim dali konsiiltasyonlar1 istendi ve sonuglar dosyalarina kaydedildi.
3.2.2. Molekiiler Yontemler

3.2.2.1. Cahsmada kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeler

Buzdolab1 (4 °C) (SR-L629EV (Samsung)

e Derin Dondurucu (-20°C) (Real)

e Derin Dondurucu (-80°C) (Wisd, DAIHAN Scientific)

e Goriintiileme sistemi (UV) (Omes, Fotodyne, EPI Transilluminator)
¢ Nanodrop spektrofometre (Thermo Scientific-ND 2000c)

e Mikropipet seti (Gilson, FinPipette)
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e Mikro Santrifiij (Labofuge 200/Heraeus SepaTech)

e Santrifiij (Beckman Coulter

e Termal dongii cihazi (PZR) (BioRad, Veriti-LifeTech, Techne-TC 5000, ABD)
e Yeni nesil dizileme cihazi (Illumina HiSeq2000)

e Yeni nesil diziler i¢in kiitiiphane cihaz1 (NimbleGen Seq Cap Exome Library,

Roche)
e Sanger dizileme reaktifleri ABI 3500 (Applied Biosystems)
e 0.2-1.5 ml Eppendorf (Nest Biotechnology)
e Exonuclease | (Fermentas, Roche)
e rApidAlakalinePhosphatase (Fermantas, Roche)
e Tag DNA polymerase (Fermantas, Roche)
e MagNApure Compact NucleicAcidlsolation Kit I-Largevoliime (Roche)
e BigDyeTerminator v3.1 Ready ReactionCycleSequencing Kit (LifeTech)
e Bilgisayar Programlari (CASAVA, Annovar, Atlas2, Seq Scape)
e Merdiven Markor (Sigma)
e Etidyum Bromiir (Sigma)

e Agaroz (Sigma)

3.2.2.2. DNA Eldesi:

DNA izolasyonlar1 5ml K3 EDTA’L tiiplere alinan periferik kandan, kit
kullanilarak, firma protokoliine uygun olarak yapildi (DNA Isolation Kit for
Mammalian Blood, Roche Diagnostics).

3.2.2.3. Tiim Ekzom Dizileme (TED)

Indeks olgulara ait 0.5 ng genomik DNA Ornekleri i¢in ‘pair-end’ kiitiiphane
hazirhig1 (paired-end pre-capture library) yapilarak Illumina Hiseq yeni nesil DNA
dizileme platformunda University of Texas Health Science, Center for Craniofacial

Research, Houston’da yiiriitiildii. Ik olarak DNA &rnekleri sonikasyon yontemi ile
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fragmente edildi, fragmentasyon sonrasi Ornekler Illumina multiplex ‘pair-end’
adaptorlerle birlestirildi. Adaptorlere baglanan DNA fragmentleri sekans barkodu
iceren indeks primerleri kullanilarak PZR yontemi ile ¢ogaltildi. Uretici firmanimn
protokulii ufak modifikasyonlar ile degistirildi. Her okuma i¢in 101 siklus ve indeks
okuma i¢in de ek olarak 7 sikliis reaksiyon olmak iizere dizileme saglandi (132).
Amplifiye edilen 6rnekler (42 Mb VCRome version 2.1, Roche NimbleGen) ekzom
yakalama (exome capture) c¢ozeltisinde hibridize edildi. Dizi alam1 7.7 Gb
biiyiikliigiinde olan ‘pair-end’ 6rnekler, Illumina HiSeq 2000 platfromunda, ortalama
okuma derinligi 120 X’den fazla ve hedef DNA dizilerinin % 97’sinin en az 20 defa
(20X) kapsanarak okunacagi sekilde dizilendi. UTR ve intronlar ile ekzonlara yakin
+/- 5 bazlik kism1 harig analize dahil edilmedi (Sekil 3-1)
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Sekil 3-1: Ekzom dizileme yontemi; (133)’dan uyarlanarak ahmmstir
3.2.2.4. Varyant Analizi, Filtreleme ve Isimlendirme (Annotation)

Ekzom verisi in-house olarak gelistirilen HGSC-Mercury (Baylor College of
Medine) yazilimi araciligiyla analiz edildi ve varyantlar isimlendirildi (134). lllimuna
HiSeq 2000 cihazindan elde edilen veri c¢iktilari, cihaza ait CASAVA yazilim
aracilifiyla bcl dosyasindan FastQ dosyasina doniistiiriildii. Elde edilen FastQ dosyasi,

referans sekans olan haploit insan genom dizisine (Genome Reference Consortium
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Human Genome Build 37, Human Genome 19) BWA (Aligment of Burrows-Wheeler,
bio-bwa.sourceforge.net) programi araciligiyla haritalandi. Sonlandirilan Bam (binary
alignment map) dosyalart GATK yazilim1 (135) kullanilarak kalibrasyon kaliteleri
gbzden gegirilerek siralandi. Referans sekanstan farkli olan varyantlarin (Variant
calls) isimlendirilmesi Atlas2 (Atlas-SNP ve Atlas-Indel) algoritmasi kullanilarak
yapildi ve VCF (variant call file) dosyalar1 olusturuldu. Son olarak, olusturulan VCF
dosyalarindaki isimlendirilmis varyantlar Baylor College of Medicine’da gelistirilmis
olan CASSANDRA programi kullanilarak filtrelendirildi ve anote edildi. Istenilen
skorun altindaki veriler degerlendirme dis1 tutuldu. Elde edilen varyantlar allel
frekans1 (MAF) <%]1 altinda olacak sekilde, 1000 Genom Projesi veri tabanindan,
UCSC ve RefSeq gen modellerinden ve in-house olarak gelistirilmis ARIC
(Atherosclerosis Risk in Communities) grubundan tekrar filtrelendi. Ayrica, aday
genler CMG (The Baylor-Hopkins, Center for Mendelian Genomics) veri tabaninda
bulunan Tirk toplumuna ait allel frekansi verileriyle karsilastirildi. Filtrelemelerden
sonra amino asit degisikligine neden olmayan niikleotit degisiklikleri ve ekzon
sinirina 10 bp’den uzak olan intronik varyantlar ¢ikartildi. Elde edilen tiim de novo,
homozigot, birlesik heterozigot, heterozigot ve hemizigot varyantlar goriintiilendi.
Varyant isimlendirmeleri, dbSNP, ve 1000 Genomes veri tabanlariyla karsilastirilarak
yapildi. Varyantlar yenilik, kodlanan proteine etkisi, tiirler arasindaki korunmusluk,
ekspresyon paternlerine gore degerlendirildi. In silico algoritmalar (PolyPhen-2, SIFT
ve MutationTaster) uygulanarak, patojenite degerlendirilmesi yapildi (136-138).
Varyantlar, mutasyon gesitlerine gore 6ncelikle stop kodon, ¢ergeve kaymasi, kirpilma
hatas1 ve missense mutasyonlar olarak siniflandirilarak onceliklendirildi (Sekil 3-3).
Aday genler Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Genecards ve UCSC
Genome portal kullanilarak incelendi (139-141).
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Sekil 3-2: Veri eldesi icin kullamlan algoritma sematik olarak gosterilmektedir.
3.2.2.5. Varyant yorumlamasi

Varyantlar, c¢esitli Ongoriilen skorlama programlarina gore patojeniteleri,
sikliklari, bilinen sinyal yolaklar: ile olan etkilesimleri, i¢inde bulunduklari genin
ekspresyonu ve fonksiyonu, diger kohortlardaki varligi, siklig1 ve son olarak ailede
hastalikla birlikte segrege olma durumlar1 gibi se¢im kriterleri uygulanarak
yorumlandh. Ik filtrelemede bilinen genler ve sinyal yollari ile iliskili olan genlerdeki
varyantlar degerlendirmeye alind1 ve aile agac1 degerlendirmesine gore kalittm modeli
esas almarak segregasyonu incelendi. ikinci filtrelemede ise en az iki in silico analizde
patojenik ozellik gosteren, MAF degeri %1°den az olan ve kalitim modeli ile uyumlu

olan tiim diger genlerdeki degisimler degerlendirildi.

Kalittm modeli olarak OD model diisiiniildiiyse Oncelikle heterozigot
varyantlar, OR kalittm modeli diisiiniildiiyse homozigot ve birlesik heterozigot
varyantlar onceliklendirildi. (Sekil 3-3). Varyant yaziliminda, ayn1 gende birden fazla
MAF (Minor Allel Frekansi) <% 1, patojenik ya da novel varyant saptanirsa, bunlart
birlesik heterozigot siitiinu altinda listelenmektedir. Bu listede yer alan ve irdelenmesi
onemli oldugu diisiiniilen varyantlarda gercek birlesik heterozigotluk i¢in indeks, anne
ve baba tgliisiinde ilgili varyant i¢in Sanger dizileme ile inceleme yapildi. Ancak
kalittm modelinden bagimsiz olarak diger tiim varyantlar da irdelendi. Varyantlarin
degerlendirilmesinde esas olarak onceki bdliimde bahsedilen kriterler kullanildi.

Okuma derinlikleri de g6z Oniinde bulundurularak patojen oldugu diisiiniilen
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varyantlarin Interactive Genomic Viewer (IgV) goriintiileri ilgili program araciligr ile
incelendi (142). Ozellikle okuma derinligi 20X in altinda olan siipheli varyantlar igin
IgV goriintiileri ile okuma derinligi tekrar kontrol edilerek varyant yorumlamasi

sonlandirildi.

| OD-Heterozigot

De novo
OR-Bilesik Stop gaip
Heterozigot Frameshift
Stop gain
OR Frameshift

Missense

Stop gain
Frameshift

Splicing
Missense

Sekil 3-3: Kalitim modellerine gore varyantlarin 6nceliklendirilmesi

Bulunan varyantin bilinen bir gende olup olmamasina, bu varyantin daha once
tanimlanip tanimlanmamasina, bilinen bir sinyal yolu ile iligkisine, hayvan modelleri
caligmasi varligina (143) ve fonksiyonuna gore degerlendirilerek olgulardaki fenotipe
neden olan etiyolojinin aydinlatilip aydinlatilamadigina karar verildi. Bu karar
sirasinda varyantin Tirkiye toplumuna ait 700 bireye ait DNA 6rneginin ekzom
dizileri de kontrol edildi. Bulunan varyantlarin sikliginin Tiirkiye toplumunda da

<%1 altinda olmasina dikkat edildi.

3.2.2.6. Primerlerin Tasarlanmasi

Primerler tasarlanirken, secilen oligoniikleotidlerin herhangi bir SNP ve
tekrarlayan dizi icermemesine, ileri ve geri primer g¢iftlerinin baglanma isilarinin
birbirlerine yakin olmasma (en fazla +/- 2-5°C fark), icerdigi AT ve CG
niikleotidlerinin olabildigi kadar esit dagilimli olmasina, 17-24 mer icermesine ve gen
bolgesi i¢in  Ozgiin olmasina 6zen gosterildi (144). SNP yogun boélgelerde, primerin
bir SNP iizerine gelmesi kacinilmaz ise MAF degerinin %1’den daha az olmasina
dikkat edildi. Ozgiinliik, USCS Genome Browser dan “in silico PCR” interaktif
analizi ile test edildi (145) .
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Bu asamalarda kullamlan primer dizileri Tablo 3-1°de gésterilmektedir. Ilgili

genlerin PZR kosulu ise Tablo 3-2’de sunulmaktadir.

Tablo 3-1: Primer listesi, dizileri ve amplikon boylari

Gen Dizi (5' — 3 PZR iiriin boyu
ANTXR1-F  TTGGGTAGCATTCACATTGC 373 be
ANTXR1-R GGGTTTTAGGTTGGGATTTTATC
AXIN2-F CTCCACCCAAACCCAATC 348 be
AXIN2-R TTCCAGTTCTTCTAACCCAGTTTC
BCOR-F AATCTCGGAAAACCGATTCC 1135 be
BCOR-R CAATGGCAAGTATCCCAAGG
CCBEL-F ATCGCTGTGGGAGTGGG 292 bg
CCBE1-R  AGGAGCAGGACGCTTGG
COL17A1-F TGACGAGTGAGGCCAGG 197 bg
COL17A1-R GGAATAGTGAGGGTGTTGCTTC
DAAM2-F  AAGGGGCTGTAACCCTCAAC 198 bg
DAAM2-R  GGCCACCAAGAACCCTACTAC
DKK1-F GAATTATTTTAGTGAAACGATGCAG 391 be
DKK1-R GGTCATAAAAGGTTTTCATAGCATC
KMT2D-F  GCTGAGGAGACAGTAAAGTTCG 500 b
KMT2D-R  CCCTCACAGACAGGTGCTTA
LAMA3-F1  ATGCATCCTCATCCTCTTGG 651 be
LAMA3-Rl TGTGCTGTAAGAATGTGCGG
LAMA3-F2  TTGCAACTAGGGAAATTTTGG 277 b
LAMA3-R2 AGGAGCAGCGAGGGATATG
LRP6-F GCAAAACTAAAAGTGCATGAAAG 390 be
LRP6-R TTACCAAAAGTATAACTTGACCCAC
POLR3B-F  GTCTTGCAGTTTGCTTGGTG 350 b
POLR3B-R  GCTCCTCTGGGATCAGCC
PTH2R-F TTGTAATAGATCGGGTGCAAGA 396 b
PTH2R-R TGGCCTAAGAACACTATCCACA
RECQL4-F  CGAAGCACCTGCACCAG 531 be
RECQL4-R  CTCTCCCCTGAGGGACTAGG
SMOC2-F  AGAAAGCAGAGTGGGCCTC 240 bg
SMOC2-R  AAGAAACGGCAAACCAATTC
SNX10-F TTTAGTGCAGTCGTTTTGTTCAG 241 bg
SNX10-R CAACTTTATCCCATAAAATGTATCCC
WNTI10A-F1 CTGGAGAATGGGGTGTCAAG 518 be
WNTI10A-R1 CAGAAGAGAGGTAGGCCAGG
WNTI10A-F2 TTGGGACAGAGTGTGTGTTG 399 bg
WNT10A-R2 TCTGAGGTGGAGATGCTGG
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3.2.2.7. Ekzon Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi ile
Cogaltilmasi ve saflastirilmasi:

Olgularm TED sonucunda hastaliga neden oldugu bilinen gendeki
mutasyonlar, aday varyantlar ve yeni genlerdeki aday varyantlar i¢in tasarlanan 6zgiin
primerlerle PZR reaksiyonu yapildi. Her bir PZR reaksiyonu igin, 100-200 ng gDNA,
1X tampon soliisyonu [10X (NHy4),SO4], 2 mM MgCl,, % 0-10 DMSO (Sigma), 200
uM dNTP, 300-800 puM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq polimeraz enzimi
(Fermentas, Roche) kullanildi. Reaksiyon karigimi, bidistile su (H20) ile 50 ul ye
tamamlandi. PZR, 95°C de 10 dakika (dk) denatiirasyon, ardindan 95°C de 30 saniye
(sn) denatiirasyon, primerlerin Tm 1silarina gore belirlenmis iki kademeli 1sida 30 sn
lik baglanma ve 70°C de uzama (her 1 kb i¢in 60 sn) basamaklarindan olusan toplam
30-40 dongti ve son olarak 70°C de 10 dk lik uzama olacak sekilde, iki kademeli PZR
yontemi kullanilarak, termal dongii cihazinda gergeklestirildi (Tablo 3-2). Elde edilen
PZR iiriinleri amplifikasyon 6zgiinliigii ve bant boylarinin dogrulugu i¢in agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Bu islem i¢inPZR 6rneklerinden 5 pl alinarak, 500 baz
ciftlik merdiven markorii (Sigma) paralelinde 10 pg/ml etidyum bromiir iceren %1.2
lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda, 80 V da, 25-30 dk yiiriitiilerek
boyutlarina gore ayrildi. Elde edilen bantlar ultraviyole (Omes, Fotodyne) 151k altinda
goriintiilenerek fotograflari kayit edildi. PZR iirlinleri ticari kit kullanilarak, firma
protokoliine uygun olarak saflastirildi. (PCR product purification kit, Roche).

Dizileme i¢in yeterli kalitede olan 6rnekler Sanger dizileme yontemiyle incelendi.

Tablo 3-2: PZR kosullar:

PZR

Kosullar

95°C 10 dakika 1x
95°C 30 saniye

60°C 30 saniye 40X
70°C 60 saniye

72°C 10 dakika 1x
72°C 00

3.2.2.8. Sanger Dizi Analizi ile Varyant Dogrulama ve Biyoinformatik analizi

Sanger dizileme reaktifleri ABI 3500 (Applied Biosystems) kapiller dizileme
cihazinda yiiriitiildii (Tablo 3-3).
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Tablo 3-3: Dizi i¢cin PZR Reaksiyonu

Standard reaksiyon (20 pL)
Reaktif —

(oI Ornek Reverse
Forward

BigDyeTM Terminator 3.1 Mix 8 uL 8 uL

Forward primer (3.2 uM) 1 uL —

Reverse primer (3.2 uM) — 1 uL

Iyonsuz su (RNase/DNase-free) 9 uL 9 uL

Kalip 2 uL 2 uL

Toplam Hacim 20 L 20 pL

Hazirlanan trtinler 96 kuyulu mikroplate iizerindeki kuyucuklara aktarildi.
Karisim termal dongii cihazinda yiiriitiildi. Protokol toplam 25 dongiide; 96°C de 10
sn denatiirasyon, 50°C de 5 sn baglanma ve 60°C de 4 dk sonlanma basamaklari ile
olusturuldu. 4°C’ye gelen cihazdan dizi reaksiyon triinleri alindu.

Dizi reaksiyon iirlinlerindeki artik primer ve diger reaktiflerin temizligi icin
mikro plak igerisinde iiriin bagina 1 ul 125 mM EDTA, 1 ul 3M sodyum asetat ve 25
ul %100 ethanol eklendi. Mikro plak aliminyum koruyucu yapigkan bir bant ile
kapatilarak oda 1sisinda 15 dk bekletildi. 3810 RPM’de (2012 G) 45 dk. santrifiij
yapildi. Bu islemden sonra koruyucu yapiskan bant agildi ve mikro plak kuyucuk
agizlar tste gelecek bigcimde gevrilerek 1100 RPM’de (168 G) 30 sn kisa siireli
santriflij yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik ethanol eklendi. Tekrar mikro plak
koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 3460 RPM’de (1660 G) 15 dk santrifiij edildi.
Plak iizerindeki koruyucu yapiskan bant agildi ve 1170 RPM’de (190 G) 60 sn kisa
santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 10 pl injeksiyon tampon ¢6zeltisi [(dH,O ya da
HiDi formamid (Highly Deionized formamid)] eklendi. Ornekler 95 °C de 5 dk
denatiire edildi, 2 dk buz ilizerinde bekletildi ve sekans analizatoriinde yliriitiildii.

Saflagtirilan 6rnekler en yiiksek hizda kisa bir siire i¢in santrifiij yapilip
denatiire edildikten sonra yiiriitme islemine gecildi. Cihaz yiirliitme isleminde

kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Dyeset secildi.
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Yiiriitme voltaji: 13,4 kVolts, 6n yiiriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon voltaji: 1,6
kVolts, yiiriitme siiresi: 2.520 sn, 0n yiirlitme siiresi: 180 sn, injeksiyon zamani:8 sn ve

veri gecikmesi (data delay): 250 sn ’ye ayarlanarak iirtinler yiirtitiildii.

Dizileme sonuglari, Chromas 2.32 SequencerTM software (Gene Codes
Corporation, MI, USA), Seq Scape ve NCBI BLAST (Basic Local Asligment Search
Tool) programlart kullanilarak bilgisayar ortaminda analiz edildi. Saptanan
degisimlerin tanimlanmis SNP olup olmadiklar1 “NCBI Entrez SNP” ve “ENSEMBL,
GeneSNPView” veri tabanlari kullanilarak degerlendirildi (146-148).

Son olarak, bulunan ve dogrulanan varyantlar ilgili ailelerde aranarak

segragasyon analizi ile tamamlandi.
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4. BULGULAR

Calisma grubunda 10 aileden 10 indeks, dokuzu etkilenmis toplam 20
ebeveyn, yedisi etkilenmis 16 aile bireyi olmak iizere toplam 46 birey yer aldi. indeks
olgularin sekizi erkek, ikisi disi idi. Toplam dokuz olgu oligodonti (Olgu 1, Olgu 2,
Olgu 3, Olgu 4, Olgu 5, Olgu 6 , Olgu 8, Olgu 9, Olgu 10), bir olgu hipodonti (Olgu
7) tanist aldu.

indeks olgularm TED analizi sonucu elde edilen varyantlar1 3.2.2.4 boliimiinde
belirtilen kriterler dogrultusunda filtrelendi. Gerekli goriildiigii durumlarda kaltim
modeli ve varyant tiplerine gore kriterler degistirilerek filtreleme islemi tekrarland: ve

onceliklendirildi.

TED analizi ile incelenen toplam on indeks olgudan besinde WNT10A gen
varyantlart saptandi. Bunlardan {giiniin aile icinde hastalikla segrege oldugu
belirlenirken (Olgu 2, Olgu 4 ve Olgu 5) , diger iki olguda segrege olmadig: (Olgu 1
ve Olgu 3) gosterildi. Bu ailelerden birinde (Olgu 5) WNT10A gen varyantina LAMA3
gen varyantinin eslik ettigi saptandi. Bir olguda LRP6 gen varyanti (Olgu 6), bir
olguda ise (Olgu 7) DKK1, COL17A, LAMA3 gen varyantlarinin, birlikte aile
bireylerinde fenotip ile segrege oldugu gosterildi. Bir olguda (Olgu 3) BCOR gen
varyantt digerinde ise (Olgu 9) ANTRX1 gen varyantinin ailede fenotip ile segrege
oldugu gosterildi. Iki olguda ise (Olgu 8 ve Olgu 10) oligodonti ile iliskili olabilecek
hi¢ bir varyasyon saptanmadi (%30).

4.1.Olgu 1
4.1.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanist ile takip edilen olgu, aralarinda 1° derece kuzen
evliligi olan etkilenmis anne ile saglikli babanin ikinci ¢ocugu idi (G5P3Sek?2).

Annede tist lateral dislerin eksikligi tariflenmekteydi.

Antenatal, natal ve postnatal oykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik, 36. haftada
normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartisi, boyu ve bas cevresi

bilinmiyordu.
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Fizik muayenede (15 yasinda kiz) boyu 154 cm (25p), kilosu 45 kg (10p) ve
bas ¢evresi 52,5 cm (10p) idi. Ust cenede 4 adet siit, 4 adet kalici, alt cenede ise 6 adet
stit, 3 adet siirekli dis gozlendi. Daha sonra da panoramik rontgen ile tekrar
degerlendirildi sekil ve biiyiiklik anomalileri de gozlendi. (Sekil 4-1). Sirt ve karmn
bolgesinde 4x5 cm biiyiikliiglinde hiperpigmente alanlar mevcuttu. Diger sistem

muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-1: Olgu 1 (111-3)’e ait panoramik rontgen goriintiisii. 12, 13, 14, 15, 16, 17, 22,
23,24, 25, 26, 27, 31, 32, 33, 36, 41, 42, 43, 45, 46, 47 numarah dislerin eksikligi
gozlenmektedir

4.1.2. Aile agaci degerlendirmesi
Ailede iki etkilenmis birey (anne ve kiz ¢ocuk) varligit OD kaliim lehine
degerlendirildi (Sekil 4-2). Annenin (lI-11) anne ve babasmin (I-1 ve I-2) akraba

olmamasi OR kalitim olasiligin1 azaltmaktaydi.
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Sekil 4-2: Olgu 1’in aile agaci

4.1.3. Molekiiler Analiz

Olgu 1 ailesinde etkilenmis olguya (111-3) ait gDNA 6rneginde TED analizi
yapildi. ilk filtreleme sonrasinda siklig1 <%]1’in altinda toplam 544 adet heterozigot,
12 adet homozigot, 80 adet ongoriilen birlesik heterozigot varyant saptandi. Bu
varyantlar yolak genlere gore Onceliklendirildiginde WNT10A, CCBE1 ve PTHR2

genlerinde ii¢ adet aday varyant belirlendi.

Ik olarak dis agenezisi ile iliskisi daha &nce tanimlanmis olan WNT10A geni
3. ekzonunda yer alan homozigot c.G433A (p.V145M) varyant degerlendirmeye
alindi. Bu varyant NCBI-SNP veri bankasinda rs543063101 olarak taniml idi.
Aile i¢i segregasyonu PZR ve Sanger dizileme ydntemi ile yapilan incelemede
etkilenmis anne, saglikli baba ve saglikli kardesin bu varyanti heterozigot olarak

tasidig1 saptanarak varyantin segregasyonu dislandi.

Hastalikla daha once iliskilendirilmemis CCBE1 geninin 1. ekzonunda
saptanan c¢.C116T (NP_597716, CCG>CTG, p.P39L) ile PTH2R (NM_005048)
geninin 7. ekzonunda saptanan ¢.853+3A>T varyantlarinin da aile i¢indeki analizi, bu
varyantlarin oligodonti ile segrege olmadiklarin1 gosterdi. Bu genlerde saptanan

varyantlar daha 6nce tanimlanmamasti.
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4.2.Olgu 2

4.2.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda 1.5° derece kuzen
evliligi olan saglikli anne ile etkilenmis babanin ikinci ¢ocugu idi (G5P6). Babada
benzer bulgular ile dis eksikligi tariflenmekteydi.

Antenatal, natal ve postnatal Oykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik, 38. haftada
normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartisi, boyu ve bas cevresi

bilinmiyordu.

Fizik muayenede (20 yasinda kiz) boyu 148,5 cm (<3p), kilosu 66,2 kg (>97p)
ve bas c¢evresi 53,5 cm (10-25p) idi. Burun kokii genis, tist dudagr ince idi ve malar
hipoplaziye ek olarak alt ¢ene prognatizmi vardi. Ust cenede 2 adet siit 8 adet kalici,
alt ¢cenede ise 7 adet siit, 4 adet kalic1 dis gdzlenmekteydi. Daha sonra da panoramik
rontgen ile tekrar degerlendirilerek mikrodonti ve dislerde sekil anomalileri de

gozlendi (Sekil 4-3). Diger sistem muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-3: Olgu 2 (V-2)’e ait panoramik rontgen goriintiisiinde 12, 13, 17, 22, 23, 27, 31,
32, 34,37, 41, 42, 43, 44, 47 numarah dislerin eksikligi géozlenmektedir

4.2.2. Aile agac1 degerlendirmesi

Ailede iki etkilenmis kardeste birinin ii¢, digerinin iki etkilenmis ¢ocugunda
oligodonti varligt OD kalitimi1 desteklerken, iki etkilenmis olgunun ebeveyninin
akrabalik iliskisi bilinmemekle birlikte, bes etkilenmis olgunun (IV-11 ve IV-14, V:1-
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3) ebeveyninin akraba olmasi OR kalitimin da goz ardi edilmemesi gerektigini
diistindiirdii (Sekil 4-4). Ailedeki IV-14, V-7 ve V-8 bireyleri proje i¢in kan 6rnegi

vermede ¢ekimser olduklari i¢in molekiiler analize dahil edilemediler.

! |
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Sekil 4-4: Olgu 2’nin aile agaci

4.2.3. Molekiiler Analiz

Olgu 2 ailesinde etkilenmis olguya (V-2) ait gDNA o6rneginde TED analizi
yapildi. Ilk filtreleme sonrasinda siklig1 <%]1’in altinda toplam 728 adet heterozigot,
52 adet homozigot, 118 adet ongoriilen birlesik heterozigot varyant saptandi. Bu

varyantlar yolak genlerine gore dnceliklendirildiginde sadece bir varyant elde edildi.

Ilk asamada, dis agenezisi ile iliskisi daha once tamimlanmis olan indeks
olguda homozigot saptanmis olan WNT10A genindeki ¢.G433A (p.V145M) varyanti
degerlendirildi (Sekil 4-5 ve 4-6). Bu varyant olgu 1’deki WNT10A’da rs543063101
olarak tanimlanmis varyant ile ayni idi. Aile ¢alismasinda varyantin etkilenmis baba
ve etkilenmis iki erkek kardeste homozigot, saglikli anne ve diger saglikl li¢ kardeste
heterezigot formda saptanmasi OR kalitim1 destekleyen segregasyonu oldugu lehine
kabul edildi.
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Sekil 4-5: Olgu 2’nin WNT10A genindeki c.G433A (NP_079492; p.V145M) varyantinin
IgV goriintiisii (kalp forward)

GCCATGT

Sekil 4-6: Olgu 2’nin WNT10A (NM_025216.2) geninde ekzon 3’de homozigot c.G433A
varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram goriintiisii

4.3.Olgu 3

4.3.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda akraba evliligi
olmayan saglikli anne ile etkilenmis babanin {i¢iincii ¢ocuklar1 idi (G4P3Sekl).
Babada ve kiz kardeste de benzer bulgular ile dis eksikligi (hipodonti)
tariflenmekteydi.

Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik, 38. haftada
normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 3200 gr, boyu 57 cm ve bas

cevresi bilinmiyordu.
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Fizik muayenede (8 yas 3 aylik kiz) boyu 132 cm (75-90p), kilosu 40 kg (90p)
ve bag c¢evresi 53,5 cm (25-50p) idi. Hafif hipertelorizm, ince {ist dudaklar1 vardi. Alt
cene ucu belirgindi. Ust cenede 7 adet siit 4 adet kalici, alt cenede ise 5 adet kalici, 5
adet siit dis gozlenmekteydi. Daha sonra da panoramik rontgen ile tekrar
degerlendirildi (Sekil 4-7). El eklemlerinde hiperekstansiyon ve parmak yastik¢iklar

mevcuttu. Diger sistem muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-7: Olgu 3 (111-3)’e ait panoramik rontgen goriintiisiinde 12, 15, 17, 22, 27, 31, 35,
42, 45 numaral dislerin eksikligi gozlenmektedir

4.3.2. Aile agac1 degerlendirmesi

Ailede 3 etkilenmis bireyin varligt OD kalittm modelini desteklerken,
etkilenmis babanin (II-9), etkilenmis iki kiz (III-1 ve 111-3) ve saglikli bir erkek
¢ocugunun (I11-2) varligi X’e bagh kalitimdan uzaklastiramadi (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: Olgu 3’iin aile agaci
4.3.3. Molekiiler Analiz

Olgu 3 ailesinde etkilenmis olguya (111-3) ait gDNA 6rneginde TED analizi
yapildi. Ik filtreleme sonrasinda sikligi <%]1’in altinda toplam 758 adet heterozigot,

35 adet homozigot, 169 adet 6ngoriilen birlesik heterozigot varyant saptandi.

Olguda ilk olarak bilinen WNT10A geninde 3. ekzonda homozigot c.T682A
(p.F228I) varyanti saptandi. Bu varyant NCBI-SNP veri bankasinda rs121908120
olarak tamimli olup daha 6nce oligodonti ile iligkilendirilmis bir mutasyondu. Bu
mutasyonun aile ¢alismasinda, etkilenmis kardeste, homozigot etkilenmis baba (11-9),
saglikli anne (11-8) ve saglikli erkek kardeste (I11-2) ise heterozigot formda bulundugu
belirlenerek ailede hastalik ile segregasyonu desteklenemedi.

SMOC2 (NM_022138) geninin 4. ekzonunda heterozigot ¢.C404G
(NP_071421, p.T135R) ve KMT2D (NM_003482) genin 39. ekzonunda heterozigot
c.A11570T (NP_003473, CAG>CTG, p.Q3857L) varyantlar1 saptandi. SMOC2’de
saptanan ayni niikleotiddeki ¢.C404T (p.T135M) donisiimii NCBI-SNP  veri
bankasinda rs756749965 olarak tanimliydi ancak ayni niikeleotiddeki bu C>G
degisimi daha Once tanimlanmamisti. KMT2D’deki varyant da daha Once
tanimlanmamis bir degisimdi. Aile ¢aligmasinda iki varyantin da ailede oligodonti ile

segrege olmadigr goriildii.

Daha sonra tiim varyantlar tekrar filtrelenerek mutasyon tiplerine gore ayri
ayr1 incelendi. incelemenin sonunda, X kromozomu iizerinde yer alan BCOR geninde
4. ekzonda heterozigot c.G1651A (p.D551N) degisimi saptandi (Sekil 4-9 ve 4-10).
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Bu varyant NCBI-SNP veri bankasinda rs372463512 olarak tanimliydi. Aile
calismasiyla etkilenmis babada da (I1-9) ayni degisimin varligi, etkilenmis
kizkardeslerin (111-1, 111-3) degisimi heterozigot olarak tasidig1 saptandi. Saglikli anne
(11-8) ve erkek kardesin (111-2) mutasyonu tasimadig1 gosterilerek varyantin oligodonti

ile segrege oldugu belirlendi.

- T T N I N 7 O
all2 qi31 qi33 a2L1 q22  q2032  q221 q223 423 a2F 25 q26l  q263 alfl 28
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Sekil 4-9: Olgu 3’iin BCOR genindeki heterozigot c.G1651A (NP_060215, p.D551N)
varyantinin IgV goriintiisii (kalip reverse)

CACCA ATGC
440

Sekil 4-10: Olgu 3’iin BCOR (NM_017745.5) geninde ekzon 4’deki heterozigot c.G1651A
varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram goriintiisii
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4.4.0lgu 4

4.4.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanist ile takip edilen olgu, aralarinda 1° derece kuzen
evliligi olan etkilenmis anne ile saglikli babanin ikinci ¢ocuklar1 idi (G4P2Ab2).

Annede, teyzede ve erkek kardeste de benzer bulgular tariflenmekteydi.

Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda, 40.
haftada normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 3450 gr, boyu 52 cm ve

bas cevresi bilinmiyordu.

Fizik muayenede (11 yas 11 aylik erkek) boyu 136cm (3-10p), kilosu 37 kg
(50p) ve bas cevresi 54 cm (75p) idi. Ust cenede 7 adet siit 4 adet kalici, alt cenede ise
8 adet siit, 4 adet kalic1 dis gézlenmekteydi. Daha sonra da panoramik rontgen ile
tekrar degerlendirildi (Sekil 4-11). Sternum sag tarafta 0,5x0,5 cm biiyiikliigiinde

hiperpigmente lezyon mevcuttu. Diger sistem muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-11: Olgu 4 (111-3)’e ait panoramik rontgen goriintiisiinde 12, 14, 15, 24, 25, 31,
34, 35, 37, 41, 45 numaral dislerin eksikligi gozlenmektedir

4.4.2. Aile agaci degerlendirmesi
Ailede, etkilenmis annenin ebeveynleri arasinda akrabalik iligkisi olmamasi,

esinin etkilenmemis olmasi, etkilenmis bir kardesinin ve iki ¢gocugunun olmasi dikey
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olarak gbzlenen OD kalitimi desteklenmekteydi. (Sekil 4-12). Ancak akraba evliligi

varlig1 diisiiniilerek OR kalitim da degerlendirmeye alindi.

| : ©,

.. @Hap S5
‘HH-

Sekil 4-12: Olgu 4’iin aile agaci

4.4.3. Molekiiler Analiz

Olgu 4 ailesinde etkilenmis olguya (111-3) ait gDNA 6rneginde TED analizi
yapildi. Ilk filtreleme sonrasinda siklif1 <%]1’in altinda toplam 666 adet heterozigot,
46 adet homozigot, 109 adet ongoriilen birlesik heterozigot varyanta rastlandi. Bu

varyantlar ikinci kez filtrelenerek onceliklendirildi.

Olguda, bilinen gen olan WNT10A geninde 3. ekzonda heterozigot ¢. T682A
(p.F228I) varyanti saptandi (Sekil 4-13 ve 4-14). Daha once hastalikla iliskilendirilmis
olan bu mutasyon NCBI-SNP veri bankasinda rs121908120 olarak tanimli idi. Aile
calismasinda, etkilenmis anne (I1-12) ve kardesin de (I1l-2) bu mutasyon igin
heterozigot olduklar1 belirlendi. Saglikli babanin ise bu mutasyonu tasimadigi
belirlenerek mutasyonun ailede oligodonti ile segrege oldugu gosterildi.
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Sekil 4-13: Olgu 4’iin WNT10A genindeki heterozigot c. T682A (NP_079492; p.F228l)
varyantimin IgV goriintiisii (kalip forward)

GGACTTTCT
330

Sekil 4-14: Olgu 4’iin WNT10A (NM_025216.2) geninde ekzon 3’deki heterozigot
¢.T682A varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram
goriintiisii

4.5. Olgu 5

4.5.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda 2° derece kuzen
evliligi olan etkilenmis anne ile saglikli babanin ilk ¢ocuklar idi (G4P3Abl). Annede

ve kizkardeste de benzer bulgular tariflenmekteydi.

Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda, 40.
haftada sezeryan ile sonlanmisti. Dogum tartis1 2800 gr, boyu 42 cm ve bas cevresi

bilinmiyordu.
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Fizik muayenede (15 yas 4 aylik kiz) boyu 165c¢m (75p), kilosu 64 kg (90p) ve
bas ¢evresi 54 cm (50-75p) idi. Periokiiler bolgede hafif hiperpigmentasyon ve agagi
yerlesimli kulomellas: vardi. Ust genede 7 adet kalici, alt cenede ise 2 adet siit, 10 adet

kalic1 dis gozlenmekteydi (Sekil 4-15). Diger sistem muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-15: Olgu 5 (111-1)’e ait panoramik rontgen goriintiisiinde 12, 14, 15, 17, 22, 24,
25, 35, 44, 45 numaral dislerin eksikligi géozlenmektedir

4.5.2. Aile agac1 degerlendirmesi

Aile, etkilenmis annenin anne ve babasinin arasinda akrabalik olmamasi,
saglikli esinden iki etkilenmis ¢ocugunun olmasi dikey olarak gozlenen OD kalitimi
desteklemekteydi. (Sekil 4-16). Anne baba arasindaki kuzen evliligi nedeniyle OR
kalitim da degerlendirildi.
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Sekil 4-16: Olgu 5’in aile agaci

4.5.3. Molekiiler Analiz

Olgu 5 ailesinde etkilenmis olguya (111-1) ait gDNA 6rneginde TED analizi
uygulandi. Ilk filtreleme ile sikligi <%1’in altinda toplam 711 adet heterozigot, 34
adet homozigot, 104 adet Ongoriilen birlesik heterozigot varyant belirlendi. Bu
varyantlar OD ve OR ig¢in ve aranan kriterlere gore ikinci kez filtrelenerek

onceliklendirildi.

Olguda ilk olarak, bilinen gen olan WNT10A geninde 3. ekzonda heterozigot
C.T682A (p.F228I) varyantin heterozigot olarak bulundugu belirlendi (Sekil 4-17 ve
4-18). Ayn1 varyant Olgu 3 ve 4’te de saptanmust1. Hastalikla iliskili oldugu bilinen bu
mutasyonun etkilenmis anne (11-8) ve kardeste de (I111-2) heterozigot oldugu, saglikli
babanin (I11-9) ise degisimi tagimadigi belirlenerek mutasyonun ailede oligodonti ile

segrege oldugu gosterildi.

LAMAS3 geninin 10. ekzonunda heterozigot ¢.G1097A (p.R366H) varyanti
saptand: (Sekil 4-19 ve 4-20). Bu varyant NCBI-SNP veri bankasinda rs149809232
taniml1 idi. Etkilenmis anne ve kizkardesin de ayni degisimi heterozigot olarak
tasidigi ancak saglikli babanin tasimadigi belirlenerek bu degisimin de ailede

oligodonti ile segrege oldugu belirlendi.
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chr2

[ BN N N BN N
p252 p243 p233 p223 p2l  pl62 pI5 pI33 pl2 pIlZ qlll ql2l qi3 ald2 a2l a221  q231 q241 q243

a1bp
pio 219,755,000 bp 219,755,010 bp 219,755,020 bp 219,755,030 bp

OBYSDACKX-1-1D05 raaigned.ra
bam

ggggggggggg
wwww

Sekil 4-17: Olgu 5’in WNT10A genindeki heterozigot c.T682A (NP_079492; p.F228l)
varyantinmin IgV goriintiisii (kalip forward)

GGACT TTC
330

Sekil 4-18: Olgu 5’in WNT10A (NM_025216.2) geninde ekzon 3’deki heterozigot
¢.T682A varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram
goriintiisii
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a1pp

24132080 2430t 20470340 bp 24719350 b

Sequanca =[[A 6 A 6 T G 6 G € T G A A G C € C A G C G C A T G A T G A G G G A A C T G C G G A
3 W A 3 A Q R M M R 3 L 3
L

Sekil 4-19: Olgu 5’in LAMAZ3 genindeki heterozigot c.G1097A (NP_000218.3; p.R366H)
varyantimin IgV goriintiisii (kalip forward)

CCAGCGCATGA

H

Sekil 4-20: Olgu 5’in LAMA3 (NM_000227.4) geninde ekzon 10’da heterozigot ¢.G1097A
varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram goriintiisii

4.6. Olgu 6

4.6.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda akraba evliligi
olmayan etkilenmis anne ile saglikli babanin ikinci ¢ocuklar1 idi (G7P2Ab3Sek2).

Annede, dayida ve anneannede benzer bulgular ile dis eksikligi tariflenmekteydi.

Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik, 38. haftada
miikerrer sezaryen ile sonlanmisti. Dogum tartis1 2800 gr, boyu 49 cm ve bas ¢evresi

bilinmiyordu.
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Fizik muayenede (11 yas 1 aylik kiz) boyu 152cm (75-90p), kilosu 38 kg (50p)
ve bas cevresi 54 cm (75-90p) idi. Cok hafif hipotelorizm, hafif periokiiler
hiperpigmentasyon, hipoplazik alae nasi, asagi yerlesimli kolumella, hafif malar
hipoplazi ve kisa filtrumu vardi. Ust ¢enede 6 adet siit 6 adet kalici, alt genede ise 6
adet siit disi, 6 adet kalic1 dis gézlenmekteydi. Daha sonra da panoramik rontgen ile

tekrar degerlendirildi (Sekil 4-21). Diger sistem muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-21: Olgu 6 (I111-2)’ye ait panoramik rontgen goriintiisiinde 12, 14, 15, 22, 24, 25,
31, 34, 35, 41, 44, 45 numaral dislerin eksikligi gozlenmektedir
4.6.2. Aile agac1 degerlendirmesi
Ailede dort etkilenmis bireyin ii¢ kusakta dikey olarak gézlenmesi OD kalitim1
desteklemekteydi (Sekil 4-22).

. 4l

Sekil 4-22: Olgu 6’1n aile agaci
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4.6.3. Molekiiler Analiz

Olgu 6 ailesinde etkilenmis olgu (111-2) ve olgunun etkilenmis dayisina (11-2)
ait gDNA orneklerine TED ydntemi uygulandi. Iki olgunun paylastid1 varyantlar goz
oniinde bulundurularak analiz yapildi. Ik filtreleme sonrasinda siklig1 <%]1’in altinda
paylasilan homozigot varyant olmadig1 belirlendi. Her iki 6rnekte de ortlisen toplam
621 adet heterozigot, 482 adet ongoriilen birlesik heterozigot varyantin bulundugu
belirlendi. Aile agaci ile uyumlu olarak ilk 6nce heterozigot varyantlar olmak iizere

tiim paylasilan varyantlar ikinci kez filtrelenerek onceliklendirildi.

Olguda bilinen gen olan LRP6 geninde 16. ekzonun doénor bolgesinde
heterozigot ¢.3607+3_3607+6delAAGT varyant1 saptandi (Sekil 4-23 ve 4-24). Bu
varyant NCBI-SNP veri bankasinda rs777692401 olarak tanimli idi. Segregasyon
caligmasi etkilenmis anne (I1-2) ve daymin (l1-1) varyant i¢in heterozigot olduklarini
gosterdi. Saglikli baba ve kardeste degisimin olmamasi bu varyantin ailedeki

oligodonti ile segrege oldugu lehine idi.

app

Sequenca S[A A T T A G ¢ T T T A T C € ¢ A T T A A C A C T T A C T G T AT T C T T G A A
3 v 3 Q T

Sekil 4-23: Olgu 6’min LRP6 genindeki heterozigot ¢.3607+3 3607+6delAAGT
varyantimin IgV goriintiisii (kalip reverse)
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CACTGACT

Sekil 4-24: Olgu 6’nmin LRP6 (NM_002336.2) geninde intron 16’da heterozigot delesyon
varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram goriintiisii
(reverse kalip)

4.7.Olgu 7
4.7.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda akraba evliligi
olmayan etkilenmis anne ile saglikli babanin ti¢lincii cocuklart idi (GI1P1). Annede de

benzer sekilde {ist lateral dislerde eksiklik tariflenmekteydi.

Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda, 40.
haftada normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartisi, boyu ve bas c¢evresi

bilinmiyordu.

Fizik muayenede (10 yasinda kiz) boyu 135 cm (25-50p), kilosu 43 kg (90p)
ve bas ¢evresi 53 cm (75-90p) idi. Ust cenede 8 adet siit 4 adet kalicy, alt cenede ise 6
adet siit, 5 adet kalic1 disi gézlenmekteydi (Sekil 4-25). Diger sistem muayanelerinde
ozellik yoktu.
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Sekil 4-25: Olgu 7 (lI-1)’ye ait panoramik rontgen goriintiisiinde 12, 22 numarah
dislerin eksikligi gozlenmektedir

4.7.2. Aile agac1 degerlendirmesi
Ailede dort etkilenmis bireyin li¢ kusakta varligi dikey olarak gozlenen OD
kalitim1 desteklemekteydi. (Sekil 4-26).

0oz Uem

I-& n-r

-1

Sekil 4-26: Olgu 7’nin aile agaci

4.7.3. Molekiiler Analiz

Olgu 7 ailesinde etkilenmis olguya (I11-1) ait DNA 6rneginde TED yontemi
uygulandi. Ilk filtreleme sonrasinda sikligi <%1’in altinda toplam 810 adet
heterozigot, 28 adet homozigot, 142 adet ongdriilen birlesik heterozigot varyanta
rastlandi. Bulunan varyantlar 6nceliklendirilerek tekrar filtrelendi. Son olarak olguda;
DDK1, LAMA3, COL17A1 genlerinde ii¢ adet varyant belirlendi.
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DKK1 geninin 4. ekzonda kirpilma acceptor bolgesinde kirpilmayir bozmasi
beklenen heterozigot ¢.548-4G>T saptandi (Sekil 4-27 ve 4-28) . Bu varyant NCBI-
SNP veri bankasinda rs183951849 olarak tanimlhi idi. Ayni heterozigot degisim
etkilenmis annede (11-7) saptanirken, babanin (11-6) bu degisimi tasimadigi belirlendi.
LAMA3 (NM_000227) geninin 21. ekzonunda ¢.G2798T (NP_000218, GGT>GTT,
p.G933V) varyanti saptandi (Sekil 4-29 ve 4-30). Bu varyant daha Once
tamimlanmamisti. Bu varyanti babanin tasimadigi annenin ise heterozigot tasidigi
gozlendi. COL17Al1 geninin 47. intronunda kirpilma donor bolgesinde heterozigot
€.3277+3G>C saptand1 (Sekil 4-31 ve 4-32). Bu varyant NCBI-SNP veri bankasinda
1$757250244 olarak tanimli idi. Ayn1 degisim i¢in annenin heterozigot oldugu babanin
tasimadigi belirlendi. Bu ii¢ degisim igin yapilan aile ¢alismasi tiimiiniin hipodonti ile

segrege oldugunu gosterdi.

Sequence - T 1T € €C 1T A C T G T C T T C T C C€C T T € G T A G G A C A A G A A G G T T €C T G T T
Q

eeeeeeeeeee

Sekil 4-27: Olgu 7’nin DKK1 genindeki heterozigot c.548-4G>T varyantimn IgV
goriintiisii (kalip forward)
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rCCTACGAAG

Sekil 4-28: Olgu 7’nin DKK1 (NM_012242.2) geninde intron 3’de heterozigot c.548-
4G>T varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen -elektroferogram
goriintiisii

2149079000 21,498,800 bp a0 24003200

Sekil 4-29: Olgu 7°de LAMAS3 genindeki ¢.G2798T (NP_000218; (p.G933V) varyantinin
IgV goriintiisii (kahp forward)

GGAGBTTAC
480

Sekil 4-30: Olgu 7’nin LAMA3 (NM_000227.4) geninde ekzon 21°de heterozigot
c.G2798T varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram
goriintiisii
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SIEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEE

Sequence =+[[c & A T ¢ ¢c ¢ ¢ ¢c ¢c A C A G G T G A C T C A C€CGC T G C A G C A CA G C C A G

eeeeeeeeeee
1111111

Sekil 4-31: Olgu 7°de COL17A1 genindeki heterozigot ¢.3277+3G>C varyantina ait IgV
goriintiisii (kalip reverse)

GCGTE AGT C.
Q0

Sekil 4-32: Olgu 7’nin COL17A1 (NM_000494) geninde intron 47’de heterozigot
¢.3277+3G>C varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram
gorintiisii

4.8. Olgu 8
4.8.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda akraba evliligi
olmayan saglikli anne ile etkilenmis babanin ikinci ¢ocuklart idi (G5P3Ab2). Babada,

halada ve lic amcada benzer bulgular tariflendi.

Antenatal, natal ve postnatal oykiistinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda, 40.
haftada normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 4500 gr, boyu ve bas

cevresi bilinmiyordu.
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Fizik muayenede (14 yas 8 aylik kiz) boyu 163 cm (75p), kilosu 78 kg (>90p)
ve bas gevresi 56 cm (90-97p) idi. Ust cenede 11 adet kalici, alt ¢enede ise 10 adet
kalict dis gozlenmekteydi (Sekil 4-33) . Diger sistem muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-33: Olgu 8 (111-2)’e ait panoramik rontgen goriintiisiinde 15, 17, 27, 35, 37, 45, 47
numaral dislerin eksikligi gozlenmektedir

4.8.2. Aile agac1 degerlendirmesi
Ailede 7 etkilenmis bireyin {i¢ kusakta dikey olarak yer almasi OD kalitim1
desteklemekteydi (Sekil 4-34).

' O

® [
TEGE S WOhehmES

l-12 11-13 11-1% n-20  0-21
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/

Sekil 4-34: Olgu 8’in aile agaci
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4.8.3. Molekiiler Analiz

Olgu 8 ailesinde etkilenmis olguya (I11-2) ait DNA o6rneginde TED ydntemi
uygulandi. Ilk filtreleme sonrasinda sikligi <%1’in altinda toplam 774 adet
heterozigot, 31 adet homozigot, 114 adet ongoriilen birlesik heterozigot varyanta
rastlandi. Aile agaci analizi dogrultusunda varyantlar OD kalittma uygun olarak

onceliklendirildi.

Olguda, DAAM2 (NM_015345.3) geninin 9. ekzonunda heterozigot ¢c.C1003T
(NP_056160.2, p.R335W) degisimi saptandi. Bu varyant NCBI-SNP veri bankasinda
rs371806282 olarak tanimli idi. Ayrica COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) veri bankasinda ise COSM4753332 olarak kayitli idi. Ailedeki etkilenmis ve
etkilenmemis tiim bireylerin ayni heterozigot degisimi tasidigi saptandi. RECQL4
(NM_004260) geninin 10. ekzonunda heterozigot c¢.C1684T (NP_004251.3,
p.R562W) ve POLR3B (NM_018082) geninin 1. ekzonunda heterozigot c.A34G
(NP_060552, p.T12S) varyantlar saptandi. NCBI-SNP veri bankasinda rs61759892
olarak tanimli olan RECQL4 varyanti, saglikli anne (II-12) ve kiz kardeste (III-3)
heterozigot olarak bulunmakta iken etkilenmis babada (II-13) saptanmadi. POLR3B
genindeki degisim ise daha dnce tanimlanmamisti. Bu varyant etkilenmis baba (I11-13)
ve kiz kardeste (III-3) heterozigot, saglikli annede (I1-12) ise bulunmamakta idi.
Saptanan varyantlarin aile analizinde hi¢ birinin oligodonti ile segrege olmadigi

belirlendi.

4.9.Olgu 9
4.9.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda 1° derece kuzen
evliligi olan saglikli anne ile saglikli babanin ikinci ¢ocuklart idi (G2P2). Ailede

benzer olgu tariflenmedi.

Antenatal oykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda, 40. haftada normal
spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 3700 gr, boyu ve bas c¢evresi
bilinmiyordu. Postnatal 2. Giinde anal atrezi opere edilmisti. 3 aylikken ise yapisik dil
frenulumu operasyonu gerceklestirildi. Fizik muayenede (6 yas 9 aylik erkek) boyu
123 cm (50-75p), kilosu 22 kg (25-50p) ve bas ¢evresi 51 cm (10-25p) idi. Sinirda
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diistik kulak cizgisi, asag1 yerlesimli kolumella, hipoplazik ala nasi, hafif mandibular
retrognati vardi. Ust ¢enede 10 adet siit, alt cenede ise 4 adet siit disi gdzlenmekteydi.
Daha sonra da panoramik rontgen ile tekrar degerlendirildi (Sekil 4-35). Diger sistem

muayanelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 4-35: Olgu 9 (111-2)’a ait panoramik rontgen goriintiisiinde 17, 27, 31, 32, 33, 41,
42, 43 numaral dislerin eksikligi gozlenmektedir

4.9.2. Aile agac1 degerlendirmesi

Ailede 1 etkilenmis bireyin ve saglikli anne babanin varligt OR kalitimi
desteklemekteydi (Sekil 4-36).

' O O
B [ s N s QA
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Sekil 4-36: Olgu 9’un aile agaci
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4.9.3. Molekiiler Analiz

Olgu 9 ailesinde etkilenmis olguya (I11-2) ait DNA 6rneginde TED yontemi
uygulandi. Ilk filtreleme sonrasinda sikligi <%1’in altinda toplam 695 adet
heterozigot, 49 adet homozigot, 109 adet ongériilen birlesik heterozigot varyanta

rastlandi. Varyantlar ilk olarak OR kalitim modeli iizerinden 6nceliklendirildi.

Olguda ANTXR1 geninin 16. ekzonunda homozigot ¢.C1312T (p.R438C)
degisimi saptandi (Sekil 4-37 ve 4-38). Bu varyant NCBI-SNP veri bankasinda
rs144438225 olarak tanimli idi. Ayrica COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) veri bankasinda ise COSM1641964 olarak kayitli idi. Bulunan bu yanlis
anlamli degisim i¢in aile analizinde, etkilenmemis anne ve babanin ayni varyant i¢in
heterozigot oldugu, saglikli kardesin ise degisimi tasimadigi goriildi. Bu calisma

varyantin ailede oligodonti ile segrege oldugunu gosterdi.

41bp
hop 69,409,740 bp 69,409,750 bp 60,409,760 bp 0,409,770

Sequance =[G A A A T € T C A A C A A C A A T A T G

Sl ol A A S A A A A
3

eeeeeeeeeee

Sekil 4-37: Olgu 9’un ANTXR1 genindeki homozigot ¢.C1312T (NP; 115584; p.R438C)
varyantimin IgV goriintiisii (kahp forward)
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TATGT GTCG
00

Sekil 4-38: Olgu 9’un ANTXR1 (NM_032208.2) geninde ekzon 16’da homozigot
¢.C1312T varyantina ait Sanger dizilemeden elde edilen elektroferogram
goriintiisii

4.10. Olgu 10
4.10.1. Klinik Degerlendirme

Dis agenezisi klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda akraba evliligi
olmayan saglikli anne ile etkilenmis babanin {¢iincii ¢ocuklari idi (G6P4Sek2).

Etkilenmis baba ve kizkardeste de benzer bulgular tariflendi.

Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda, 40.
haftada miikerrer sezeryan ile sonlanmisti. Dogum tartis1 2250 gr, boyu 57 cm ve basg

cevresi bilinmiyordu.

Fizik muayenede (9 yas 2 aylik kiz) boyu 134 cm (50-75p), kilosu 29 kg (50-
75p) ve bas cevresi 52 cm (50p) idi. Ust cenede 7 adet siit, 2 adet kalicy, alt cenede ise
6 adet siit, 6 adet kalic1 dis gozlenmekteydi (Sekil 4-39). Diger sistem muayanelerinde
ozellik yoktu.
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Sekil 4-39: Olgu 10 (I11-3)’a ait panoramik rontgen goriintiisiinde 12, 22, 35, 45
numaral dislerin eksikligi gozlenmektedir

4.10.2. Aile agaci degerlendirmesi
Ailede, 2 kusakta 1 erkek ve 2 disi bireyin etkilenmis olmasi OD kalitimi
desteklemekteydi (Sekil 4-40).

* kuzen
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Sizofreni

Sekil 4-40: Olgu 10’un aile agaci
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4.10.3. Molekiiler Analiz

Olgu 10 ailesinde etkilenmis olguya (I11-3) ait DNA 6rneginde TED yontemi
uygulandi. Ilk filtreleme sonrasinda sikligi <%1’in altinda toplam 764 adet
heterozigot, 26 adet homozigot, 136 adet ongoriilen bilesik heterozigot varyanta
rastlandi. Varyantlar ilk olarak OD kaliim modeline uygun olarak onceliklendirildi.
Ancak ebeveynlerin ayn1 kdyden gelmesi géz oOniinde bulundurularak OR kalitim

modeli de degerlendirildi.

Olguda, dis agenezisi ile iliskilendirilmis AXIN2 (NM_004655.3) geninin 8.
ekzonunda homozigot ¢.T1985C (p.L662P) degisimi saptandi. Bu varyant NCBI-SNP
veri bankasinda rs142476324 olarak tamimli idi. Aile analizinde etkilenmis babanin
ayn1 varyant i¢cin homozigot oldugu belirlendi. Saglikli anne, saglikli erkek kardes ve
etkilenmis kizkardesin bu degisimi heterozigot olarak tasidigi gosterilerek degisimin
ailede oligodonti ile segrege olmadigi belirlendi. Ayrica SNX10 (NM_001199835)
geninin 1. ekzonunda heterozigot c.C13T (NP_001186764, p.Q5*) varyant1 saptandi.
Bu varyant daha oOnce tamimlanmamisti. Aile ¢alismasinda “dur” kodonu

mutasyonunun oligodonti ile segrege olmadig: belirlendi.
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5. TARTISMA

Son yillarda disin olusumu ve gelisimini kontrol eden molekiiler ve hiicresel
mekanizmalar1 agiklamak i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Dis agenezisi, genetik ve
fenotipik olarak heterojen bir durumdur (38). Birgok faktoriin ve genin bir etkilesim
ag1 icinde, heterojen fenotiplere neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu konuda yapilmis
caligmalar ¢ok smirli sayida olmakla birlikte genomik teknolojilerin gelismesi dis

gelisimini anlamamiz i¢in yeni kapilar agmaktadir.

Bu tez g¢aligmasi, bilgimiz dahilinde, dis agenezisinin genetik etmenlerini

aragtiran TED yonteminin kullanildigi, Tirkiye’deki ilk ¢alismadir. Calisma
kapsaminda on farkli dis agenezisi olgusunda tiim ekzom dizilerinden elde edilen
varyantlar detayli olarak irdelenerek yedi olgu ve ailesinde fenotipten sorumlu oldugu
diisliniilen genler ve mutasyonlar saptandi. Dis gelisimi yolaginda yer aldigi daha
iki gende (WNT10A ve LRP6),

SNP veri

once bildirilmis sirastyla biri daha Once

iligkilendirilmis, digeri tabaninda yer alsa da oligodonti ile

iliskilendirilmemis varyantlar saptandi. Insanda dis gelisimi ile daha ©nce

iligskilendirilmemis bes farkli gende ise (BCOR, LAMA3, DDK1, COL17A1, ANTXR1)
oligodonti fenotipi ile segregasyon gosteren biri daha dnce tanimlanmamis varyantlar

saptandi (Tablo 5-1).

Tablo 5-1: Oligodonti/hipodonti ile segregasyonu tespit edilen tiim varyantlar

Mutasyon Protein
Olgu Gen Lokasyon Zigosite Tipi Transkript rs# Niikleotid degisimi | Degisimi
yanlig
2 WNT10A | 2:219754762 Hom. anlamli NM_025216.2 | rs5430631101 c.G433A p.V145M
yanlig
3 BCOR X:39932948 Het. anlaml NM_0017745.5 | rs372463512 c.G1651A p.D551IN
yanlig
4 WNT10A | 2:219755011 Het. anlamli NM_025216.2 | rs121908120 c.T682A p.F228I
yanlig
5 WNT10A | 2:219755011 Het. anlamli NM_025216.2 | rs121908120 c.T682A p.F228I
yanlig
5 LAMA3 18:21479339 Het. anlaml NM_000227.4 | rs149809232 c.G1097A p.R366H
kirpilma
6 LRP6 12:12291252 Het. hatast NM_002336.2 | rs777692401 | ¢.3607+3delAAGT -
kirptlma
7 DKK1 10:54076310 Het. hatasi NM_012242.2 | rs183951849 €.548-4G>T -
yanlig
7 LAMA3 18:21494805 Het. anlaml NM_000227.4 Novel €.G2630T p.G877V
kirpilma
7 COL17A1 | 10:105796800 Het. hatast NM_000494 r1s757250244 €.3277+3G>C ?
yanlis
9 ANTXR1 2:69409751 Hom. anlamli NM_032208.2 | rs144438225 c.C1312T p.R438C
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Olgulardan besinde (%50) fenotipten sorumlu tek bir gen belirlenirken, bir
olguda (%10) iki adet sorumlu gen ile digenik kalitim, bir diger olguda (%10) ise {i¢
adet sorumlu gen belirlenerek multigenik kalittm modeli disiiniildii. Lee ve
arkadaglarinin 2014 yilinda 814 olgu iizerinde yaptiklar1 bir calismada TED yontemi
ile hastalik iligkili mutasyon saptama oraninin %26 oldugu bildirilmistir (123). 250
olgu lizerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise bu oran %25 olarak belirlenmistir (149).
Daha hassas klinik yontemlerle secilmis hasta gruplarinda yapilan bir arastirmada ise
mutasyon saptama oraninin %90’a kadar ¢ikabildigi gosterilmistir (150). Bu tez
calismasinda, on ailenin yedisinde oligodonti/hipodonti iligkili varyantlar
saptandigindan, mutasyon saptama orani %70 olarak belirlendi ve bu degerin literatiir

ile uyumlu oldugu diisiiniildii.

Incelenen ailelerden besinde daha &nce oligodontiye neden oldugu bildirilen
iki farkli WNT10A gen varyanti (p.V145M ve p.F288I) saptandi. ilk asamada
ailelerimizdeki hastalik ile WNT10A gen iligkisinin %50 oldugu disiiniildii. Ancak
aile calismasi sadece li¢ ailede varyantin oligodonti ile segrege oldugunu gdstererek
bu oranin %30 oldugunu gosterdi. Daha Once yapilan populasyon calismalarinin
birinde oligodonti olgularinin %28’inden WNT10A geni sorumlu tutulurken genel
populasyon i¢in bu oranin yaklasik olarak %50 oldugu belirtilmektedir (69, 104).
Bizim g¢alismamiz da literatiirdeki pek cok c¢alisma gibi WNT sinyal yolunun dis
gelisimi i¢cin Onemini desteklemis ve WNT10A geninin dis gelisimi i¢in anahtar rol
oynadigi hipotezini giiglendirmistir. Ancak, literatiirdeki bu tip calismalar sadece
olgular {izerinde yapilmig olup ailedeki oligodonti ile segregasyonu goz ardi
edilmigstir. Saptadigimiz varyantlarin bir ailede segrege olurken digerinde olmamasi,
bu varyantlarin fonksiyonel etkisi olan bir polimorfizm niteliginde oldugunu,
modifiye edici genlerdeki degisimlerin bu etkide rolu olabilecegini diisiindlirmektedir.
Bu tip ailelerin TGD gibi daha ileri genetik analizlerle karsilastirmali olarak
incelenmesinin modifiye edici genlerin ortaya ¢ikarilmasinda degerli birer kaynak
oldugunu diisiinmekteyiz. Ne var ki gelisim sadece gendeki etmenlerin degil ¢evre
faktorlerinin ve zamani da igine alan ¢ok faktorlii bir etkilesim agmin bir {riini
oldugundan oligodonti/hipodonti gibi gelisimsel defektlerin molekiiler patolojilerini
anlayabilmek i¢in fenomiks alanindaki ilerlemelerin de yakin olarak irdelenmesi ve

anlagilmasi gerekmektedir.
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Calisma grubumuzdaki her bir olgu ve ailesinde saptanan varyantlar asagida

detayl olarak irdelenerek tartisilmaktadir.

Olgu 1’de, ii¢ farkli gendeki (WNT10A, CCBEL ve PTH2R) varyantlar igin
yapilan segregasyon analizi sonucunda kalittm modeli ile uyumlu bir sonug elde
edilememis ve fenotipten sorumlu genetik etmen aydinlatilamamistir. Olgunun (II1-3)
WNT10A geninde daha oOnce hastalikla iligkilendirilmis olan ¢.G433A (p.V145M)
varyant1 homozigot formda tagimasi, daha hafif etkilenmis annesinin (iist lateral dis
agenezisi), saglikli babasinin ve saglikli erkek kardesinin ise heterozigot tasimasi, bu
aile i¢in olasi bagka gen mutasyonlariin varligimi diisiindiirmektedir. Bu varyant Olgu
2’de de tespit edilmis olup literatlir bilgisi ve detayli tartisma Olgu 2 ile birlikte
degerlendirilmistir. CCBE1 geni kollajen ve kalsiyum baglayicin EGF (epidermal
growth factor) domain 1 proteinini kodlamakta olup, bu gendeki bi-allelik
mutasyonlart  Hennekam Lenfanjiektazi Lenfédem sendromuna (HKLLSI,
MIM#235510) neden olmaktadir. Bir ¢ok iskelet ve organ sistemleri bulgularina ek
olarak oligodonti, konik 6n kesici dis ve siirme gecikmesi bulgular1 go6zlenen bu
sendromda 11’1 yanlis anlamli ve biri ¢erceve kaymasina neden olan insersiyon
mutasyonu olmak tizere toplam 12 farkli mutasyon bu hastalikla iligkili olarak
gosterilmistir (151-153). CCBE1l geninde saptanan c¢.C116T (NP_597716,
CCG>CTG, p.P39L) daha once mutasyon ve herhangi bir SNP veri bankasinda
tanimlanmamistir.  PTH2R (NM_005048) geni ise paratiroid hormon reseptor 2
proteinini  kodlamakta olup daha o©nce herhangi bir Dbilinen hastalikla
iligkilendirilmemis, saptanan €.853+3A>T varyant: da daha once bildirilmemistir. Bu
varyantlar TED filtrelemelerinde in silico algoritmalar sonucunda patojenik degisim
olarak hastalik yapict bulunmasi nedeniyle secilmis olup segregasyonu aile

calismasinda dislanmustir.

Olgu 2’de, WNT10A genindeki homozigot ¢.G433A (p.V145M) varyantin
ailede segregasyon gostermesi bu ailede fenotipten sorumlu olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu varyant yanlis anlamli bir degisim sonucu protein zincirinde
degisiklige neden olmaktadir. van den Boogaard ve arkadaglarimin (2012) 34
oligodonti olgusunda yaptiklar1 bir galismada bir olguda bu homozigot varyantin
saptandigi bildirilmistir (69). Ancak calismada olgunun ailesine ait segregasyon

bilgisi bulunmamaktadir. Bir bagka ¢alismada da ayni varyant homozigot olarak
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ektodermal bulgular1 olan bir oligodonti hastasinda gosterilmistir (154). Ancak bu tez
caligmasina dahil edilen tiim olgularda oldugu gibi bu olguda da ektodermal bulgular
acisindan klinik degerlendirme yapilmis ve sendromik herhangi bir bulguya
rastlanmamustir. Arte ve arkadaslarmin (2013) c¢alismasinda ¢€.G433A (p.V145M)
varyantt bir olguda heterozigot olarak saptanmis, aile ¢alismasinda ise heterozigot
tastyicilarin  bazilarmin etkilenmemis oldugu gozlenmistir (155). Bu ¢alismada
varyantin in silico algoritmalar ile ‘hastalik yapici’ olmasi iizerinden tartisilmis olsa
da gercekten hastaliga neden olup olmadigi konusu net degildir. Ayni varyantin,
etkilenmis bir ¢ok bireyin bulundugu Olgu 2 ailesinde otozomal resesif kalitim ile
uyumlu sekilde segrege olmasi, ancak etkilenmis annede ve etkilenmemis babada
heterozigot saptanan varyantin Olgu 1’de homozigot bulunmasi, mutasyonun
fenotipik etkisinin ortaya ¢ikmasinda baska faktorlerin (multigenik kalitim, penetrans
farklilig1, penetrans tlizerine etkin genetik ve ¢evresel faktorler) de rol aldig1 olasiligini
desteklemektedir. Olgu 1 ve Olgu 2’nin tiim aile bireylerinin agiz muayenesi ile tekrar
kontroliiniin yapilarak benzerliklerin/farkliliklarin ortaya konmasinin 6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

Olgu 3’te, X kromozomu iizerinde yer alan BCOR genindeki heterozigot
c.G1651A (p.D551N) varyantin, ailede X’e bagli kalittm modeline uygun olarak
segrege oldugu gosterilerek fenotipten sorumlu oldugu diisiildii. BCOR geni daha 6nce
izole dis agenezisi ile iligkilendirilmemis olup dis gelisimi i¢in ad1 gecen genlerden
biri de degildir. BCOR proteini promotor DNA elemanina baglandigi zaman
‘corepressor’ olarak gorev almaktadir. BCOR proteininin asir1 ifadesinin BCL6’y1
baskiladig1 bildirilmektedir (156). BCOR geni daha 6nce OculoFacioCardioDental
(OFCD) Sendromu ile iliskilendirilmistir (MIM #300166). Diger adiyla
Microphthalmia Sendromu Aalfs ve arkadaglari tarafindan konjenital katarakt, kisa
burunlu uzun dar yiiz, ASD (bazen VSD) agizda bulunan siit disleri ve oligodonti ile
karakterize edilmistir (157). Oligodonti hastaligin klinik bulgularindan biri olarak
tamimlamigtir.  Baska bir degisle oligodontinin sendromik formu olarak
adlandirilabilmektedir. Cai J ve arkadaslari, Bcor genin dis gelisimdeki roliinii
anlamak i¢in RNA interferans kullanarak fonksiyon ¢alismasi yapmustir (158). Fare
molar disinin gelisimi sirasinda Bcor ekspresyonunu inceleyen grup, Bcor geninin

hem dental epitelde hem de dental mezenkimde eksprese oldugunu gostermislerdir
(Sekil 5-1).
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E13.5

Sekil 5-1: Beor geninin farenin molar dis gelisimindeki degisik haftalari iceren
ekspresyon ¢alismasi (158)’dan uyarlanarak alinmstir

Bu bilgiler 1s1ginda, insan dis gelisimi i¢in BCOR genin aday bir gen
olabilecegi tez kapsaminda gosterilmistir. Bir sonraki asamada bu gen ve saptanan
varyant ile ilgili fonksiyon ¢alismalar1 yapilmasi planlanmaktadir. Ayrica bu olgu ve
ailesinde daha 6nce oligodonti ile iliskilendirilmis WNT10A geni homozigot p.F228I
varyant1 saptanmis olmasina karsin bu degisimin ailede fenotip ile segrege olmadigi
gozlenmistir. Oysa ayni varyant, Olgu 4 ve Olgu 5 ailelerinde de saptanmis ve fenotip
ile segrege olmustur. Bu olguda SMOC2 ve KMT2D genlerinde daha oOnce
tanimlanmamus, in silico analizlerde patojenik olabilecegi yorumu yapilan yanlis
anlamli degisimlere yol acan iki farkli varyant saptanmis ve bu degisimler de ailede
oligodonti ile segregasyon gostermemistir. Hiicre membraninda kalsiyuma baglanma
Ozelligi gosteren bir proteini kodlayan SMOC2 genindeki bi-allelik mutasyonlar
otozomal resesif dig gelisim bozukluguna neden olan ve dentin displazisi, mikrodonti
ve diste sekil bozuklugu ile tanmimlanan bir hastaliga neden olmaktadir
(MIM#607223). Bu gende simdiye kadar biri terminasyon digeri kirpilma hatasi olan
iki farkli mutasyon tanimlanmistir (159, 160). KMT2D genindeki mutasyonlar ise
Kabuki sendromu (MIM#602113) ile iliskilendirilmektedir. Bu ailede, Olgu 3’te (IlI-
3) oligodonti, diger iki bireyde (I11-9 ve 1lI-1) ise hipodonti gozlenmisti. Olgu 3°te
WNT10A varyant1 homozigot, SMOC2 ve KMT2D varyantlar1 ise heterozigot olarak
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bulunmakta iken babada (11-9) SMOC2 varyanti, kiz kardeste de (IlI-1) KMT2D
varyantt bulunmamakta idi. Olgu 3’te varyantlarin birlikte mutasyon yiikii olusturarak

oligodontiye neden olmus olabilecegi diisiiniilebilir.

Olgu 4’te, WNT10A geninde saptanan heterozigot c.T682A (p.F228I)
mutasyonunun ailede segregasyonun fenotipten sorumlu olabilecegi olasiligini
destekler yondedir. Bu mutasyon non-sendromik dis agenezisi hasta grubunda en sik
goOsterilen mutasyon olarak literatiirde tanimlanmaktadir ve tanimlanan tiim WNT10A
mutasyonlarmin % 62’sini olusturdugu bildirilmektedir (69). Baska ¢alismalarda da
benzer sekilde bu mutasyonun dis agenezisi ile iligkili en sik goriilen mutasyon
oldugu yinelenmistir (161). Bir diger ¢alismada WNT10 geninin kodlayan
varyantlarindan ¢.T682A (p.F2281) mutasyonunun maksiller lateral dis agenezisi ile
iligkili spesifik bir mutasyon oldugu ileri siiriilmiistir (103). Olgu 4’te maksiller
lateral dis agenezisi ile alt santral disler, premolar ve 2. molar dislerin de eksikligi
gozlenmis olup sorumlu genin WNT10A geninde saptanan p.F2281 varyanti oldugu

desteklenmistir.

Olgu 5°te, biri bilinen WNT10A gen varyanti digeri aday LAMA3 gen varyanti
olmak tzere iki farkli gendeki degisimin ailedeki oligodonti ile segrege olmasi
fenotipten sorumlu olabileceklerini diistindiirmiistiir. WNT10A geninde 3. ekzonda
heterozigot c.T682A (p.F2281) mutasyonu ile LAMA3 geninin 10. ekzonunda
heterozigot ¢.G1097A (p.R366H) degisimi ailede birlikte oligodonti ile segrege
olmaktadir. Olgu 4’te de tespit edilen c. T682A (p.F228I) mutasyonu bu tez ¢aligmasi
kapsaminda toplam ii¢ olgu ve ailesinde saptanmis ancak iki olgu ve ailesinde (Olgu 4
ve Olgu 5) segregasyon analizi ile oligodonti iligkisi desteklenmistir. Literatiir
arastirmasi sonucunda elde edilen bilgiye gore LAMAS geni daha dnce dis agenezi ile
iliskilendirilmemistir. LAMA3 geni laminin gen ailesinin bir {iyesi olup Laminin-5
(LAMS) (diger bir ismiyle Epiligrin) isoformuna sahiptir (162). LAMA3 geni
Epidermolisiz Biilloza’nin Herlitz (MIM#226700) ve Non-Herlitz (MIM#226650)
tipleri ile ayni zamanda Laryngoonychocutaneous Sendromu (MIM#245660) ile
iliskilendirilmektedir. Non-Herlitz tip Epidermolisiz Biilloza’nin bir bulgusu
hipodontidir. Laminin genlerinin fonskiyonlari iizerine de ¢esitli fonksiyon galismasi
yapilmistir. Salmivirta K ve arkadaslarinin murin dis gelisimi {izerine yaptiklar1 bir

aragtirmada Laminin alfa-3’iin murin dental epitel-mezenkim etkilesiminde rol
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oynadig tespit edilmistir (163). Bir bagka fare modeli ¢aligmasinda ise Lama3 genin
dis dokusunda eksprese oldugunu ortaya koymustur (164). Tiim bu bilgiler Olgu 5°te
bulunan LAMA3 genindeki heterozigot ¢.G5924A (p.R1975H) degisiminin hastalikla
iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Tez calismas1 kapsaminda LAMAS geninin dis
agenezisi i¢in aday gen olabilecegi diisiiniilerek insan dis gelisimindeki Onemini
arastirmak amaciyla c¢esitli fonksiyon analiz ¢aligmalarmin yapilmas: planlanmigtir.
Olgu 5 ailesinde iki ayr1 gen varyasyonunun ayni anda segrege olmasi digenik kalitim
modelini desteklemekte olup diger aile bireylerine ulasilarak, ¢alismaya katilmay1
kabul etmeleri durumunda, bu varyantin ailedeki dagilimini daha detayli olarak

irdelemeyi planlamaktay1z.

Olgu 6°da, LRP6 genindeki heterozigot ¢.3607+3delAAGT varyantin aile
bireylerinde oligodonti ile segrege olmasi fenotipten sorumlu olabilecegini
diistindiirdii. Bulunan bu varyant donér bolge kirpilma hatasi mutasyonu olarak
degerlendirildi. LRP6 geni ¢ok yakin bir zamanda, bu tez ¢alismasi devam ederken,
Hollanda’li bir grup arastirmaci tarafindan dis agenezisi ile ilk kez iliskilendirildi. 20
oligodonti hastasin1 TED yontemi ile analiz eden ¢alisma grubu, 4 olguda saptadiklari
LRP6 gen varyantlarini oligodonti ile iligskilendirmistir (71). Bu dort farkli varyantin
iicli duplikasyon [c.1144 1145dupAG (p.Ala383Glyfs*8), ¢.1779dupT (p.Glu594*),
€.2224_2225dupTT (p.Leu742Phefs*7)] dordiinciisii ise yanlis anlamli  bir
mutasyondu [c.56C>T (p.Alal9Val)]. Bu c¢alismanin ardindan yayinlanan bir
makalede ise dis agenezisi ve/veya orofasiyal yariklari olan (Sadece dis agenezisi olan
hasta sayis1 67, dis agenezisi ve orofasiyal yarikli hasta sayist 1.072) bir hasta
grubunda yapilan TED incelemesinde, orofasiyal yarik ve dis agenezisi olan bir
olguda LRP6 geninde ¢evreve kaymasi mutasyonu [c.4594delG (p.Cys1532fs)],
sadece dis agenezisi olan bir olguda ise dondr bolge kirpilma hatasi mutasyonu
[c.3398A>C] saptandigi bildirildi (72). Olgu 6’da saptanan, NCBI-SNP veri
bankasinda rs777692401 olarak tanimlanan ve herhangi bir popiilasyon siklik bilgisi
olmayan, ¢.3607+3delAAGT degisiminin, literatiirde LRP6 geninin oligodontiye
neden oldugu gosterilen lglincii vaka ve mutasyon oldugunu Onermekteyiz. Bir
sonraki asamada, saptadigimiz varyantin fonksiyon calismasi ile desteklenmesi

planlanmaktadir.
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Olgu 7°de, ti¢ farkli gendeki degisimin (DKK1 genindeki heterozigot c.548-
4G>T, LAMA3 genindeki heterozigot ¢.G2798T (p.G933V), ve COL17A1 genindeki
heterozigot ¢.3277+3G>C) ailede oligodonti ile segregasyonu her birinin ayr1 ya da
birlikte fenotipten sorumlu olabilecegini diistindiirdi. DKK1 ve COL17Al’deki
varyantlar sirasiyla rs183951849 ve rs757250244 numaralar1 ile NCBI SNP veri
bankasinda farkli toplumlarda sikligi %1’den daha az, nadir varyantlar olarak
nitelendirilirken, LAMAS geninde saptanan varyant daha 6nce tanimlanmamustir. Tez
kapsaminda Olgu 5’te de LAMAS3 geninde iligkili oldugu diisiiniilen bir varyantin
saptanmis olmast bu genin aday niteligini gliclendirmektedir. Ayn1 gendeki bu iki
varyantin peptid zinciri lizerindeki yerleri Sekil 5-2’de gosterilmistir. Olgu 5’deki
yanlis anlamli degisim Pfam Q16787 numarali protein domain modeline gore
(http://pfam.xfam.org/protein/Q16787 ) “laminin EGF” domaininde yer alirken, Olgu
7’deki yanlis anlamli degisim yalin peptid zinciri ilizerinde olusmustur. Bu
degisimlerin fonksiyonel ozellikleri ii¢ boyutlu protein modellemesi ile daha detayli

irdelenebilir.

LAMAZ3: [Somatic Mutation Rate: 100.0%]
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Sekil 5-2: Olgu 7 ve Olgu 5’e ait degisimlerin LAMA3 geni iizerindeki yerleri sirasiyla
gosterilmektedir (cioPortal, MutationMapper)

Olgu 7°de gosterilen diger bir varyant COL17A1 geninde olusmustur. LAMA3
ve COL17A1 genleri daha once literatiirde dis agenezisinin sendromik bir formu olan
Epidermolisiz Biilloza’nin Non-Herlitz (MIM#226650) tipi ile iligskilendirilmistir. Tez
caligmasmin klinik degerlendirme asamasinda bu her iki olgu da diger olgularda
oldugu gibi sendromik agidan degerlendirilmis ve non-sendromik olduklarina karar
verilmistir. Bir sonraki asamada, bu varyantlar i¢in fonksiyon analizleri yaparak, dis

agenezisi ile iliskisini desteklemeyi planlamaktayiz. Bu ailedeki segregasyonda
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oligodonti iliskisi desteklenen bir diger varyant olan €.548-4G>T, DKK1 geni
tizerinde bulunmaktadir. DKK1 geni, WNT sinyal yolaginin bir iiyesi olup WNT
reseptorlerinin - upstream fonskiyonunu antagonize ettigi bildirilmektedir (165).
Dkkl’in Lrp6-Wnt/beta-catenin sinyalini bloke ettigi bildirilmektedir (166). DKK1
geni bugiine kadar herhangi bir insan hastalig1 ile iliskilendirilmemistir. DKK1
geninin WNT sinyal yolagiin bir eleman1 olmasi ve dis agenezisi ile iligkili gen olan
LRPG6 ile karsilikli etkilesiminin bulunmasi bu genin de aday gen olma olasiligini
giiclendirmektedir. Ayrica DKK1 geninin rs11001553 polimorfizmi Cin-Han
populasyonunda dis agenezisi ile iligkili bulunmustur (167). Tim bu bilgiler Olgu 7
ailesinde hipodonti ile segrege olan bu li¢ varyantin dis agenezisi ile ilgili aday gen
olabilecegini ve multigenik kalitim modelini desteklemektedir. Hipodontinin anne
tarafindan kalitilmasi nedeniyle anne tarafinin diger aile bireylerinden de genisletilmis
calisma yapilmasi istenmis olmasina karsin onam alinamadigindan bu caligma
yapilamamistir. LAMA3, COL17A1 ve DKK1 proteinlerinin birbirleriyle olasi
etkilesimi Sekil 5-3’te gosterilmektedir.

Sekil 5-3: LAMAS3, COL17Al1 ve DKKL1 protein-protein etkilesimleri (STRING,
Versiyon 10.0)

Olgu 8’de DAAM2, RECQL4 ve POLR3B genlerinde secilen ii¢ aday varyant
da nadir gorillen, en az iki in silico tahmin programinda patojenik varsayilan
degisimler olmasina ragmen aile segregasyonu ile desteklenememis ve yapilan
analizlerle fenotip ile iligkisi gosterilememistir. Bu degisimlerin diglanmasindan sonra

ailede klinik bulgularin tekrar degerlendirilmesi ve analizin filtereleme kriterlerinin
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gevsetilerek tekrarlanmasi, bu analizlerden sonug alinmazsa anne ve babanin da TED

yontemi ile analiz edilmesi planlanmistir.

Olgu 9°da, ANTXR1 genindeki homozigot ¢.C1312T (p.R438C) degisimi aile
segregasyonu gosterilerek fenotipten sorumlu gen olabilecegi diisiinlilmiistiir. ATR
(anthrax toxin receptor) direk olarak Anthrax’in protektif antijen (PA)’ine baglanir.
ATR, PA reseptorii olarak fonksiyon gorebilmektedir (168). ANTXR1 genindeki
mutasyonlar, daha once iki tane anlamsiz ve bir tane dondr bolge kirpilma hatasi
mutasyonu GAPO sendromu (MIM #230740) ile iliskilendirilmistir. Ayrica GAPO
sendromu hastalarinin fibroblastlarinda uygulanan ‘Phalloidin staining’ aktin
mikrofilamentlerin organizasyonunu gostererek ANTXR1 geninin aktinlerin bir araya
gelmesindeki kritik 6nemi vurgulanmistir. GAPO sendromu; biiylime geriligi, alopesi,
psodoanodonti ve optik atrofi ile giden bir sendromdur (169). Sendrom bulgularinda
bahsedilen psddoanodontinin dislerin siirmesindeki hata mi yoksa dis konjenital
eksikligi mi oldugu konusu yeterince acik degildir. Tez ¢alismasi kapsaminda
sendrom ile ilgili yayinlarin yazarlarina ulasilmaya ¢alisilmis ancak bu konuda net bir
bilgi saglanamamistir. Bu gen de bugiine kadar dis agenezisinin sendromik formlari
ile iligkili olarak bildirilmekteydi. Antxrl mutant farelerde on keser dislerinin
siralamasinda hata gozlendigi bildirilmektedir (170). Ayrica farkli Antxrl mutant fare
modellerinde anormal dis gelisimi gozlendigi bildirilmektedir. Olgu 9’daki homozigot
c.C1312T (p.R438C) degisiminin Tiirk toplumundaki heterozigot tasiyicilik oranina
bakilmig ve oranin 0,006 oldugu gosterilerek ANTXR1 geninin non-sendromik dis

agenezisi i¢in aday gen olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar, ayn1 genlerin sendromik ve nonsendromik
dis eksikliginde iligkili olabilecegini gostermektedir. Buna ornek olarak MSX1
mutasyonlarinin hem izole dis eksikliginden, hem de tirnak anomalileri ve hipodonti
ile karakterize olan Witkop sendromundan (MIM#189500) sorumlu oldugunu
gostermektedir (171). EDA genindeki mutasyonlar hem Hipohidrotik Ektodermal
Displazi’ye hem de Nonsendromik Hipodontiye neden olmaktadir (172, 173). Bu da
dis agenezisinin sendromik formuna neden olan genlerin nonsendromik dis
agenezisine de neden olabilecegini gostermektedir. Bu bilgiler 1s181nda tez ¢aligsmasi
kapsaminda tespit edilen LAMA3 (Olgu 5 ve Olgu 7), BCOR (Olgu 3), COL17A1
(Olgu 7) ve ANTXR1 (Olgu 9) genlerinin cesitli sendromlarla iliskilendirilmis
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olmasina ragmen ayni zamanda non-sedromik dis agenezisi i¢in de aday genler
olabilecegini gostermektedir. Bu hipotezi desteklemek amaciyla ¢esitli fonksiyon ve
hayvan modeli ¢alismalar1 planlanmaktadir. Aday genler ile ilgili gerekli ¢alismalar
tamamlandiktan sonra bu bilgilerin yayin haline doniistiiriilmesi hedeflenmektedir.
Boylece baska toplumlardaki arastirmacilara da ulasilip benzer olgularin eslestirilmesi

distiniilmektedir.

Olgu 10’da, aday oldugu diistiniilen iki varyantin da aile segregasyonu ile
desteklenememesi sonucu fenotipten sorumlu genetik koken aydinlatilamamistir.
Ozellikle oligodonti igin bilinen genlerden biri olan AXIN2 genindeki homozigot
€.T1985C (p.L662P) degisiminin ailede oligodonti ile segrege olmamasi ailede ikinci
bir patojenik degisimin varligini diisiindiirmektedir. Ailede ilk olarak klinik bulgular
tekrar gbzden gecirilip gerekli durumda olgu anne babasinin da TED ile analiz

edilmesi planlanmaktadir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen on oligodonti/hipodonti
ailesinden dordiinde aday oldugu diisiiniilen, iiclinde ise bilinen genlerde iliskili
varyantlar saptanirken, {i¢ olgu ve ailesinde etyopatogenez (Olgu 1, Olgu 8 ve Olgu
10) aydinlatilamadi. Oligodonti iliskili genetik kdkenin aydinlatilamadigi bu ¢ aile
icin filtreleme dis1 birakilmis olabilecek varyantlarin irdelenmesi planlanmaktadir. Bu
ailelerde oligodonti fenotipine neden olan varyantlar, uygulanan TED yonteminde
yeterince kapsanmamis bolgelerde yer almis olabilir. Teknik kisitlamalar nedeniyle
gozden kagirilmis olabilecek tiim degisimler icin filtreleme ve Onceliklendirme
kriterler1 degistirilerek analizin tekrarlanmasi planlanmaktadir. Ayrica klinik
degerlendirmenin de tekrarlanmasi ve bu ailelerdeki tiim iiyelere ulagilmaya
calisilmas1 da etyopatogenezi aydinlatmakta katki saglayabilir. Ekzon bolgeleri
disinda yer alan varyantlar1 gorebilmek icin ise TGD yontemi de bir sonraki segenek

olarak diistiniilebilir.

Bu ¢alismada, bes farkli gende (SMOC2, NP_0071421, p.T135R; CCBE1,
NP_5977165, p.P39L; PTH2R, NM_005048, c.853+3A>T; POLR3B, NP_060552,
p.T12S ve SNX10, NP 01186764, p.Q5*) daha o6nce SNP veri tabanlarinda
tanimlanmamis varyantlar saptanmis ve bu varyantlarin heterozigotluklarinin

ailelerimizdeki oligodonti ile iliskisi segregasyon analizi ile dislanmistir.
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Bu tez c¢alismasinda dis olusumu ve gelisimindeki genlerin ve sinyal
yolaklarinin aydinlatilabilmesi agisindan 6nemli bilgilere ulagtigimizi diisiinmekteyiz.
Oligodonti ile iliskili oldugunu 6ngérdiigiimiiz bes aday genin (BCOR, LAMA3, DKK,
COL17A1 ve ANTXR1), fonksiyonel ¢alismalarla daha detayli olarak incelenmesinin
gelisim genetigi alaninda yeni bilgiler edinmemizi saglayacagina inanmaktayiz. Digin
gelisimsel genetigini anlamak hastalara sunulacak tedavi uygulamalari igin yeni
acilimlar kazandirabilir. Ayrica dis agenezisinin kolon kanseri ile iligskisi bazi
calismalar ile ortaya konmus ancak diger kanser tiirleri ile iliskisi net olarak halen
bilinmemektedir. Bu ¢alismayla 6ne siiriilen yeni genlerin kanser ile baglantis1 da
arastirmaya acik bir konudur. Bu ¢alismanin hem degisik kalitim modelleri ile ortaya
cikan hem de multifaktoriyel 6zellik gosteren hastaliklarin olusum mekanizmalarin

daha iyi anlayabilmek i¢in uygun bir model olacagini umut ediyoruz.
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FORMLAR

Non-sendromik Dis Agenezisi Muayene Formu

Tarih:
Olgu No:
Ad-Soyad: Protokol No:
D.T/ yas: DNA No:
Cinsiyet:
Adres bilgileri:

Tel:

()zgeg:mis:

Akrabalik:

Soygecmis:

Antenatal/Natal/Postnatal:

Oykii:

Psikososyal motor gelisme:



Aile agaci:

Fizik muayene:

Bas ¢evresi: Tarti:

Ag1z-i¢i bulgular:

Kraniyofasiyal bulgular:

Sistemik muayene:

Panoramik goriintiileme:

Ek tetkikler:

Boy:
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Pozitif bulgular:

TANI:

Molekiiler analizler:

Uzm. Dt. Nuriye Dingkan

Prof.Dr. Zehra Oya Uyguner
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MOLEKULER INCELEMELER iCIiN BILGILENDIRILMiS GONULLU
OLUR FORMU

Proje Ad1
“NON-SENDROMIK DiS AGENEZISI ILE iLISKiLI YENi GENLERIN VE
SINYAL YOLAKLARININ YENI NESIL DiZILEME TEKNOLOJILERI ILE
ARASTIRILMASI”

Tarih:

Bu inceleme, klinik ve radyolojik olarak sporadik ve ailevi non-sendromik dis
agenezisi grubunda yer aldigi disiiniilen se¢ilmis olgularda, oligodonti/hipodonti
fenotipine neden olan molekiiler patolojinin arastirilmas: amaglanmaktadir. Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine
gonderilen olgularda arastirma amacgli molekiiler incelemelerinin yapilmasina izin
vermeden Once sizleri c¢alismanin amaci, riskleri ve yararlart konusunda

bilgilendirmek istiyoruz.

Asagidaki Molekiiler Incelemeler icin Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formunu

okuduktan sonra ¢alismaya katilma karar1 verirseniz formu liitfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tammm: Inceleme, non-sendromik dis agenezisi grubu
olgularinda altta yatan nedenin ileri diizeyde aydinlatilmasini amacglamaktadir. Bu
calismalar Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

tarafindan yiiriitiilecektir.

Ileri molekiiler analizlerin yapilmasi igin hastalarin tan1 amaci ile dnceden almmis
olan mevcut doku 6rnekleri kullanilacaktir. Se¢ilecek uygun olgularda ileri molekiiler
yontemler kullanilarak detayli taniya gidilmeye calisilacaktir. Eldeki Orneklerin
yetersiz olmasi ya da kullanilamamasi1 durumunda hastadan yeniden doku (kan, vb)
ornekleri almamiz gerekebilir. Bu durumda hasta ve aile bilgilendirilecek ve izni

alinacaktir.

Bu calismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir fiicret istenmeyecektir. Bu
incelemeler igin sizden aliman kanlardan elde edilecek oOrneklerinizin saklanmasi

konusunda liitfen agsagidaki segeneklerden birini se¢iniz:
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a. Elde edilen doku 6rnegimin caligma bittikten sonra boliimiiniiz 6rnek bankasinda

saklanmasina izin veriyorum.
b. Elde edilen doku 6rnegimin ¢alisma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum.

Doku 6rneginiz saklandigi takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir sekilde

baska bir ¢alisma i¢in kullanilmayacaktir.
2. Olasi riskler ve faydalar:

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasia bagl olarak az bir ac1

duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelismesi durumu.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle

gizli kalacaktir. Genetik bilginin kullanilmasina bagl olarak sosyal, ekonomik ve

psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir.
Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin
disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninize bagl olacaktir. Genetik testlerin
onemli bir riski de bu testler sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin

saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.

Olasi yararlar: Bu incelemelerin esas amaci sizde/aile bireyinizde saptanan kromozom
anomalisini daha detayli arastirmak ve genotip-fenotip iliskisinin anlasilmasina

yardimci olacak bilgilere ulagsmaktir.

Diger secenekler: Bu ¢aligmaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak
tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢aligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek

hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapis1 ve amact hakkinda, olasi riskleri ve yararlari tarafimdan,

hastaya, = @ s
(Aile Adi)
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(Tanik Kisi)
anlatilmigtir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya

devam edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya c¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar

tarafimdan katilimciya iletilecektir.
Tarih:

Doktorun imzasi:

Kontak kurulabilecek kisiler: Prof. Dr. Zehra Oya Uyguner
Uzm. Dt. Nuriye Dingkan

Ulasilabilecek Tel. No.’lari: Direk hat: (0212) 534 84 40
Dahili hat: (0 212) 414 20 00 — 32564

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL
Elektronik Posta Adresi: .o

Izin: Yukarida tanimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmas, riskleri ve yararlari
ile 1lgili yeterince bilgi aldim. Bu calismaya kendimin (¢ocugumun) katilmasina izin
veriyorum. Calismanin herhangi bir asamasinda sayet vazgegersem onayimi ¢cekmek
hakkinda 6zgiir oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin/cocugumun bir zarar
gérmeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligin klinik ve
molekiiler tanisina ve tedavisine faydali sonuglar vermesi durumunda bana rapor

edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Adi Soyadi Dogum tarih Imza
(Ebeveyn)


mailto:uzumcu@pretam.com

93




ETIiK KURUL KARARI

T.C.
iSTANBUL UNIVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi: 1414 Tarih : 16.09.2014

Konu : Prof.Dr. Hiilya KASERILI

Sayin Prof.Dr. Hiilya KAYSERILI
Tibbi Genetik Anabilim Dali

ilgi :Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 01/09/2014 giin ve 254 sayil yazisi

Sorumlu aragtiriciligini tstlendiginiz ve Nuriye DINGKAN'in yuritecegi 2014/1396 dosya numarali
"Non-Sendromik Dis Agenezisi lle lligkili Yeni Genlerin Ve Sinyal Yolaklarinin Yeni Nesil Dizileme
Teknolojileri lle Aragtirilmasi" baghkli galigma kurulumuzun 12/09/2014 tarih ve 15 sayili sayili sayil
toplantisinda gorustlerek etik ydnden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

4

Prof.Dr. A. Y{g z JRESIN
istanbul Tip Fakiitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Baskani

Eki: Istanbul Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalari Etik Kurulu Karar Formu

94



ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

ISTANBUL TIP FAKULTESI
ETIK KURULUN AD .
= 3 J : KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU
=R ACI : LU.ISTANBUL TIP FAKULTESI HULUSI BEHCET
&% FRADRESE KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBUL
= TELEFON 0 (212) 41421 53
2 FAKS 0(212) 414 21 53
E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.
""Non-Sendromik Dis Agenezisi ile iligkili Yeni Genlerin Ve
ARASTIRMANIN AGIK ADI | Sinyal Yolaklarinin Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri ile
Aragtirilmasi"
ARASTIRMA PROTOKOL
KODU
KOORDINATOR/SORUMLU o
ARASTIRMACI Prof.Dr. Hiilya KAYSERILI
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Ajle Hekimligi Genetik
ALANI
E
= KOORDINATOR/SORUMLU | istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi
Q ARASTIRMACININ Tibbi Genetik Anabilim Dal
= BULUNDUGU MERKEZ
= TUBITAK
2 DESTEKLEYICI Istanbul Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Birimi
= DESTEKLEYICININ YASAL
B TEMSILCISI =
EE FAZ | O
FAZ2 0O
ARASTIRMANIN FAZI
FAZ3 ]
FAZ 4 0
Yeni Bir Endikasyon 0
ARASTIRMANIN TURU Yiiksek Doz Arastirmast 0O
Diger ise belirtiniz :
ARASTIRMAYA KATILAN TEKMERKEZ | COKMERKEZLI | ULUSAL ULUSLAR ARASI
MERKEZLER ] O ] O

Sayfa 1

95



—

iSTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

/IRMANIN ACIK ADI "No.n-S.el'ndromik Dis A.g.engzisi ile iliglfili Ye.ni Genlerin Ve Sinyal Yolaklarinin Yeni
Nesil Dizileme Teknolojileri ile Aratirilmasi'"
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] Kaynagi, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlarin
o Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:15 Tarih: 12/09/2014
& | Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakaltesi Tibbi Genetik Anabilim Dah gorevli Prof.Dr. Hillya KAYSERILI’nin sorumlulugunda ve Nuriye
=] DINCKAN'in yuritecegi yukarida bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyast ile ilgilibelgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemkeri dikkate
2 2 alinarak incelenmis, gerceklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadi@mna toplantiya katilan Etik Kurul Glye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar
§ ‘= | verilmistir.,
ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihli, 28030 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmelik
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz URESIN
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* :Aragtirma ile lligki
** :Toplantida Bulunma

i.0. istanbul Tip Fakiiltesi Klinik aragtrmalar Etik kurulu 13.04.2013 tarih, 28617 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Aragtirmalar Hakkinda
Yonetmelik gercevesinde kurulmus ve T.C.Saghk Bakanhfi Tiirkiye flag ve Tibbi Cihaz Kurumu tarafind yl stir. fgili yo lik
kapsaminda kalan arastirmalar Saghk Bakanh@ndan izin almak zor dadir, Y lik k diginda kalan arastirmalar ise Etik Kurul biinyesinde

olusturulmus 5 Kisilik alt komisyon tarafindan degerlendirilmekte olup Saghk Bakanhg iznine tabi degildir.
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