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OZET

AILESELL. DENTAL TRANSPOZISYON OLGULARINDA EKZOM
DIZILEME YONTEMI KULLANILARAK ADAY GEN ARASTIRILMASI

Amac: Dental transpozisyon, dig siirme mekanizmasindaki bozulmaya bagl
olarak iki komsu disin yer degistirmesi seklinde tanimlanmaktadir. Giinlimiize kadar
cesitli smiflandirmalar yapilmistir. Giincel smiflamada ise tamamlanmis ve
tamamlanmamig dental transpozisyon olmak {izere iki alt birime ayrilmaktadir. Diinya
poptilasyonundaki  prevalanst  %0,1-2,4 arasinda olmakla birlikte, Tirk
poptilasyonundaki prevalansi %0,1 ve %0,6 arasinda degismektedir. Genel olarak tek
tarafli olarak goriilmekte ve kadinlarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Etiyolojisinde
kalitim, travma, migrasyon, vb. gibi teoriler yer almakla birlikte etiyolojisi glinlimiize
kadar tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak ailesel kiimelenme gostermesi, dogumsal
kalitimsal gegis gosteren dis eksikligi (agenezi) gibi baz1 dental anomalilerle yakin
iligkili olmas1 ve dudak-damak yarig1 (DDY) (%4-18)- Down (%3-15) sendromu gibi
sendromlarla birlikte ortaya c¢ikmast gibi sebeplerle kalitimsal olabilecegi
bildirilmigtir. Fakat, genetik olarak bu anomaliye sebep olabilecek gen veya
degisimleri (varyasyon) tespit etmeye yonelik herhangi bir ¢aligma yapilmamustir.

Bu tez caligmasinda sendromik olmayan ailesel dental transpozisyona sahip
bireylerde; transpozisyona sebep olabilecek gen ve degisimlerin tespit edilmesinin
yant1 sira, transpozisyonla birlikte goriilen anomali ve sendromlara (agenezi, Down,
DDY) sebep olan genlerdeki yeni degisimlerin saptanmasi amaglanmaigtir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismaya 3 aileden toplam 6 birey (SE, 1K) dahil
edilmistir. Bireylerden DNA eldesi i¢cin swab ¢ubugu ile yanak epitelinden 6rnek
alimmigtir. Bu 6rneklerden genomik DNA izole edilerek, kullanilan kitin protokoliine
uygun olarak NovaSeq Illumina 6000 cihazi ile tim ekzom dizileme (TED)

yapilmustir. Elde edilen veri biyoinformatik yontemler ile analiz edilerek aday genler
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belirlenmistir. Bu genler; daha once bilinen genlerden olmasi, dental gelisimde rol
oynayan bir yolagin i¢inde yer almasi, dental transpozisyon ile akraba dental ageneziye
bagli bir yolagin icinde yer almasi, DDY ve Down sendromu gibi dental
transpozisyonun goriildiigi sendromlara sebep olan bir yolagin i¢inde yer almasi,
Minor Alel Frekans degerinin popiilasyon c¢alismalariyla uyumluluk goéstermesi
(MAF<%0,6) gibi kriterler kullanilarak yorumlanmustir.

Bulgular: Calismaya katilan biitiin bireylerde etkilenen dislerden bir tanesinin
kanin dis oldugu, transpozisyonun sag ve sol tarafta esit olmak tizere tek tarafli olarak
ortaya ¢iktig1, kadinlarda daha ¢ok goriildiigii tespit edilmistir. Dental transpozisyonun
gomiik dis, siirme gecikmesi, persiste siit disi ve konjenital 3. molar agenezi ile birlikte
goriildiigli bulunmustur. Ancak 3. Molar disinda herhangi bir agenezi (6zellikle lateral
dislerde) veya peg-shape lateral dise rastlanmamustir.

Daha once dental gelisimde rol oynadigi bildirilen DSPP, DSP, GLI3
PRICKLE? genlerinde, dental transpozisyona sebep olabilecegi diisiiniilen degisimler
saptanmistir.

DSPP genindeki degisimlerin otozomal dominant (OD) dentinogenesis
imperfekta, dentin displazisi gibi gibi dokusal problemlere yol actig1 bilinmektedir.
Bizim bireylerimizde de homozigot karakterde DSPP degisimleri bulunmasina
ragmen bu tip hastaliklar gériilmemistir. Bu sebeple bu genin dental transpozisyonda
rol oynama ihtimali diisiik goriilmektedir. Ancak DSPP geninde ayrica heterozigot bir
degisimin bulunmasi1 ve DSPP’nin WNT yolag: ile iliskisi sebebiye agenezi
mekanizmasinda rol oynayabilecegi gdz Oniine alindiginda dental transpozisyon
mekanizmasinda etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sanger dizi analizi ve segregasyon
analizi ile dogrulama ¢aligmalar1 gerekmektedir.

Yine DSP ve GLI3 genlerinin dental gelisimde rol aldiklari, sendromik ve
sendromik olmayan agenezi-oligodonti ile iliskilendirildikleri bilinmektedir. Bu
degisimlerin gorildiigii bireylerde bu genlerde homozigotik karakterde degisimler
bulunmasina ragmen hipodonti-agenezi goriilmemistir. Fakat DSP ve GLI3 "in dental
gelisimde rol oynamasi, GLI3 geninin dental gelisimde 6nemli bir gérev géren SHH
yolagr ile iligkili olmasi, yine GLI3 geninin kraniyofasiyal iskeletsel morfolojinin
belirlenmesinde etkili olabilecegi diisiiniilmesi sebebiyle bu iki genin de dental

transpozisyon mekanizmasinda diisiik de olsa etkili olabilecegi diigiiniilmiistiir. Ancak
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etkilenmemis aile bireylerinin de dahil oldugu bir gruba Sanger dizi analizi ve
segregasyon analizi ile bu durumun dogrulanmas1 gerekmektedir.

PRICKLE? geninin diizlemsel hiicre polaritesi (PCP) sisteminde gorev almasi,
hiicresel davranis, sinyalizasyon ve biyolojik siire¢lerde yer almasi ve amelogeneziste
rol oynamasi sebebiyle dental transpozisyon mekanizmasinda gorev alabilecegi
diistiniilmistiir. Bu degisimin bireylerde heterozigot karakterde goriilmesi de OD
gecisli bir anomali olabilecegini ve hafif bir fenotip olarak dental transpozisyonun
ortaya ciktigini diistindiirmiistiir. PRICKLE? geninin dental transpozisyonun yani1 sira
diger dental anomalilerin olusmasinda da rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Ciinkii
PRICKLE? degisimi tespit edilen ailedeki indeks bireyde dental transpozisyona ilave
olarak 3. molar eksikligi, dis gdmiikliigii, siirme gecikmesi, mandibular retrognati, {ist
keser retroklinasyonu; ebeveynde ise ilave olarak 3. molar eksikligi tespit edilmistir.
Ayrica PRIKCLE? geni ageneziye, kotii sekilli dislere ve kok eksikligine sebep olan
WNT yolaginda yer almaktadir. Bu bilgiler 1s18inda en muhtemel adayimiz olarak
PRICKLE? geni goriilmiistiir. Ancak kesin sonuglara ulagabilmek amaciyla bu genin
dental transpozisyon gostermeyen aile bireylerinin de dahil oldugu tiim aile lizerinde
yapilacak Sanger dizi analizi, segregasyon analizi ile dogrulanmasi ve saglikli
poptilasyonlar iizerinde yapilacak ileri ¢alismalarla kesinlestirilmesi ve hayvan
modelinde fonksiyon testleri yapilmasi planlanmaktadir.

Bunlara ilave olarak Gli3 eksikligi olan farelerde DDY goriilmesi, SHH
yolaginda yer alan GLI3 ve WNT yolaginda yer alan PRICKLE? genlerinin Down
sendromunda saliniminin degistiginin bilinmesi, ailesel dental transpozisyonun bu
hastaliklarda subklinik fenotipik bir digavurum olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak
ozellikle DDY’de literatiirle uyumlu olarak; dental anomalilerin daha ¢ok yarik
bolgesindeki alveolar kretlerin ve dis germlerinin yer degistirmesi, cerrahi islemler
sebebiyle olusan skar dokusunun etkisiyle maksiller gelisim yetersizligi goriilmesi gibi
cevresel etmenler sebebiyle olugsmasinin daha muhtemel oldugu 6ngorilmistiir.

Dental gelisimde ¢ok 6nemli rol oynadigi bilinen ve daha 6nce mandibular
kanin transpozisyonunda etiyolojik faktdr olabilecegi diistintilen MSX7 ve PAX9
genlerinde herhangi bir anlamli degisim bulunamamustir.

Sonu¢: Bu tez calismamizda dental transpozisyonun daha c¢ok maksiller
kaninlerde, sag ve solda esit olmak iizere tek tarafli, daha ¢ok kadinlarda goriilmesi

gibi genel literatiir bilgileriyle uyumlu sonuglar elde edilmistir. Dis gelisimi ve
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herediter karaktere sahip dental agenezi mekanizmasinda gorev alan bazi genlerde
degisimler saptanmasi ve ailesel kiimelenme sebebiyle dental transpozisyonun da OD
gecisli kalitimsal bir karakter gosterebilecegi tespit edilmistir. Dis gelisiminin
karmagik yapisi sebebiyle dental transpozisyon olusumunda tek bir gen degil de
multifaktoriyel etkilesimlerin gorev aldigr diisiiniilmiistiir. Ancak kesin sonuglar i¢in
daha ileri aile caligmalarina ihtiya¢ duyuldugu tespit edilmistir. Ayrica etkilenen tiim
dislerin maksiller kaninler olmasi sebebiyle migrasyon teorisinin de goz ardi
edilmemesi gerektigi ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismada kullanilan TED y&nteminin aday
gen belirlemede efektif oldugu bulunmustur. Elde edilen bulgularin dental gelisimin
daha iyi anlasilmasina 6nayak olacagi, bdylece bu tip anomali ve malokliizyonlara
farkli bir bakis agis1 getirilerek erken donemde en uygun teshis ve tedavi imkan

sunulabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Dis gelisimi, ailesel dental transpozisyon, tiim ekzom

dizileme, biyoinformatik analiz
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SUMMARY

CANDIDATE GENE [IDENTIFICATION USING WHOLE EXOME
SEQUENCING METHOD IN FAMILIAL DENTAL TRANSPOSITION
CASES

Aim: Dental transposition is defined as the displacement of two adjacent teeth
due to the disruption in the tooth eruption mechanism. Although different
classifications have been made by different authors about the classification of dental
transposition, it is generally accepted that dental transposition is divided into two sub-
classes as completed and incomplete. While its prevalence in the world population is
between 0.1-2.4%, in the Turkish population is between 0.1-0.6%. It is seen
unilaterally in the permanent dentition and it is more common in women, differing
between genders. There are several theories such as heredity, trauma, migration, etc.
in etiology. Because of dental transposition is closely related to some dental anomalies
such as congenital agenesis (hereditary tooth deficiency), shows familial clustering
(familial agenesis) and occurs together with syndromes such as cleft lif-palate (CLP)
(4-18%)- Down (3-15%) syndrome, the most widely accepted among of these theories
has been the heredity. However, which of these theories is correct has not been
clarified until today. In addition, no study has been found in the current literature to
report genes or variations that may play a role in the pathway of dental transposition.

In this thesis, in individuals with non-syndromic familial dental transposition;
it was aimed to determine the genes and variations that cause dental transposition, also
new variations in genes that cause anomalies and syndromes (agenesis, Down, CLP
etc.) associated with dental transposition.

Materials and methods: A total of 6 individuals (5F, 1M) from 3 families
were included in this study. To obtain DNA from individuals, samples were taken from

the buccal epithelium with a swab stick. Genomic DNA was isolated from this sample
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and the whole exome sequencing (WES) was performed with the NovaSeq Illumina
6000 device in accordance with the protocol of the kit. Candidate genes were
determined by analyzing the obtained data with bioinformatics methods. These genes
were filtered and interpreted using the following criteria: being from previously known
genes, located in a pathway that plays a role in dental development, located in a
pathway dental agenesis related to dental transposition, located in a pathway that
causes CLP and Down syndrome, the Minor Allele Frequency value is consistent with
population studies (MAF <0.6%).

Results: Transposition appeared unilaterally and equally on the right and left
sides, and it was more common in women, in accordance with the literature,. It was
found that dental transposition was seen with impacted tooth, eruption delay, persistent
deciduous tooth and congenital 3rd molar agenesis. However, no agenesis other than
the 3rd Molar (especially in lateral teeth) or peg-shape lateral teeth was found. Also in
all individuals participating in the study, it was determined that one of the affected
teeth was maxillary canine.

Candidate variants for dental transposition pathway were detected in DSPP,
DSP, GLI3 and PRICKLE? genes, which were previously reported to play a role in
dental development.

Variants in the DSPP gene cause structural abnormalities such as autosomal
dominant (AD) dentinogenesis imperfecta and dentin dysplasia. Although DSPP
variants of homozygous character were found in our individuals, such clinical diseases
were not observed. For this reason, it seems unlikely that this gene plays a role in
dental transposition. However, considering that there is also a heterozygous variant in
the DSPP gene and that DSPP may play a role in the agenesis mechanism due to its
relationship with the WNT pathways, it is thought that it may be effective in the dental
transposition mechanism, albeit low. Verification studies with Sanger sequence
analysis and segregation analysis are required.

DSP and GLI3 genes play a role in dental development and are associated with
syndromic and non-syndromic agenesis-oligodontics. Although variants in these genes
were seen in two of the individuals in our study in homozygous character, hypodontics-
agenesis was not observed in these individuals. For this reason, the probability of these
two genes to play a role in the dental transposition pathway is unlikely. But it is known

that DSP and GLI3 play a role in dental development, the GLI3 gene is associated with
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the SHH pathway, which plays an important role in dental development, and the GLI3
gene is thought to be effective in determining craniofacial skeletal morphology. So
this situation should be verified by Sanger sequence analysis and segregation analysis
for a group including unaffected family members.

PRICKLE? gene plays a role in the planar cell polarity (PCP) system,
participates in cellular behavior, signaling and biological processes, and takes part in
amelogenesis For this reason, it is thought that it can take part in the dental
transposition mechanism. The fact that this variant is seen in heterozygous character
in individuals suggests that it may be an AD inherited anomaly and dental transposition
appears as a mild phenotype. In addition, dental impaction, eruption delay, 3rd molar
agenesis, mandibular retrognathy, upper incisor retroclination in the index individual
and 3rd molar agenesis in the parent together with dental transposition; it suggests that
the PRICKLE?2 gene may play a role in the cause of other dental anomalies. Also
PRICKLE? gene is located in the WNT pathway that causes agenesis, malformed teeth
and root agenesis. In the light of these findings, PRICKLE? gene seems to be our most
likely candidate. However, in order to reach definitive results, it is planned to verify
this gene with Sanger sequence analysis, segregation analysis to be carried out on the
whole family, including family members who do not show dental transposition, and to
be confirmed by further studies on healthy populations and to perform functional tests
in animal model.

Gli3 deficient mice are seen CLP, and the expression of GLI3 gene in the SHH
pathway and PRICKLE? gene in the WNT pathway changes in Down syndrome.
Therefore, familial dental transposition is thought to be a subclinical phenotypic in
these diseases. However, especially in CLP in accordance with the literature; it has
been predicted that dental anomalies are more likely to occur due to environmental
factors such as the displacement of alveolar crests and tooth germs in the cleft region,
and maxillary growth failure due to the effect of scar tissue caused by surgical
procedures.

No significant variants were found in MSX1 and PAX9 genes, which are
known to play a very important role in dental development and were previously
thought to be an etiological factor in mandibular canine transposition.

Conclusions: In this thesis, results were obtained in accordance with the

general literature information such that dental transposition is mostly seen in maxillary
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canines, unilateral, equally on the right and left sides, mostly in women. It has been
determined that dental transposition may also show AD inheritance due to variants in
some genes involved in tooth development and dental agenesis mechanism, which has
a hereditary character, and due to familial clustering. Because of the complexity of
tooth development, it was thought that the occurrence of dental transposition was
caused by multifactorial interactions rather than a single gene disorders. But it was
determined that further family studies were needed. Surprisingly, since all the affected
teeth are maxillary canines, it is thought that the migration theory should not be
ignored. The WES method used this study was thought to be effective in determining
candidate gene. The findings of this thesis obtained will lead to a better understanding
of dental development. Thus, by bringing a different perspective to these types of
anomalies and malocclusions, the most appropriate diagnosis and treatment
opportunity will be provided in the early period.

Keywords: Tooth development, anomaly, familal dental transposition, signal

pathway, whole exome sequencing, bioinformatics analytics

XViil



KISALTMALAR

ACMG
AQP
BAM
DDY
DSPP
GRC
IGV
MAF
NSDY/D

oD
OMIM
OR
PCP
PZR
SHH
SNP
SNV
TED
TGD
VCF
VUS
WNT
YND

: American College of Medical Genetics

: Aquaporin

: Binary Alignment Map

: Dudak Damak Yarig1

: Dentin Sialofosfoprotein

: Genom Referans Konsorsiyumu

: Biitlinlestirici Genomik Goriintiileyici (Integrative Genomic Viewer)
: Minor Alel Frekansi

: Damak Yarigi ile Birlikte veya Sendromik Olmayan izole Dudak
Yarigi

: Otozomal Dominant

: Online Mendelian Inheritance in Man
: Otozomal Resesif

: Diizlemsel Hiicre Polaritesi

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Sonic Hedghehog Sinyal Yolagi

: Tek Niikleotid Polimorfizmi

: Tek Niikleotid Degisimi

: Tim Ekzom Dizileme

: Tim Genom Dizileme

: Variant Call Format

: Onemi Bilinmeyen Degisim

: Wingless-related integration site geni

: Yeni Nesil Dizileme

X1X



1. GIRIS

Dental yapular; birinci brankial ark kaynakli ektodermden gelisen oral epitel ile
hemen altinda konumlanan kraniyal noral krest kaynakli mezenkimin etkilesime
geemesi ve cesitli sinyal yolaklarinin birbirini indiiklemesi araciligiyla olusmaktadir.
Dis gelisimi karmasik bir siire¢ olup kolay anlagilabilmesi amaciyla histologlar ve
anatomistler tarafindan kesin sinirlar1 olmayan 6 asamaya ayrilmaktadir. Bu agsamalar
sirastyla su sekildedir: Tomurcuk evresi, kep evresi, ¢can evresi, kalsifikasyon, dis
stirmesi ve atrizyon [1, 2]. Bu asamalarin tamaminda yiizlerce faktor, gen ve molekiil
rol oynamaktadir. Bunlarin ¢ogu hiicresel iletisimde gorev almakla birlikte simdiye
kadar kendisi ve fonksiyonu tam olarak aydinlatilabilen ¢ok az gen ve gen ailesi
mevcuttur [3].

Dis gelisimi ve slirmesi esnasinda etkene ve maruz kalma siiresine bagli olarak
degiskenlik gdsteren birtakim anomaliler mevcuttur. Eger problem gelisim Oncesi
veya gelisim esnasinda ortaya ¢ikarsa ‘gelisim bozukluklari’, dis gelisiminden sonra
ortaya ¢ikarsa ‘edinsel bozukluklar’ olarak adlandirilmaktadir. Gelisim bozukluklar
arasinda durum anomalileri (distopiler), biiyiikliik anomalileri, say1 anomalileri, bigim
anomalileri ve doku anomalileri (displazi ve distrofiler) mevcuttur. ‘Edinsel
bozukluklar’ ise dis ¢iirligline bagl pulpitis, periodontitis vb. problemleri, dis ve ¢ene
travmalarini icermektedir [4]. En ¢ok goriilen edinsel anomali dis ¢iiriigi (Sekil 1.1)

olup, en ¢ok goriilen gelisimsel anomali ise agenezidir (Sekil 1.2) [5].



Sekil 1.1 Dental ¢iirtik.

Sekil 1.2 Agenezi — oligodonti.

"Dental transpozisyon", durum anomalisi olup, dis siirme mekanizmasindaki
bozulmaya bagli olarak iki komsu disin yer degistirmesi seklinde tanimlanmaktadir
(Sekil 1.3, 1.4) [4, 6]. Dis hekimliginde oldukca nadir olarak karsilasilan bir durum

olmakla birlikte bir meta analiz ¢alismasinda %0,33 ve baska bir ¢alismada %0,4



oraninda gorildigi bildirilmistir ve bu problem daha ¢ok daimi dislerde

gorlilmektedir [7, 8].

Sekil 1.4 13,14 transpoze.



Transpozisyonlarin etiyolojisi tartisma konusu olup heniliz tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu durum dis gelisiminden 6nce; dis germlerinin kendi yerinde
olusmayip, olmasi gerekenden farkli bir yerde siirmesi seklinde ortaya ¢ikabilmekle
birlikte, travma gibi postnatal etkenlerle de olusabilmektedir. Ayrica hem sendromik
hastaliklarla hem de sendromik olmayan izole transpozisyonlar (sporadik) olarak
goriilebilmektedir. Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veri tabaninda
dental transpozisyon gosteren olgu bulunmamakla birlikte; dental transpozisyonun
Down sendromu [9] ve dudak-damak yarig1 (DDY) [10] gibi sendromlarla birlikte
goriildiigil, dental gelisim yolaginda rol oynayan FGF, SHH, WNT, TGF gibi sinyal
yollariin fetiis gelisiminde ve bu sendromlarin olusumunda etkin oldugu ve/veya
salimimlarmin degistigi bildirilmistir [11-17]. Bu tip kompleks hastaliklar1 olan
bireylerde, genellikle bir¢ok dis etkilenmektedir. Sendromik olmayan olgularda
transpozisyonla birlikte peg shape lateral, konjenital lateral dis eksikligi, oligodonti,
dis gomiikliigi gibi anomali ve malpozisyonlar da goriilebilmektedir. Bilateral
yariklarda oldugu gibi transpozisyonlarda da benzer bir lokal veya genetik faktoriin,
eslik eden diger dental anomalilerden sorumlu olmus olabilmesi miimkiindiir [10]. Bu
anomaliler arasinda 6zellikle de dental agenezi ile dental transpozisyon arasinda yakin
genetik iliski olabilecegi diisiiniilmektedir [10, 18-20]. Peck ve ark. dis agenezisine
sebep oldugu bilinen MSX] ve PAX9 genlerinin, mandibular alt lateral ve kanin
transpozisyonundan da sorumlu olabilecegini One siirmiistiir [21]. Ayrica dis
agenezisine AXIN2, EDA, EDAR, WNTI104A, BMP2, GREM2, FAMG65, NFATCS3,
CDH23, LRP6, BCOR, LAMA3, DDKI, COLI741, ANTXRI gibi genlerdeki
degisimlerin de sebep olabilecegi bildirilmistir [5, 22].

Gergek transpozisyonun mekanik bir nedene dayanmayip konjenital olarak
ortaya ciktig1 belirtilmis [4] ve bu nedenle transpozisyonlarin etiyolojisinde genetigin
Onemini vurgulayan genis c¢apli ¢caligsmalar yapilmistir [20, 23-30]. Bu caligmalara
gore; transpozisyon goriilen olgularda diger dental anomalilerin goriilme sikliginda
artis olsa bile, toplumsal ya da cinsiyete gore birtakim sapmalar oldugundan
transpozisyonlarda genetik ve molekiiler etiyolojinin roliiyle ilgili kesin bir karar
verilememektedir.

Daha 6nce yapilan gen caligsmalarinda ailesel olgularin kullanilmasinin daha
yararli olabilecegi diisiinlilmiis ve glinlimiize kadar ailevi transpozisyon olgularinda

ekzom dizileme yontemi kullanilarak aday gen belirleme ¢alismasi yapilmamistir [20].
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Bu sebeple tez ¢aligmamizda, sendromik olmayan ailesel dental tranpozisyona sahip
bireylerde; transpozsiyona sebep olan gen/genlerin ve transpozisyonla birlikte goriilen
anomalilere (agenezi vb.) sebep olan genlerdeki yeni degisimlerin saptanmasi
amaclanmaktadir. Ayrica herediter bir dental patolojinin karakteristik 6zelliklerini
tanimlayabilmenin ilk adimi onun genetik temelini agiklamak [31, 32] oldugu i¢in bu

bakimdan ¢alismamizin 6ncii olacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Dis Gelisimi

Dis gelisimi, insan heniiz anne karnindayken baglamaktadir. Hamilelik
baslangicindan doguma kadar yaklasik olarak 40 haftalik bir siire gegmekte ve bu
donemde yeni bir canli biiyiiyiip gelismektedir. Biiylime ve gelisim birbirinden farkli
kavramlardir. Biiyiime; herhangi bir dokunun miktar artisini, genislemesini ve
uzamasini ifade ederken, gelisim; dokunun ilerleyen bir siire¢ icerisinde
farklilagmasini ve daha spesifik hale gelmesini tanimlamaktadir [2].

Hamilelik siireci 3 doneme ayrilmaktadir. Bunlardan ilki ovum dénemidir. 10-
14 giin stirmekte ve fertilizasyondan implantasyona kadar olan siireci ifade etmektedir.
Ikinci dénem ise embriyo donemidir. Bu evre; hiicre diferansiyasyonu gerceklestigi
icin en 6nemli donem olarak goriilmektedir. Temel organlarin tamami bu donemde
olusmakta ve 2-8 hafta siirmektedir. Uciincii donem ise fetiis donemidir ve bu
donemde organlar olgunlagmaktadir. 8. haftadan doguma kadar devam etmektedir [2].

Dis gelisiminin baslangici da tam olarak organlarin olustugu dénem olan ikinci
doneme tekabiil etmektedir. Fetiis 6 haftalik oldugunda; ektoderm ve mezoderm
arasinda bir sinir olan bazal membranin {istiinde, ektodermin igerisinde bir aktivite
artis1, genigsleme ve kalinlagma meydana gelmektedir. Bu genisleme ve aktivite artis
ile baglayan siireg, ektoderm ve mezoderm kaynakli hiicrelerin koordineli ¢aligmasiyla
her bir siit ve daimi disin olusumuyla sonug¢lanacaktir. Bu biiyiime ve gelisim siireci 4

asamaya ayrilmaktadir [2]:

1- Blyiime

a. Baslangi¢

b.  Proliferasyon
Histolojik farklilagsma
d.  Morfolojik Farklilasma

o

e. Apozisyon
2- Kalsifikasyon

3- Strme



4- Atrizyon

2.1.1 Biiyiime

Baslangig: Bu evre fetiis 6 haftalikken baglamakta ve epitel hiicreleri
mezensime dogru biiyliyerek iki kisma ayrilmaktadir. Bukkal tarafta kalan kisim
vestibiiler lamina olarak adlandirilmaktadir. Vestibiiler laminadan ise dudak, yanak ve
diseti gelismektedir. Lingualde kalan kisma ise dental lamina adi verilmekte ve dis
gelisimi bu laminadan meydana gelmektedir. Dis gelisiminin (odontogenezis) ilk
belirtisi dental laminadaki epitelde bir kalinlasma meydana gelmesidir. Bu kalinlagsma
bazal membran ve dental arklar bolgesinde bir aktivite artis1 ve genisleme seklinde
kendisini gostermektedir. Bu artis ve genisleme sonucunda bazal membranin iizerinde
bazal ¢izgi ad1 verilen organize hiicreler olusmaktadir. Bazal ¢izgi hiicreleri oral epitel
kaynakli olup ektodermin en alt tabakasinda, bazal membranin ise hemen {istiinde
konumlanmaktadirlar [2].

Bazal ¢izgi hiicreleri 10 noktada, komsu hiicrelere oranla daha hizli bir sekilde
cogalmakta ve disin baslangic evresi olarak adlandirilan dis tomurcugunu
olusturmaktadirlar. Fakat her bir dis tomurcugunun olusum zamani farkli olup gelisim
stirecinin gorsel olarak daha iyi anlagilabilmesi amaciyla ‘tomurcuk’ ismi verilmistir
[2].

Proliferasyon: Dental tomurcuk ¢cogalmaya ve biiylimeye devam ederek dental
organa donlismektedir. Bu dental organ ileride dis germini olusturacaktir. Dental organ
da ayni sekilde, mezoderme dogru biiyiimeye devam etmekte ve sapka seklini
almaktadir. Bu nedenle bu evre ‘kep evresi’ olarak adlandirilmistir [2].

Dental organ biiylimeye devam ederken mezoderme temas etmeye baglamakta
ve mezoderm hiicreleri epitel hiicrelerine dogru invaze olmaktadir. Bu invajinasyon
sonucunda ise dental papilla olusmaktadir. Dental papilla; ilerleyen siiregte pulpa ve
dentini olusturmak iizere 6zellesecektir [2].

Dental organi ve dental papillayr saran mezensimin marjinal kisimlarinda
yogunlagsma meydana gelmekte ve dental kese ad1 verilen yap1 olugsmaktadir. Ayrica
bu siirecte dig germinin ektoderm tarafinda mine pulpasi olarak da adlandirilan stellat
retikulum olugmaktadir. Boylece biitiin bir disi ve periodonsiyumu meydana getirecek
olan; dental organ, dental papilla ve dental keseden ibaret 3 ayr1 yapidan meydana

gelen dis germi tamamlanmis olmaktadir [2].
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Histolojik farklilasma: Sapka donemindeki dis germinin uzantilart mezoderm
icine biiyiimeye devam ederek ¢an goriintiisii halini almakta ve ‘can evresi’ olarak
adlandirilan doneme gegilmektedir [2].

Dental organ; bu asamada bazal membran hiicreleri tarafindan ¢epecevre
saritlmakta ve i¢ dental epitel-dis dental epitel olarak adlandirilan iki farkli yapi
olusmaktadir. i¢ ve dis dental epitel arasinda kalan stellat retikulum mine olusturmak
iizere organize olmaya baslamaktadir. Can evresinin sonlarina dogru i¢ dental epitel
hiicreleri ameloblastlara farklilagsmaktadir. Boylece dental organ mineye doniisecektir.
Ameloblastlarin olusumu, bazal membrana komsu dental papillayr uyarmakta ve
dental papilladan odontoblastlar farklilasmaya baslamaktadir. Dental kesenin de
mezodermi uyarmastyla sement ve disi kemige baglayan, darbelere karsi dnleyici bir
gorevi de bulunan periodontal ligamentlerin olusumu saglanmaktadir [2].

Bu asamada siit disinin dental laminas1 kordon gibi uzamaya devam ederken
daimi disin dental laminas1 heniiz tomurcuk halinde, sanki siit dental laminasinin bir
uzantistymig gibi goriilmektedir [2].

Morfolojik Farklilasma: Bu evre gelismis ¢an evresidir ve artik dis, son boyut
ve seklini almaya hazirdir. I¢ dental epitel hiicrelerinden farklilasan ameloblastlar
mine iiretimine baslamaktadir ve odontoblastlar da dentin {iretiminden sorumludurlar
[2].

I¢ dental epitel ve bazal membran kalinlasmakta ve dental papilladan pulpa
olusumu baglatilmaktadir. Pulpanin igerisinde mezensim kaynakli ince retikiiler
fibriller olusmaktadir. Bilyiime devam ettik¢ce pulpa derinliklilerinde ince retikiiler
fibrillere benzeyen fakat daha uzun ve diizensiz olan spiral fibriller olugsmaktadir. Bu
spiral fibriller Korff fibrilleri olarak adlandirilmakta ve dentini yapisal olarak
desteklemektedirler. Bu agamada siit dental laminas1 ortadan kaybolmakta ve siit disi
germi mezengim igerisinde bagimsiz bir organ haline doniismektedir. Daimi dig dental
laminast ise siit disinin lingualine ve siit 2. azinin distaline dogru ileride daimi disleri
olusturmak tizere biiylimeye devam etmektedir [2, 33].

Histodiferansiyasyon evresinde olusan 6zel hiicreler morfodiferansiyasyon
evresinde organize olarak mine, dentin, pulpa, sement ve periodonsiyumu
olustururarak disin sekil ve boyutlari1 belirlemektedir. Ayrica tiiberkiil

formasyonunda primer ve sekonder mine diiglimleri rol oynamaktadir [2].



Apozisyon: Histo-morfodiferansiyasyon safhalarinda disin sekil ve boyutu
belirlenirken bu evrede disin ekstraselliller matriks yapilar1 olusmaktadir. Dis
germindeki hiicreler formatiftir ve non-vital ekstraselliiler matriks salgilama 6zelligine
sahiptir. Belirli zaman araliklarinda, diizenli, katmanli olarak ekstraselliiler matriks
olusturmaktadirlar.  Dentin-mine, dentin-sement  bilesimlerindeki  biiyiime
merkezlerinden baglayarak asamali mine ve dentin iiretimi yapilmaktadir. Bylece

mine ve dentin katmanli bir yap1 olarak tiretilmektedir [2].

2.1.2 Kalsifikasyon

Bu evrede daha 6nceden {iretilmis olan matrikse kalsiyum, fosfor magnezyum,
sodyum gibi inorganik mineraller ¢okelerek sert doku meydana gelmektedir. Ornegin
mine %96 oraninda inorganik madde igerirken %4 oraninda organik madde
icermektedir. Bu silire¢ matriks igerisinde kii¢lik bir nidus olusumu ve onun ¢evresinde
ilerleyen bir ¢okelme seklinde goriilmektedir [2].

Ik sert doku olusumu dentinle baslar. Ameloblastlar ve odontoblastlar
arasindaki bolgeye odontoblastlar dentin salgilamakta ve buraya dentinoid bolge adi
verilmektedir. Ilk olusan dentine ise predentin (manto dentini) adi verilmektedir.
Predentin olusumu amelogenezisi indiiklemekte ve keser dislerin kesici kenarindan,
az1 dislerinin ise tiiberkiil tepelerinden mine kalsifikasyonu baslamaktadir. ilk iiretilen
mineye pre-enamel adi verilmektedir. Servikal bolgeye dogru tabakalar halinde yeni
mine liretimi devam etmektedir. Ameloblast ve odontoblastlar birbirinden uzaklasacak

sekilde kalsifikasyon gerceklestirmektedirler [2].

2.1.3 Siirme

Dis kronu olusumundan sonra disin siirebilmesi i¢in 6nce dis kokii meydana
gelmelidir. Klinik kron olusumundan sonra i¢ ve dis mine epitelleri, sement-mine
birlesimi (kole) bolgesinde birbiri {izerine katlanarak yapismaktadirlar. Aralarindaki
stellat retikulum ortadan kalkmakta ve bagimsiz bir yap1 olarak biiylimeye, koleden
asagl dogru iki katl epitelden olusan bir kilif gibi uzamaya baslamaktadir. Artik bu
yap1 kokiin boyut ve seklinden sorumlu olan ‘Hertwig Epitel Kin1’ olarak adlandirilir.
Bu yap1 tek kokli dislerde bir adet, iki ve daha koklii dislerde ise kok sayis1 kadar
olugmaktadir. Bu kilifin i¢ tarafindaki mezensim hiicreleri odontoblastlara diferansiye
olarak dentin salgilamaya baslamakta ve Hertwig Epitel Kini’'nda par¢alanmalar
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meydana gelmektedir. Bu pargalanan bdlgelerde dentin dis taraftaki mezensim
hiicreleri ile temas etmekte ve kok hiicrelerin sementoblastlara doniismesini
indiiklemektedir. Sementoblastlar ise sementi salgilamakta ve kok olusumu
gerceklesmektedir [2, 33].

Siirme ise ti¢ evrede gerceklesmektedir. Pre-eriiptif donemde dis kokii olusumu
baglamakta ve dis oral kaviteye dogru hareketlenmektedir. Dig folikiillerinin, siirme
esnasinda hem osteoblastlar hem de osteoklastlar ile etkilesime girdigi bilinmektedir
[34]. Mononiikleer hiicreler dis folikiiliiniin koronal kismina girig yapmakta ve alveol
kemik kriptlerinin koronal {igliisiinde osteoklast hiicrelerine doniiserek kemik
rezorpsiyonunu baslatmaktadirlar. Boylece dis eriipsiyonu baslamaktadir [35-37]. Pre-
fonksiyonel donemde dis oral kaviteye cikmistir ve ayrica kok gelisimi devam
etmektedir. Disin agiz igerisinde ilk goriinmesi genellikle kokiin yarisi veya tigte ikisi
olustugunda meydana gelmektedir. Dis antagonisti ile karsilagincaya kadar bu donem
devam etmekte ve sonrasinda fonksiyonel-eriiptif donem baslamaktadir. Bu donem;
dislerin tiim yasam boyunca kemik kavitesi igerisinde hareket edebilme potansiyelini
ifade etmektedir. Bu potansiyel sayesinde ortodontik tedavi miimkiin olmaktadir.
Viicuttaki degisim devam ettikge dislerde de adaptif hareket ve siirme devam
etmektedir [2].

Dis olusumu ve siirmesi esnasinda sayisiz siire¢ rol oynadigi i¢in oldukca
karmasik ve anlasilmasi zor bir siiregtir. Genellikle bilateral ve simetrik olarak
ilerlemektedir. Bu siirecler esnasinda herhangi birisinde goriilecek bir aksama birgok
probleme sebep olabilmektedir. Dental transpozisyon da bu problemlerden bir
tanesidir. Siit digleri diiserken apeks ve g¢evresinde bir basing olusturdugu ve bu
basincin daimi diglerin siirmesine sebebiyet verdigi diisliniilmekle birlikte bu teori ve
diger teorilerin tam olarak dogru olmadig: diistiniilmektedir [2]. Bunun yerine; bolgeye
ozel, basing gerektirmeyen, genetik olarak belirlenmis bir kemik rezorpsiyonu ile

gerceklesen bir siire¢ oldugu kabul gérmektedir [38, 39].

2.1.4 Atrizyon

Disler, yasam boyunca fonksiyon sebebiyle asinma egilimindedir. Asinma hem
siit hem de daimi dislerde goriilmektedir. Atrizyon ise okliizyon esnasinda goriilen
normal bir siiregtir. Bireylere gore miktar1 farklilik gostermektedir. Atrizyonu adapte

edebilmek i¢in ise digler fonksiyonel siirme eylemi gergeklestirmektedir [2].
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2.2 Dis Gelisiminde Rol Oynayan Molekiiller

Disler kraniyofasiyal sistemin 6nemli bir parcasi olmakla birlikte, dig gelisimi
de memelilerdeki organogenezisin giizel bir 6érnegini olusturmaktadir. Dis olusum
siirecinde baslangictan siirmeye kadar bircok faktor, gen ve sinyal yolagi rol
oynamaktadir fakat epitelyal ve mezenkimal etkilesimler erken evrelerden itibaren
oncii rol oynamaktadir (Sekil 2.1). Dental epitel ektoderm kaynakliyken, dental
mezenkim noral krestten gelismektedir. Her bir gelisim siirecine ayr1 ayri etki eden
faktorler olmakla birlikte biitiin bir siire¢ boyunca da aktif olan gen ve molekiiller
mevcuttur. Burada hangi genlerin, hangi evrede etki ettigi asama asama ele alinacaktir.

Modifiye
Ediciler

Kalitim Epigenetik
Karakterleri Faktorler
Cevresel
Faktorler

Sekil 2.1 Dental gelisim siirecini etkileyen faktorler.

2.2.1 Baslangic evresi

Noral krest hiicreleri dis gelisimi baslangicinda dogrudan 6nemli bir rol
oynamaktadir. Noral krestin uzaklastirildigi hayvan deneylerinde dis gelismemis,
transplantasyon ve reimplantasyon c¢alismalarinda ise normal formda dis gelisimi
goriilmistiir. Dental mezenkimin noral krestten gelisiyor olmasi da tiim dis gelisimi
boyunca aktif olan ve odontogenezisi indiikleyen epitelyal-mezenkimal etkilesimlere
kaynaklik ettigini gostermektedir. Bu etkilesimler mezenkimal kaynakli sinyal
yolaklariyla olabilecegi gibi epitelyal sinyal yolaklariyla da olabilmektedir. Ayrica
epigenetik ekstraselliiler proteinler de bu etkilesimleri diizenleyebilmektedir [40, 41].

Dental epitel tek basina odontojenik potansiyele sahiptir. Siirecin tamaminda
etkilesime girecegi, altindaki noral krest kaynakli mezenkimle ince bir bazal membran

aracilifiyla ayrilmistir. Dis gelisimi dental epitelin kalinlagsmasiyla baslar ve dental
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lamina, dental papilla gibi odontojenik yapilarin olugsmasiyla devam eder. Bu epitelyal
— mezenkimal etkilesimde ve doku indiiklenmesinde en 6nemli rol Homeobox ailesine
aittir. Bu genler, dis olusumundan hemen 6nce mezenkimden salgilanmakta ve
epitelyal kalinlasma gerceklesmektedir. Fakat bu genlerin ekspresyon paternini distal
epitelden salgilanan BMP4 ve mesial epitelden salgilanan FGF8’in indiiksiyon ve
inhibisyonu belirlemektedir. Homeobox ailesinden de ozellikle MSX gen grubu
baslangi¢c doneminde etkin rol oynamaktadir. MSX’in 3 alt grubu bulunmakla birlikte;
MSXI ve MSX2 eksikliginde dislerde hatali gelisim ve DDY gibi anomaliler meydana
gelmekte, ayrica ailesel dis eksikliginin de en biiyiik etkeni olarak goriilmektedirler.
Ayrica MSX grubu baslangicta yer almakla birlikte neredeyse tiim epitelyal-
mezenkimal doku etkilesimlerinde de rol oynamaktadir [40, 42, 43].

Epitelyal kalinlasmadan dis tomurcuklarinin olusacagt doneme kadar,
tomurcuk bolgelerinde MSXI, PAX9, LHX6, LHX7, DLX2, BARXI, LEFI, SHH,
PITX2, INHBA genlerinin aktif oldugu tespit edilmistir. Bunlarin icerisinde MSX1 ve
PAX9; tomurcuklarin yerinin belirlenmesinde dominant olarak rol oynamaktadir.
MSXI’in anterior dislerin gelisiminden sorumlu oldugu, posterior dislerden ise
PAX9un sorumlu oldugu tespit edilmistir. PAX9’u FGF8 indiiklemekte, BMP2 ve
BMP4 ise sinirlamaktadir. Boylece sadece posteriora etki edebilmektedir. MSX7 ve
PAX9un yani sira FGF ve BMP arasindaki bu antagonistik iliskinin de tomurcuk
konumunun belirlenmesinde rol oynayabilecegi disiiniilmiistiir. Yine bu erken
stirecteki  epitelyal-mezenkimal sinyalizasyonun kontrolinii DLX gen ailesi
saglamaktadir. Ayrica SHH ve PITX2 nin de bu siirecte gorev aldigi bildirilmistir
(Sekil 2.2) [3, 40, 41, 44, 45].

BASLANGIC - TOMURCUK EVRESINDE ROL
OYNAYAN MOLEKULLER -

MSX 1-2: BMP 2-4
Eksikliginde
DDY -
Agenezis

«Homeobox ailesi «MSX 1 (Anferior)

MSX 1-2-3 o ior/
( ) ST R T PAX 9 (Posterior}
DLX 2, BARX 1, LEF 1,
Shh, Pitx2, Activin BA

* MSX-1, PAX-9, AXIN-
1, GLI-1, GLI-2, Shh,
P21, Activin BA, DLX-
1, DLX-2, LEF-1,
syndecan-1, RUNX-2

+FGF - BMP
antagonistik liskisi

Shh:
Eksikliginde
fomurcuk
olusmaz

Sekil 2.2 Baslangi¢c ve tomurcuk asamasinda rol oynayan molekiiller- ozet.
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2.2.2. Tomurcuk evresi

Tomurcuklarin sekillenmesinde ve gelisiminde MSX1, PAX9, AXINI, GLII,
GLI2, SHH, INHBA, DLXI, DLX2, LEFI, SDCI, RUNX2 gibi genler rol
oynamaktadir. SHH epitelyal bir gen olup, ekspresyonu i¢in RUNX2 gerekmektedir.
SHH epitelyal kalinlagmanin tomurcuga donilismesinde, proliferasyonu saglayan
mezensimal ve epitelyal etkilesimlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Sekil 2.2).
Eksikliginde ise dental tomurcuk olusumu gerceklesmemektedir. Tomurcuk
asamasindan kep asamasinda gegiste ise birincil mine diigiimi, RUNX2 ve BMP4
onemli rol oynamaktadir (Sekil 2.3). Ayrica mezenkimal CBFAI (RUNX2) geninin de
kep asamasina gegiste eksprese oldugu tespit edilmistir. BMP4 ekspresyonu igin de
MSXI’e ve LEFI’e ihtiyag duyulmaktadir. MSX/ eksikliginde BMP4 hig
salgilanamazken, LEF] eksikligi BMP4’{in salinimin1 azaltmaktadir. Ayrica yukarida
da deginildigi gibi BMP4, PAX9 un inhibisyonunda goérev almaktadir [40, 46-50].

TOMURCUKTAN — KEP ASAMASINA GECIS

MSX1
— LEF1

FGF-4
(TUBERKUL)

Sekil 2.3 Tomurcuktan kep asamasina gegiste rol oynayan molekiiller- ozet.

2.2.3. Kep evresi

Kep evresinde ise baslica INHBA, AXINI, CTNNBI, DLX2, EDA, EGRI,
FGF1, GLII-3, LEF1, MSX2, PITX2, CDKNIA, SDCI, WNT4-6-7-10b, TGFp,
Amelogenin, Fibronektin, BMP2-4-7, FGF4-9, SIITI, SHH, RUNX2, Fispl12, CTGF
gen ve proteinleri rol oynar. Bu donemde birincil mine diigimii ve tiiberkiil

formasyonu olusur. Mine diigiimii tomurcuk doneminin ge¢ ve kep doneminin erken
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evresinde goriilen ve tiiberkiil formasyonunu baglatan FGF4 molekiilii ve diger bir dizi
geni eksprese eden gecici bir merkezdir. Dis tomurcugunun {ist bdlgesindeki epitel
dokunun yogunlagmastyla olusur. BMP4 ve RUNX2 indiiksiyonuyla eksprese olan
MSX2 ve CDKNIA mine diigiimiiniin erken belirtegleridir fakat ilk ortaya cikan
CDKNI1A(p21)’dir. Ayn1 sekilde kep evresinin sonunda mine diigiimiiniin apoptozisle
ortadan kaldirilmasini saglayan gen de CDKNI1A’dir (Sekil 2.4) [3, 40, 45].

Activin BA
AXIN-1

Catenin b P DONEM'NDE ROL
e e (NAYAN MOLEKULLER

FGF-1

GLI1-3 P21 - BMP4 — RUNX2
LEF-1 MSX2

PITX-2

Syndecan-1
Wnt 4-6-7-10b
TGF B
Amelogenin
Fibronektin
BMP 2-7

Sekil 2.4 Kep evresinde rol oynayan molekiiller- ozet.

2.2.4. Can evresi

Germ biiyliyiip gelismeye devam eder ve ¢an evresine gecilir. Bu evrede
baslica INHBA, ACAN, Amelogenin, AQP, AXIN1-2, BARX1, BMP4, FGF3-4, MSX1-
2, CDKNIA, LEF1, LHX6, SHH, SDCI, WNT4-10b, TUFTI, TNC, RUNX2 gibi gen
ve proteinler aktivite gostermektedir. Bu agsamada da spesifik tiiberkiillerin olusumunu
ve dis morfolojisinin sekillenmesini saglayan ikincil bir mine diigiimii olugmaktadir.
Bu mine digimii de FGF4, BMP4, SHH salgilamakta ve apoptozisle ortadan
kalkmaktadir (Sekil 2.5). Ikincil mine diigiimiindeki bu sinyalizasyon ile dogru
tiiberkiil formasyonunun baslamasi, tiiberkiiller arasi mesafenin ayarlanmasi ve dis
morfolojisinin diizenli gelisimi saglanmaktadir. ikincil mine diigiimiiniin apoptozunun
ise BMP4 aktivasyonu ile oldugu tespit edilmistir. Yine bu asamada i¢ mine epitelinin

indiiksiyonu ile dental papilladan odontoblastlar farklilagmaktadir. Burada rol oynayan
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en onemli genler ise Homeobox ailesinden MSX1-2, DLXI1-2-3, BARX, LHX6-7 gibi
genlerdir [3, 43, 51-53].

Activin BA

Aggrecenl | EVRESINDE ROL OYNAYAN MOLEKULLER

Aquaporin,

AXIN 1-2

BARX-1 -
FGF 3  SEKONDER

MSX 1-2, MINE DUGUMU

Tuftelin,

Tenascin
RUNX2

Dental Papilla

p2] D N
LEF1 D [ BMP
Syndecanl 8 4
Wnt 4-10b

N

Sekil 2.5 Can evresinde rol oynayan molekiiller- ozet.

2.2.5 Morfogenezis — histodiferansiyasyon

Tomurcuk, kep ve ¢an asamalar i¢erisinde ayn1 zamanda morfogenezis (Sekil
2.6) ve histodiferansiyasyon (Sekil 2.7) devam etmektedir. Daha 6nceki asamalarda
oldugu gibi bu siireglerde de genler arasi etkilesim ve zamanlama Onemlidir.
Morfogenezis asamasinin saglikli ilerlememesi veya bu donemdeki bir gelisim
duraklamasi disin sekil ve boyutunu etkilemektedir. Farkli dis tiplerinde ve farkli
bolgelerde benzer sinyalizasyon yolaginin isledigi goriilmiistiir. Yani ayni1 anomaliler
(6rn. Hipodonti) farkli dislerde goriilebilmekte veya morfogenezis siirecinin farkli
asamasinda sinyalizasyon sekteye ugrarsa ayni tip anomaliye sahip bireylerde (6rn.
Supernumerer dis, peg shape lateral vb) farkli morfolojide disler goriilebilmektedir
[41, 54].

Kep ve ¢an asamalar1 boyunca devam eden morfogenezis PAX9’un MSX1’i
indiiklemesiyle baslamaktadir. Boylece MSXI eksprese olmaktadir. Yine yukarida
belirtildigi gibi MSXI ve PAX9, BMP4’lin ekspresyonunu indiiklemektedir. BMP4 ise
PAX9 ekspresyonunu sinirlamaktadir. Tomurcuktan kep asamasina gegisi de daha
once bahsedildigi gibi BMP4, RUNX2 ve birincil mine diigiimiinden eksprese olan
TGFB, FGF, HEDGEHOG ve WNT gen aileleri indiiklemektedir. Mezensimal BMP4
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mine diigiimi icerisindeki hiicre dongiisiiniin durdurulmasini regiile ederken, mine
diigimiinden FGF4 salgilanmasint WNT kontrol etmektedir. Komsu dokularin
proliferasyonunu ise epitel ve mezenkimden eksprese olan FGFs ve reseptorleri
saglamaktadir [40, 46, 55].

Morfogenezis siirecinde kron sekli ve tiiberkiil formasyonunu belirleyen ana
faktor birincil ve ikincil mine diigiimleridir. Primer mine diigiimii kep doneminde
ortaya ¢ikmakta ve ge¢ kep doneminde ortadan kalkmaktadir. Can asamasinda ise
birincil mine diiglimii gézlenmemekte ve ¢ok tiiberkiilli dislerin tiiberkiil bolgelerinde
sekonder mine diiglimii ortaya g¢ikmaktadir. Mine diigiimiindeki hiicreler, sinyal
ekspresyonu esnasinda non-proliferatif olarak kabul edilmektedir. Bu non-proliferatif
hiicreler hem cevre hiicrelerin hem de mezenkimal dental papillanin proliferasyonunu
stimiile etmektedir. Mine diigiimlerindeki ve epitelyal-mezenkimal etkilesimlerdeki
antagonist aktivasyon ve inhibisyonlarin siirekli tekrar etmesi, germin diferansiyel
biiytimesi ve katlanmasiyla alakalidir. Epitelyal katlanmayla ilgili hiicreler hizli bir
sekilde prolifere olmakta, bdylece kron ve tiiberkiiliin son hali ortaya ¢ikmaktadir.
Diferansiyel biiylime ve katlanmadan sorumlu olan gen ise mine diiglimiinden
eksprese olan FGFs’dir. Bu donemde mezenkimden SOSTDCI eksprese olurken,
LPR3 birincil mine diglimiindeki ekspresyonu smirlandirmaktadir. Mine
diigiimlerinin aktivitesinin bitmesi ve apoptozisi de bir g¢esit sinyalizasyonla
gerceklesmektedir. Mine diigiimiinden salgilanan BMP4 apoptozisle iligkilidir. BMP4,
CDKNI1A4 ekspresyonunu saglar ve apoptozis baslatilir. Apoptozis de morfoloji (sekil
ve boyut) acisindan 6nem arz etmektedir. Ciinkii mine diigiimlerindeki apoptozis
dogru zamanda gerceklesmezse kron yiiksekliginde azalma ve mesio-distal boyutta
artig gibi bir takim major morfolojik bozukluklar goriilmektedir [41, 51, 56-59].

Kep ve c¢an asamalarinda morfogenezis sayesinde tiiberkiil paterni
belirlenmektedir. Histodiferansiyasyon siirecinde ise mine ve dentini liretecek hiicreler
ortaya ¢ikmaktadir. Oncelikle; i¢ mine epitelinin indiiksiyonuyla odontoblastlar
olusmakta ve dentin matriksi salgilanmaktadir. Bu da komsu i¢c mine epitel
dokusundan ameloblast farkilasmasini indiikte etmektedir. Boylece mine matriksi
salgilanmaktadir [41].

Dentin matriksi ¢esitli proteinlerden olusmaktadir. Bu proteinler biiyiik oranda
kollajen olmakla birlikte odontoblast kaynakli DSPP geninin iirlinleri olan proteinler

de bulunmaktadir. DSPP ekspresyonunu 7GFB kontrol etmektedir, normalden fazla
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TGFBI ekspresyonunda ise DSPP salinimi azalmaktadir. Preodontoblastik hiicrelerde
ise DSPP transkripsiyonu BMP2 ile saglanmakta, buna da DLX3/0OSX yolag1 aracilik
etmektedir. DLX3, morfogenezis ve tiiberkiil paternine etki etmektedir. Ayrica
dentinogenezis esnasinda hem ameloblastlardan hem de odontoblastlardan PTN
salgilanmaktadir. PTN osteoblast olusumu ve diferansiyasyonunda rol oynamaktadir.
Histon demetilaz olan JMJD3 de dentinogenezis siirecinde hiicre dist dentin matrisi
salgilanmasini saglar. Homeobox ve kemik morfogenetik proteinlerinin gen
ekspresyonlari i¢in de JMJD3 gereklidir [60-65].

DSPP amelogeneziste de rol oynamaktadir. DPP, DSP ve DGP olmak iizere 3
alt birime ayrilmaktadir. DPP BMP1 ile ayrilirken, DGP ise MMP2 ve Enamelisin
(MMP20) ile ayrilmaktadir. DPP geninin, hidroksiapatit kristali olusumunun
cekirdeklestiricisi (nidus olusumu) olarak islev gordiigi ve mine proteinlerinin
salgilanmasinda rolii oldugu disiiniilmektedir. Amelogenezisin ilk asamalarinda,
mine-dentin birlesimine komsu olan mine tabakasinin sertligini belirlemektedir.
Gelismekte olan minenin %30’u protein iceriklidir ve sekretuvar hiicreler olan
ameloblastlarin  salgiladiklart mine matris proteinlerinin  yaklasitk %901
amelogenindir. Amelogeninin katkisiyla sekretuvar fazin ortalarinda apozisyonel
kristal biiyiimesi gerceklesmeke ve yapisal biitiinlik de saglanmaktadir. Diger bir
protein olan enamelin (%1-5) ise erken donemde hidroksiapatit kristalleri olusumunun
baslatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hemen ameloblastlara bitisik olan
mineralizasyon hattinda da bulunurlar ve kristallerin uzamasini, biitiinliglin
korunmasini saglarlar. Diger mine proteini olan ameloblastin ise bir hiicre adezyon
molekiilidiir. Ameloblast sekresyonlarint kontrol etmekte ve diferansiyasyon
asamasini siirdiirmektedir [58, 66-72].

Amelogenezis siirecinde DLX gen ailesi de gorev almaktadir ve amelogenin
ekspresyonunu diizenlemektedir. Ameloblastlardan tiim asamalar boyunca eksprese
olmaktadirlar (presekretuvar, sekretuvar, maturasyon). Presekretuvar fazda DLX2
gorev almaktadir fakat sekretuvar fazda DLX2 kapatilmakta ve yerine DLXI eksprese
olmaktadir [73].

Gelisimin devam etmesi ve mineralizasyon i¢in matris proteinlerinin
proteolitik enzimlerle parcalanmasi ve ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bu
stiregten sorumlu olan iki ana molekiil vardir: Enamelisin (MMP20) ve Kallikrein

(KLK4). Enamelisin ameloblastlardan eksprese olmaktadir. Mine maturasyonunda
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etkili olmakla birlikte manto dentinin mineralizasyonunda da gorev almaktadir. Daha
once de bahsedildigi gibi enamelisin (MMP20) sayesinde amelogenin boliinmekte ve
aktive olmaktadir. Kallikrein ise hem amelobastlardan hem de odontoblastlardan
eksprese olmakta ve mine ge¢is (transition) ve maturasyon fazinda gorev almaktadir.
Normal mine kalinligina RUNX2’nin mine proteinlerini baskilayici etkisi sayesinde
ulasilmaktadir. Maturasyon fazinda RUNX2, KLK4’i indiiklemekte ve boylece
amelogenin ekspresyonu baskilanmaktadir. Ayrica RUNX2 ameloblastlarin mine
matriksine baglanabilmeleri adina bazal membran protein ekspresyonunu da

ylikseltmektedir. [74-77]

MORFOGENEZIS

Bazal
Membran

Sekil 2.7 Histodiferansiyasyon siirecinde rol oynayan molekiiller- ozet.

18



2.2.6 Eriipsiyon

Dis siirmesi, dental organi ve gevresindeki alveolar hiicreleri iceren karmasik
ve iyi kontrol altina alinmis bir siiregtir. Erlipsiyon baslamadan 6nce monontikleer
hiicreler (osteoklast onciileri) dental folikiile giris yapmalidir. Bu hiicreler, alveolar
kemigi rezorbe eden osteoklastlari olusturmak amaciyla birlesir ve disin kemik

kriptinden ¢ikmasi icin bir eriipsiyon yolu olusturur.

Eriipsiyon sinyalizasyonda yer alan molekiiller, calisma fareleri, osteopetrotik
kemirgenler, varsayilan eriipsiyon molekiillerinin enjeksiyonlar1 ve kiiltiirlenmis dis
folikiilii hiicreleri tiizerinde yapilan caligmalarla tespit edilmistir. Mononiikleer
hiicrelerin folikiile alinmasi1, CSFI ve / veya MCP1 ile ger¢ceklesmektedir (Sekil 2.8).
Kemigin rezorbe olabilmesi i¢in osteoklastogenezis siireci gereklidir. Osteoprotegerin
transkripsiyonunun ve folikiildeki sentezinin yanm sira NFkB ligandinin (RANKL),
bitisik alveoler kemik ve / veya folikiildeki reseptor aktivatOriiniin arttirilmasi
gerekmektedir. Paratiroid hormonu ile iliskili protein (PTHrP)'nin parakrin
sinyalizasyonu ve folikiile bitisik stellat retikulumda iiretilen interlokin-la da
siirmenin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Ayrica osteoblastlar da RANKL / OPG
yolag: araciliiyla sinyalizasyona katki saglayarak stirme yolu olusturan en 6nemli
hiicre olan osteoklast aktivasyonunda rol oynamaktadir. Osteoblastin eriipsiyonu
diizenlemedeki en Onemli transkripsiyon faktérii RUNX2 (Cbfal)'dir. RUNX2
(Cbfal) ayrica dental folikiil hiicreleri tarafindan da yiiksek seviyelerde eksprese

edilmektedir [39].

SURME EVRESINDE ROL OYNAYAN MOLEKULLER

,A ! CSlF=1 e
* MONONUKLEER HUCRELER MCP-1 DENTAL FOLIKUL

RANKL/OPG : e KEMIK
* (OSTEOBLAST . e
RUNX.2 OSTEOKLASTOGENEZIS S

Sekil 2.8 Eriipsiyon siirecinde rol oynayan molekiiller.
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2.3 Dental Transpozisyon Nedir?

Dislerde ektopik stirme oldukga sik olarak goriilmektedir. Fakat transpozisyon,
ektopik stirmenin alt kategorisi olarak kabul edilebilmekle birlikte ¢ok daha az
goriilmekte ve ¢ok daha ekstrem bir durum olusturmaktadir [20, 78]. Literatiirde de
nadir ve yaygin olmayan bir anomali oldugu bildirilmistir [8, 79, 80]. Dental
transpozisyon i¢in daha dnce birkag tanimlama yapilmistir. Bunlardan en agiklayicisi
ise ‘komsu iki disin, 6zellikle de koklerinin yer degistirmesi veya bir disin; normalde
komsu olmadigi bir disle komsu pozisyonda gelismesi veya siirmesi’ seklinde Peck’in
1993 yilinda yaptig1 tanimlamadir [20, 81-83].

[k transpozisyon vakasi (Maksiller Kanin-Lateral) 1817'de Miel tarafindan
bildirilmistir [84]. Yine Angle tarafindan da 1907 yilinda transpozisyon ve gomiikliik
vakasi bildirilmistir (Mandibular sol kanin ve lateral) [85]. O zamanlardan bugiine
kadar bir¢ok transpozisyon vakasi tanimlanmis ve yazarlar durumu tanimlamak adina
dise veya ceneye gore 6zellesmis farkli terimler kullanmiglardir (6rnegin, tam / eksik
transpozisyon, gergek / sahte transpozisyon, kismi transpozisyon, basit transpozisyon,
koronal transpozisyon ve psddotranspozisyon). Ornegin Peck ve Peck [23] maksiller
ark i¢in, Papadopoulos ve ark. [7] ise maksillar ve mandibular ark i¢in tanimlama
sistemi dizayn etmislerdir. Santral kesici dis igin 11, lateral kesici i¢in 12, kanin i¢in C,
birinci premolar i¢in P1, ikinci premolar i¢in P2 ve birinci molar i¢in M1 kisaltmasini
vermislerdir. Fakat yazarlar ortak bir siniflandirma ve isimlendirme sistemi
gelistirememislerdir. Ayrica benzer kosullar i¢in kullanilan farkl: terimler de (6rnegin,
eksik transpozisyon, psddotranspozisyon, koronal transpozisyon ve basit
transpozisyon) kafa karisiklig1 olusturmustur.

Olusan bu karmasikligi ¢6zmek adina Rai ve ark. 2018 yilinda yeni bir
siiflandirma sistemi gelistirmislerdir [86]. Bu sistemi Pubmed ve Medline veri
tabanlarinda ‘tooth transposition’ anahtar kelimeleriyle ulagilan 494 makale iizerinde
calisarak sekillendirmislerdir. Diinya {izerinde hala kullanilmakta olan FDI ve Palmer
dental numaralandirma sistemlerinin avantajli yonleri kullanilarak sentezlenmis,
ortaya transpozisyonu biitlin yonleriyle tanimlayan bir sistem ¢ikarilmistir. Bu
sistemle birlikte transpozisyonun hangi disleri ilgilendirdigi, yer aldigi ¢eneyi ve
transpozisyonun tipini tanimlamiglardir. Ayrica unilateral/bilateral ayrimi yapmislar
ve ilgili dislerin siirme durumunu ve lokasyonunu belirtmiglerdir. Transpoze dislerin
tanimlanmasi su sekilde yapilmaktadir:

20



-T: Transpoze disleri tanimlamak i¢in kullanilir.
-F: Bukkaldeki (Fasiyal) disler i¢in iist isaretlerde kullanilir.
-P: Palatinaldeki disler igin iist isaretlerde kullanilir.
-I: Hem transpoze hem de gomiik disler i¢in iist isaretlerde kullanilir.
-E: Hem transpoze hem hala siirmekte olan/kismi stirmiis disler icin {ist isaretlerde
kullanilir.
-1 ila 8 arasindaki rakamlar, sirastyla santral kesici ve tigiincii aziya kadar olan disleri
temsil etmek i¢in kullanilir.
-1 sembolii, maksillar arki ifade eder, T1 gibi
-} sembolii, mandibular arki ifade eder, T| gibi
-Unilateral veya bilateral transpozisyon, duruma goére “T” nin solunda, saginda veya
her iki tarafinda da belirtilecektir.

Ornegin;

Sag tarafta tek tarafli maksiller kanin ve birinci premolar transpozisyonu 13%-
4P T geklinde gosterilir

Sol tarafta tek tarafli maksiller kanin ve birinci premolar transpozisyonu T13F-
4P geklinde gosterilir

Bilateral maksiller kanin ve birinci premolar transpozisyonu 13F-4PT13F-4P

seklinde gosterilir

-Eger bir dis tamamen siirmiisse, list karaktere F veya P eklenmez. Bununla

birlikte dis gdmiikse veya kismen siirmiigse iist karaktere sirasiyla I veya E eklenir.
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TRANSPOZISYON!

1
1 1

Sinif 1/ Sinif 11/
Tamamlanmamig Tamamlanmig
-Transpoze dislerden -Her iki disin de
yalnizca bir tanesinin pozisyonu degismistir
pozisyonu degismistir Komsu ve komsu [
-Sadece komsu dislerde | olmayan dislerde
gorulir gordlir
-Kanin — 1. Premolar
-Kanin - Lateral I 1
Tip A/ Kargilikli - Tip B/ Kargilikli —
I 1 Komsu Komsu Olmayan Tip C/ Karsilikli
Olmayan —
Tip A/ Koronal Tip B/ Radikiler Tip ¢/ Ortiisen Komsu Olmayan
Transpozisyon .
komsu disler Transpozisyon
arasinda goriiliir komsu olmayan
. digler arasinda
-Sadece kéklerin -Hem kok hem de kron -Kanin — Lateral 5 gorilir
-Sadece kronlarin pozisyonu yer normal pvozi§yonda Kanin—1. °
pozisyonu yer degistirirken, kronlar |J degildir premolar -Kanin - Santral
degigtlirirkgn, ka;letgjr normal pozisyondadir N Transpf){e digler _santral - Lateral -Kanin — 2. Premolar -Sade;e komsu ol‘mayan
normal pozisyondadir -Dis agilanmistir birbiriyle -Lateral - 1. dislerin transpozisyonu
-Dis agilanmigtir ortiismektedir. Premolar oldugu durumlarda goriiltr}
L leldirl -Hem kron hem de kok
paralelcirler normal pozisyonunda

degildir
-Transpoze disler,
birbirlerinin ark igerisindekil
normal pozisyonlarini isgal
etmez

-Kanin 1. molara dogru
-Kanin — Santral
-Kanin - 2. Premolar

Sekil 2.9 Giincel transpozisyon siniflamasi. [86] dan modifiye edilerek alinmistir.

Bu yeni smiflamayla birlikte transpozisyon siddetine ve ciddiyetine gore 2
sinifa ayrilmis, bu iki sinif da 3 alt birime ayrilmistir. Boylece klinik teshis ve tedavi
planlamasi kolaylagmistir. Bu siniflandirma Sekil 2.9°da gosterilmistir.

Smif 1 gegmiste psddotranspozisyon, basit, tamamlanmamis ya da kismi
transpozisyon olarak adlandirilan grubu igermektedir. Bu siniftaki digler tamamen yer
degistirmemekte ve yalnizca komsu dislerde goriilmektedir. Sadece kron veya sadece
kok yer degistirmistir veya dislerden birisi ektopik olarak siirmiistiir.

Siif II gruptaki dislerde ise transpozisyonlar tamamlanmistir veya ilgili
dislerin ikisinin pozisyonunda da degisiklikler olmustur. Komsu veya komsu olmayan
disler arasinda goriilebilmektedir. Bu gruba karsilikli ve karsilikli olmayan iki terim
eklenmistir. Karsilikli transpozisyonda, kanin ve lateralin transpozisyonu veya kanin
ve 1. premolarin transpozisyonunda goriildiigli gibi ark icerisinde birbirlerinin normal
konumuna yerlesmislerdir. Karsilikli olmayanda ise kaninin 1. Molara dogru olan
transpozisyonunda oldugu gibi  birbirlerinin normal konumlarmi isgal

etmemektedirler.
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2.3.1 Etiyoloji

Dental transpozisyonun etiyolojisi ile ilgili olarak bir¢cok goriis dile
getirilmistir. Bu goriisler 6zetle genetik, travma, yanlis pozisyonda olugsmus dental
tomurcuk, erken dis kaybi, persiste siit disi gibi mekanik interferenslerin de dahil
oldugu multifaktoriyel modelde bir etiyoloji ortaya koymuslardir. Fakat su ana kadar
belirli bir sebep sonug iliskisi kurulamamastir.

Dental transpozisyon ¢ogu zaman ii¢lincii molarlar disinda konjenital olarak
eksik disler, peg-shape maksiller lateral kesici digler [20, 23, 87], primer dislerin
persisyonu [88], siddetli rotasyonlar, inversiyon veya komsu dislere dogru ektopi [89],
komsu olmayan dislerin ektopik stirmesi [90], kok ankilozu [87, 90, 91] gibi dental
arktaki diger anomalilerle ve patolojik durumlarla bir arada bulunmaktadir. Bu ise
sendromik bir durumun isaretcisi olarak goriilmektedir [92]. Muhtemel etiyolojik
faktorler arasinda su problemler mevcuttur [92, 93]:

a) Kalitim: Dislerin ark igerisindeki konumu DNA igerisindeki dis
gelisimi ile alakali genler aracilifiyla belirlenmektedir. Sonug olarak transpozisyon;
ilgili bolgedeki genin anormal fonksiyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir [94]. Su ana
kadar yapilan genetik ¢aligmalardan ¢ikarilan sonuglara gore transpozisyon; ayni aile
agacinda sayisiz bireyde goriilmektedir [83, 95]. Ayrica kadinlarda erkeklere oranla
daha fazla goriilmektedir [96]. Transpozisyon akrabalar arasinda yaygin olarak
goriilmesi sebebiyle tiim etiyolojik sebepler arasinda en ¢ok kabul goreni olmustur
[97].

b) Travma: Transpozisyon kok ankilozu ile birlikte goriilebilmektedir. Bu
durumda komsu disler o bolgeye dogru rotasyon yapmaktadir. Bu da 6zellikle erken
cocukluk donemindeki (1,5-6 yas) travmalarin transpozisyona sebep olabilecegini
diistindiirmektedir [23, 98, 99].

c) Primer dislerin persistansi- primer ve daimi dislerin erken kaybi [23,
100]: Siit disi koklerinin geciken rezorpsiyonunda alttaki daimi dis germi uygun
pozisyonunda ¢ikamamaktadir. Maksiller 1. molarin erken kaybinda ise bilinmeyen
bir sebepten dolay1 maxiller kaninin distale dogru deplasmani tetiklenmektedir [23].
Tiim bunlarla birlikte, siit diglerinin persisyonu, transpozisyonun nedeninden ziyade
sonucu olarak da kabul edilmektedir [8, 20].

d) Posterior dislerin mesializasyonu sebebiyle ¢aprasiklik [101]: Dental
arktaki mesializasyona bagli goriilen c¢aprasiklik sebebiyle transpozisyon
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olusabilecegi diisiiniilmiistiir fakat su da bilinmelidir ki transpozisyon vakalarinin
¢ogunda normal dis dizilimi i¢in yeterli alan mevcuttur.

e) Kemik Patolojileri: Kemik icerisinde gelisim gosteren kist, timor vb.
olusumlar germlere etki ederek konumunda degisikliklere ve transpozisyona sebep
olabilmektedir [88, 100, 102-104].

f) Cene (Ozellikle mandibula) ve dis gelisimi arasindaki senkronizasyon
problemi: Dislerin siirmeye hazirlandig1 donemde goriilen ¢ene biiylimesi sebebiyle
dental transpozisyon olusabilecegi dngoriilmiistiir. Fakat bu teori dogrulanamamaistir
[100, 105].

g) Migrasyon: Daimi kanin 4-5 aylikken gelismeye baslamakta, kronu ise
6-7 yaslarinda tamamlanmaktadir. 11-12 yaglarinda siirmekte ve kok olusumu 13-15
yaslarinda tamamlanmaktadir. 4,5 yasinda maksiller kanin, 1. premolarin {lizerinde
yer alirken sonrasinda siit 1. molarin iizerinde konumlanmaktadir [88]. Daimi digin
erlipsiyon rotasi siklikla primer disin kok oryantasyonu tarafindan yonlendirilir,
ancak ¢ikan dis bagka bir dise yaklastik¢a rota degisebilmektedir. Cenelerdeki bosluk
durumlari, mekanik engeller ve degisen orandaki gelisim miktarlari, siiren diglerin
yoniinii etkileyebilmekte ve degistirebilmektedir. Maksiller kanin hem topografik
hem de zamansal bakis agistyla, dis arkindaki orjinal konumuna gelinceye kadar uzun
bir mesafe kat etmektedir. Yani maksiller kanin germinin anatomik olarak lokasyonu
ve uzun bir silirede siirmesi transpozisyona sebep olabilmektedir [106]. Mandibulada
ise en sik ektopik siirme goriilen dis lateral kesicidir. Bu dis normal eriipsiyon
yolundan sapabilmekte, primer lateral kesici ve primer kaninin lingual ylizeyi
boyunca distale dogru hareket edebilmekte ve gelismekte olan ikinci premolar
tizerinde stlirebilmektedir. Boylece daimi lateral siit 1. molarin erken diismesine
neden olabilmektedir. Daimi kanin ise normal pozisyonunda veya laterale gore
hafifce mesialde kalacak sekilde siirebilmekte ve transpozisyon ortaya ¢ikmaktadir.
Sonug olarak, maksiller transpozisyon, kanin germinin lokasyonunun ve siirme
rotasinin bir sonucudur; mandibulada ise, kalic1 lateral kesici digin distal gogiinden
kaynaklanmaktadir [107]. Mandibular kanin kaynakli transpozisyonlar da mevcuttur.
Omegin kanin ters yone dogru siirdiigiinde (inversiyon) veya santral keserler
arasinda transpoze olacak sekilde siirdiigiinde goriildiigii gibi [108].

h) Dis germlerinin yer degistirmesi: Dis gelisimin erken donemlerinde

dental laminadaki dis tomurcuklarinin [109] veya odontogenez esnasinda dis
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germlerinin yer degisimi [110, 111] rapor edilmis ve bunun transpozisyona sebep

oldugu diistiniilmiistiir.

2.3.2 Prevalans

Dental transpozisyon ¢ogu zaman dental arktaki diger patolojik durumlarla bir
arada bulundugu ve cinsiyete gore farkli oranda goriilme egiliminde oldugu daha 6nce
belirtilmisti. Ayn1 sekilde goriilme orani irklar arasinda da farklilik gostermektedir
[112]. Ayrica aym 1wrkta farkli yazarlar tarafindan farkli prevalans oranlari
belirtilmistir.

Daha Once yapilan ¢alismalarda su sonuglar elde edilmistir: Ruprecht ve
ark.’na gore (1985) [113] Suudi Arabistan’da %0.13, Chattopadyay ve Srinivas’a gore
(1996) [8] Hindistan’da %0.43, Umweni ve Ojo’ya gore (1997) [114] Nijerya’da
%0.14, Burnett’in (1999) [115] 590 Afrikali birey iizerinde yaptig1 ¢aligmaya gore
maksiller kanin ve 1. premolar transpozisyonu %0.51, Onyeaso & Onyeaso’nun
(2006) [116] 361 Nijeryali birey tizerinde yaptiklart calismaya gore %0.6, Hatzoudi
ve Papadopoulos’un (2006) [92] 1113 Yunan birey iizerinde yaptig1 ¢alismada %0.09,
Papadopoulos ve ark’nin (2010) [7] transpozisyon lizerine yayimlanan 591 makaleyi
derleyerek yaptiklari ¢aligmalarinda %0.33, Cho ve ark’nin (2012) [117] Hong-Kong
poplilasyonunda yaptigi calismaya gore maksillada transpozisyon goriilme sikligi
%0.81, Campoy ve ark’nin (2013) [118] 2888 Portekizli bireyde yaptigi calismaya
gore %0.2, Herrera-Atoche ve ark’nin (2014) [119] 670 Meksikal1 birey iizerinde
yiriittiigli calisgmada %2.38, Irish’in (2020) [120] 1886 Sahra Alt1 Afrikali bireyde
yurlittiigli ¢alismaya gore maksiller kanin ve ve 1. premolar transpozisyonu %0.32
oraninda goriilmiistiir.

Tiirk toplumunda ise transpozisyon goriilme sikligi soyledir; Yilmaz ve
ark.’nin (2005) [121] 5486 birey iizerinde yaptig1r calismada %0.38, Celikoglu ve
ark’nin (2010) [122] 6983 bireyde yaptig1 ¢alismaya gore %0.27, Biiylik ve ark.’nin
(2013) 1954 [123] hasta iizerinde yaptig1 calismaya gore %0.6 (12 birey), Celebi ve
ark.’nin (2015) [124] 3795 Orta Karadenizli birey iizerinde yaptig1 caligmaya gore
%0.28, Oz ve Kirzioglunun (2020) [78] 11750 Tiirk ¢ocugunda yaptig1 ¢aligmaya
gore ise %0.6’dir.

Sendromik hastalarda ise prevalans onemli oranda yiikselmektedir. Down

sendromlu hastalarda dental transpozisyon Shapira ve ark.’na gore (2000) [9] %14,29,
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Cheng ve ark.’na gore (2007) [125] Hong Kong’lu bireylerde %15, Nelson-Filho ve
ark.’na gore (2011) [126] Brezilyali Down sendromlu bireylerde %3.1, Bauer ve
ark.’na gore (2012) [127] %6.7, Sa ve ark.’na gore (2016) [128] %3.4 oraninda, DDY
hastalarinda ise Shapira ve ark.’na gore (2001) [10] %9.2, Heliovaara ve ark.’na gore
(2004) [129] %4,1, Eslami ve ark.’na (2013) [130] %S5.5 bilateral, %8 sag unilateral,
%3.1 sol unilateral toplamda %18.6, Yezioro-Rubinsky ve ark’a gore (2020) [131] 210
DDY’li Kolombiyali ¢ocukta %9,76 oraninda goriilmektedir.

Arastirmacilarin ¢goguna gore transpozisyon kadinlarda daha sik goriilmekle
birlikte unilateral olarak, maksillada ve sol tarafta daha yliksek oranda goriilmektedir
[10, 96, 132]. Unilateral goriilme egiliminde oldugunu savunanlarla birlikte bilateral
goriilme egilimi oldugunu savunan yazarlar da mevcuttur [110]. Bilateral olgularda
her iki yarim ¢enede de simetrik dislerde goriilmektedir [8] ve peg-shape lateral,
agenezi gibi dis anomalileriyle birlikte goriilme siklig1 daha yiiksektir [133]. Ayrica
Leonardi ve ark. (2011) [134] sella tursika morfolojisinde farklilasmanin (koprii

olusumu) dental tranposizyonla iligkili olabilecigini bulmustur.

2.4 Yeni Nesil Dizileme (YND)

DNA dizileme yontemi; genetik analiz caligmalarinda, kalitimsal hastaliklarin
tespitinde, yeni genlerin kesfinde, nadir hastaliklara sebep olan mutasyonlarin
tespitinde, fenotipik ve genotipik olarak heterojenite gosteren hastaliklarin teshisinde
rutin olarak kullanilmaktadir [135, 136]. Tarihte niikleotid dizileme analizini ilk
uygulayan kisi Wu’dur (1970) [137]. Sonraki siiregte Sanger ve ark.
dideoksintiikleotidleri (ddNTP) kullanarak DNA =zincir uzamasinin durdurulmasi
prensibine dayali enzimatik dizileme metodunu [138], Maxam ve Gilbert da DNA’nin
kimyasal reaksiyonlar ile béliinmesi sonucu agiga ¢ikan tiriinlerin jel elektroforezi ile
ayrildig1 bir yontem olan kimyasal degradasyon metodunu gelistirmislerdir [139]. Bu
yontemlerin yayginlik kazanmasi ve genis bir kullanim alani bulmasi; DNA’nin belirli
bir bolgesinin restriksiyon enzimleriyle kesilip in vitro olarak ¢ogaltilmas: yontemi
olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’nun 1986 yilinda Mullis ve ark. tarafindan
kesfedilmesi ile gergeklesmistir [140, 141]. Dizileme yontemlerinin ilk dénemlerinde
bir ucu radyoizotopla isaretlenmis primerler kullanilirken; sonraki donemde
radyasyonun sebep olabilecegi olumsuz etkiler de goz Oniline alinarak floresanla

isaretleme yoOntemine gecilmistir. Floresan boyalarla isaretlenmis ddNTP’lerin
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kullanildig1 Sanger dizileme yonteminde ¢ok sayida 6rnek ayni anda dizilenebilmekte
ve her bir yiiriitmede 400-800 bazlik DNA dizileri yiiksek dogrulukla
okunabilmektedir. Ayrica Sanger yontemi simdiye kadar en ¢ok kullanilan dizileme
yontemi olmustur.[136, 142]

DNA dizi analizleri, DNA restriksiyon enzimlerinin kesfi ve PZR’1n bulunusu
gibi teknikler ‘Insan Genom Projesi’ fikrinin ortaya ¢ikmasina &nayak olmustur. Bu
projeyle birlikte, insanlarin genetik haritas1 ortaya konulabilmekte, insanda hastaliga
sebep olan genler belirlenebilmekte, DNA klonlama ve hiicre dizileri i¢in topluma agik
havuzlar olusturulabilmektedir[ 143]. Bu projeye 1990 yilinda baslanmis ve projenin
ilk ayag1 olarak tanimlanan ilk insan genom dizilemesi 10 yillik bir siire sonunda 26
Haziran 2000’de tamamlanmistir [ 144]. Projenin tiimii ise 2003 yilinda tamamlanmis
ve sonuglar1 ayn1 yilda paylasilmaya baslanmistir. insan genom projesini olusturmak
amaciyla, 1990°dan 2003 yilina kadar temel olarak ‘Sanger’in dideoksi dizileme’
yontemi kullanilmistir [145]. Bu tip genetik calismalarda insan niikleik asit dizi
bilgilerinin kritik bir gorev gordiigii anlasilarak daha kisa siirede, daha diisiik emek ve
maliyetle cok daha hizli isleyecek sistemlere ihtiya¢ duyulmustur [146]. Bu asamadan
sonra ise ‘Yeni Nesil Dizileme (YND)’ olarak adlandirilan masif paralel dizileme
yontemleri ve cihazlar gelistirilmis ve ilk YND platformu 2005 yilinda kullanima
sunulmustur [147]. Insan genom projesi tamamlanip, bu yeni teknik gelistirildikten
sonra molekiiler genetikte yeni bir ¢i1gir agilmis ve ‘Post Genomik Cag’ baglamistir [5,
136]. Bu yontemle birlikte biiyiik miktardaki DNA’lar paralel dizileme sayesinde daha
kisa siirede incelenebilmis, yeni genler kesfedilebilmis, nadir hastaliklar ve genetik
mutasyonlart belirlenebilmis, heterojenite gosteren hastaliklarin tanis1 kolaylasmas,
bireysel tedavi yontemleri ve farmakogenezi gelistirilerek ‘Tipta Kusursuzluk Girisimi
(PMI)’ baglamistir [136, 148, 149]. Bu alanda kullanilan cihaz, kimyasal madde,
bilgisayar sistemleri ve yazilimlarindaki glincellemeler ve gelismeler aktif bir sekilde
devam etmekte ve her gecen giin ilerlemeler kaydedilmektedir [5].

YND teknolojileri avantajlariyla birlikte birtakim dezavantajlar1  da
beraberinde getirmistir. Sanger metodunda tek bir dizileme islemi yapilmakta ve
amplikon boylar1 okuma i¢in yeterli olmaktadir. Fakat YND platformlarinda ¢ok
sayida okuma yapilmakta ve amplikon boylar1 kisa olmaktadir. Bu sebeple genomun
baz1 bolgeleri net olarak belirlenememektedir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla ileri

bilgisayar yazilimlarina ihtiyag duyulmakta ve gelistirilmesi gerekmektedir. YND
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teknolojilerindeki ilerleme; dizileme yonteminin temelinden PZR’yi ¢ikarma yoniinde
ilerlemektedir. Yaygin olarak kullanilan ilk dizileme yontemi Sanger, ikinci nesil
dizileme yontemi PZR temelli masif dizileme, {igiincii nesil dizileme yOntemi ise
PZR’ye dayali olmayan YND yoéntemleridir [5]. Ugiincii nesil dizileme yontemlerinde
DNA amplifikasyonuna ihtiya¢ duyulmamaktadir ve bunlar icerisindeki en meshuru
nanopor yontemidir [150].

Teknolojik ilerlemeler ve YND yontemlerinin yayginlagsmasiyla birlikte Tiim
Genom Dizileme (TGD) daha kolay, daha ucuz ve daha hizli yapilabilir hale gelmistir
fakat rutin kullanim i¢in hala olduk¢a pahali bir yontemdir. Bu sebeple TGD’ye
alternatif olarak; Tiim Ekzom Dizileme (TED), hedeflenmis dizileme gibi yontemler
bulunmustur. Bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilanlar TGD ve TED yontemleridir

[151].

2.4.1 Tiim Genom Dizileme

Temel olarak 3 asamadan olusmaktadir. Ilk asamada kullamilan platforma
uygun olarak elde edilen genom, cesitli enzimler ve ultrasonik homojenizator
(sonikatdr) yardimiyla parcalarina ayrilmaktadir. ikinci asamada platform araciligiyla
DNA tek yonlii veya cift yonlii olarak dizilenmektedir. Son olarak elde edilen veri

analiz edilmektedir [151, 152].

2.4.2 Tiim Ekzom Dizileme

Bir genin protein kodlayan bodlgesine ekzon, bunlarin biitiiniineyse ekzom
denilmektedir. TED genomun biitiin protein kodlayan bolgelerini dizilemek igin
gelistirilmis bir tekniktir. Ekzomlar biitiin genomun yaklasik %1-2’sini olusturmakla
birlikte, hastaliklarin yaklasik %85°1 ekzomda meydana gelen degisimler sebebiyle
olusmaktadir[153].

Genetik hastaliklar 4 farkli kalitim bigimiyle gecis gostermektedir. Bunlar:

1- Tek gen (Mendelian) kalitim

2- Poligenik (Multifaktoriyel) kalitim
3- Mitokondrial kalitim

4- Kromozomal kalitim

TED yoOntemi mental retardasyon, sizofreni, otizm, epilepsi, konjenital
kardiyovaskiiler problemler, siliopatiye bagli sendrom ve hastaliklar, kronik
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dermatolojik problemler, ailesel igitme problemleri, gastrointestinal sendromlar, beyin
malformasyonlari ve immiinolojik rahatsizliklar gibi kompleks multifaktoriyel kalitim
gosteren hastalik gruplarinda yeni gen ve mutasyonlarinin arastirilmasinda
kullanilmaktadir [5, 154, 155]. Mendelyan hastaliklarda ekzon bolgelerinde mutasyon
goriilme ihtimali %85°tir [156]. TED yontemi ekzon bdlgelerini yiiksek oranda
tarayabilmektedir [157]. Bu ylizden Mendelyan hastaliklarin teshisinde ekzom
dizileme 6nemli bir analiz yontemidir [136, 158].

Dental transpozisyonun olusumunda travma, gelismekte olan dis
tomurcuklarinin yer degistirmesi, siirme yolunun degismesi, persiste siit diglerinin
varlig1 gibi birtakim teoriler 6ne siiriilmiis ve ayrica genetik olarak Otozomal Resesif
(OR) karakteristik 6zellik gdsteren mendelyan bir anomali olabilecegi diisliniilmiistiir.
Ancak transpozisyon vakalarmin ailesel kiimelenme gdstermesi ve dental
transpozisyon ile akraba bir anomali olan dental agenezinin Otozomal Dominant (OD)
gecisli bir anomali olduguna dair yayinlar bulunmasi sebebiyle dental transpozisyonun
da OD gegisli bir anomali olabilecegi ongoriilmektedir [159]. Son dénemde yapilan
caligmalarda multifaktoriyel kalitim 6zelligi gosterdigi de soylenmektedir [20, 95, 98,
106, 110, 112, 132, 160]. Dis hekimliginde olduk¢a nadir olarak goriildiigii daha
onceki ¢aligmalarda bildirilmistir [7, 161, 162]. Fakat bugiine kadar genetik temeli tam
olarak ortaya konulamamistir. Bu ¢aligmada; transpozisyona sebep olan genin ve
mutasyonlariin bulunmasi amaciyla, mendelyan hastaliklarin, nadir hastaliklarin ve

ailevi hastaliklarin teshisinde basar1 oran1 yiiksek olan TED yontemi kullanilmistir.
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3. MATERYAL - METOD

3.1 Orneklem Grubu

Bu calismaya 2017-2020 yillar1 arasinda Bezmialem Vakif Universitesi, Dis
Hekimligi Fakiiltesi, Ortodonti Anabilim Dali’na ortodontik tedavi amaciyla
basvurmus, klinik ve radyografik olarak kendisinde ve aile bireylerinden en az bir
tanesinde dental transpozisyon teshisi kesinlesen ve projeye katilmay1 kabul eden 3
olgu ve ailelerinden birer kisi dahil edilmistir. Daha 6nce yapilmig olan arastirmalarda
kullanilan yontemlerle elde edilen genler/degisimler power analizi igin gerekli ve
yeterli bilgiyi bize saglamamaktadir. Dolayisiyla gen ve degisimlerin degisimini
gozlemleyebilmek adina bir pilot calismaya karar verilmistir. Etyolojisi bilinmeyen bir
hastalikta aday gen arastirma calismalari bazen 1-2 ailede hatta 1-2 hastada
stirdiiriilmektedir. Bu ¢aligsmalar sonucu aday olabilecek genler belirlenmektedir [163-
165]. Bizim ¢alismamizda da Orneklem grubu literatiirdeki bu tip caligmalar goz
onilinde bulundurularak 3 aileden 6 birey olarak belirlenmistir.

Calisma etik acidan Bezmialem Universitesi Etik Kurulu Tarafindan
06.06.2018 tarihinde 11/28 karar no’su ile onaylanmis ve Bezmialem Universitesi

Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: 9.2018/6).

3.2 Yontemler

3.2.1 Klinik muayene

Olgularin ekstraoral ve intraoral muayeneleri projeye dahil olan hekimler
tarafindan yapilmis ve panoramik radyografileri incelenmistir. Etkilenmis bireylerin

fotograf ve radyografileri arsivlenmistir.

3.2.2 Calismada kullamlan ekipman ve sarf malzemeler

* Mikrobrush Seti (True Line Transport Swab)
* 0.2 — 1.5 ml Eppendorf
* Buzdolabi

* Derin Dondurucu
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* DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)

» Santrifiij (Hettich Zentrifugen MIKRO 200 R)

* Termal Dongii Cihazi (PZR igin)

* Nanodrop spektrofotometre

* Qubit® 3.0 Florometre

* TED Cihaz1 (Illumina Novaseq 6000)

* TED i¢in kiitiiphane cihazi (xGen Exome Research Panel v1.0)

* Magnetic AMPure XP beads (Beckman Coulter A63880, ABD)

* Bilgisayar Programlar1 (CLC Biogenomics Workbench, Linux tabanl

annotasyon pipeline, Alamut Visual, Excel)

3.2.3 Siiriintiiden DNA elde etme prosediirii

Bireylerden mikrobrush swab ¢ubugu (Sekil 3.1) ile elde edilen agiz i¢i epitel
doku oOrneklerinden ‘GENETIKS® Genetik Hastaliklar Tani  Merkezi ve
Laboratuvarlari’nda DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) (Sekil 3.2) araciligiyla
DNA elde edildi. Bu siirecte iireticinin talimatlar1 (DNeasy Blood & Tissue Handbook
07/2006) dogrultusunda asagidaki siralama takip edildi:

1- Ag1z icerisinden swab ¢ubugu ile alinan 6rneklere 1 ml PBS soliisyonu
eklendi ve o giiniin aksamindan sabaha kadar 56 °C etiivde bekletildi. Sonrasinda
swab tiipiiniin i¢indeki tiim 6rnek ependorfa aktarildi. Bu ependorf tiipii santrifiij
cihazinda (Hettich Zentrifugen Universal 32 R, Almanya) 14000 rpm’de 8 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonucu iistte kalan kisim (siipernatan) atildi.

2- 20 pl proteinaz K eklendi, karisim vortekslendi ve doku tamamen
pargalanana kadar 56 °C’de inkiibe edildi. Numuneyi yaymak i¢in karigim
araliklarla vortexlendi.

3- 15 sn vortekslendi ve numuneye 200 pul Tampon (Buffer) AL eklendi
ve tekrar vortekslendi. Sonrasinda 200 pl etanol (96-100%) eklendi ve homojen bir
karisim elde etmek icin vorteks araciligiyla vakit kaybetmeksizin iyice karigtirildi.

4- 3. adimdan elde edilen karisim, DNeasy Mini spin kolonuna
yerlestirilen 2 ml'lik bir toplama tiipiine pipetlendi. 1 dakika boyunca >6000 x g
(8000 rpm) santrifiijlendi. Flow - through ve toplama tiipiiyle birlikte ¢ikarildi.

31



5- DNeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml'lik toplama tiipiine yerlestirildi.
500 pl Tampon AW1 eklenerek >6000 x g (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi.
Toplama tiipii ve flow - through atildi.

6- DNeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml'lik toplama tiipiine yerlestirildi.
500 pl Tampon AW2 eklendi ve DNeasy membranini1 kurutmak i¢in 20.000 x g
(14.000 rpm) 3 dakika santrifiijlendi. Toplama tlipii ve flow-through atildi. Bu
asamada membrani kurutmak dnemlidir. Ciinkii artik etanol miiteakip reaksiyonlara
miidahale edip sonuglart etkileyebilir. Santrifiijleme agamasini takiben DNeasy
Mini spin kolonu dikkatlice ¢ikarildi. Ciinkii kolon, etanol i¢eren flow througha
temas etmemelidir.

7- DNeasy Mini spin kolonu temiz bir 2 ml mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirildi ve 200 pul Tampon AE dogrudan DNeasy membranina pipetlendi. Oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edildikten sonra eliisyon i¢in >6000 x g (8000 rpm) 1
dakika santrifiijlendi.

8- Maksimum DNA verimi i¢in 7. adimda agiklandig gibi eliisyon bir kez
daha tekrarlandi. Kolon atilarak DNA elde edilmis oldu.

NdNLEOLINN NINOAANNS FTHALS

AYMS LHOJSNYHL

Sekil 3.1 Agiz i¢i epitel doku ornegi almak igin kullanilan swab ¢ubugu.
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Sekil 3.2 Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit.

3.2.4 Tiim ekzom dizileme

Siiriintiiden elde edilen DNA 6rnekleri'nin TED islemi; ‘GENETIKS’ Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezi ve Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir. Ekzom dizileme
oncesinde her birey i¢cin DNA kiitiiphanesi olusturulmasi gerekmektedir. Bu islem

stirecinde ‘xGen Exome Research Panel v1 protokolii kullanilmistir.

3.2.5 TED i¢in kiitiiphane hazirhg:

DNA kiitiiphanesi olusturulmasi oOncesinde, elde edilen DNA’nin kalite
parametrelerinin 6l¢iilmesi gerekmektedir. Bu 6l¢lim i¢in 3 yontem kullanilmaktadir.
Nanodrop spektrofotometre ile DNA konsantrasyonlarin1 belirlemek amaciyla Azeo
/A280 ve Aze0 /A230 oranlarina bakilmakta, her iki oranin da >1.8’den biiyiik olmasina
dikkat edilmektedir. Ardindan o6rnekler 1% agaroz jel elektroforez ile kosularak
DNA’nin saglamligima karar verilmektedir. Yiksek kalite DNA’lar tek bir bant
halinde ve >50kb olarak goriintilenmektedir. Ayrica elde edilen Ornegin
konsantrasyon kalite 6l¢timii ‘QUBIT florometre’ ile de yapilmaktadir.

Kalite kontrolii yapilan 6rnekler ses dalgasi teknolojisi (sonifikasyon) yontemi
ile pargalanmaktadir. Toplam konsantrasyon 1 pug ve son hacim 50 pl olacak sekilde
hazirlanan Ornek, sonikator cihazi kullanilarak DNA fragmanlara ayrilmaktadir

(Fragmantasyon). xGen Exome Research Panel protokolii’'nde Illumina Platformu

tarafindan temin edilen KAPA® Hyper Prep Kit, TruSeq ve Nextera DNA Library
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Prep Kits kullanilmaktadir. Bu kitler fragman uzunluklarinin 150-350 bp olacak
sekilde kirilmasini tavsiye etmektedir.

Fragmantasyonun ardindan ‘T4 DNA polymerase’ ve ‘T4 polynucleotide
kinase blunt end’ ile DNA uglar1 tamir edilerek diiz bir hale getirilmektedir (paired—
end pre-capture library).

Sonrasinda fragmentlerin 3’ ug¢larina bir Adenin bazi eklenmekte, ‘Illumina’
tarafindan tasarlanmis adaptorler ile ligazlanarak kiitaphane olusturulmaktadir.

Adaptor eklenmis DNA fragmentleri, kit icerisinde hazir gelen primerler
kullanilarak PZR ile amplifiye edilmektedir. Bu protokolde 95°C ve 65°C olmak tizere
2 farkli sicaklikta ayarlanan 2 termal siklus cihazi kullanilmaktadir.

Bu siiregteki her bir asamanin sonunda ornekler protokol geregi ‘Magnetic
AMPure XP beads (Beckman Coulter A63880, ABD)’ kullanilarak {ireticinin
tavsiyeleri dogrultusunda yikanmaktadir.

PZR’nin ardindan QUBIT florometresi kullanilarak 6rneklerin miktar1 tayin
edilmekte ve 500 ng’den yiiksek DNA ornekleri ile ‘ekzom yakalama’ asamasina

gecilmesi tavsiye edilmektedir.

3.2.6 DNA hibridizasyonu ve ekzom yakalama

Her bir bireye ait 500 ng ve daha biiyiik olan 6rnekler o bireye ait tek bir tiipte
birlestirilip ‘Human Cot DNA’ ve ‘xGen Blocking Oligos’ eklenerek hibridizasyon
islemi uygulanmistir. SpeedVac System ile tamamen kurutulan ornekler xGen
Hybridization and wash kit protokoliine uygun olarak kristaller ¢6ziinesiye kadar 65°C
de termal siklus cihazinda bekletilmistir.

Streptavidin boncuklari ile yikama agamasindan 6nce protokole uygun olarak
tampon hazirlanmistir. Hazirlanan bu tamponlar ‘LoBind’ tiipiine alinarak ‘Boncuk
Resiispansiyon Karigimi’ hazirlanmastur.

Sonrasinda ‘streptavidin boncuklar1’ ve daha 6nce hazirlanan tamponlar ile 10
asamada yikanmistir. Bylece tiipiin altinda kalan supernatan maddeler streptavidin
boncuklar1 ile magnetlenmistir.

Streptavidin boncuklar1 ile yikama sonrasi bead capture yapilmis ve protokole
uygun olarak PZR ile tekrar bir isitilmis yikama isleminden gegirilerek DNA

saflastirilmistir.
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Saf DNA elde edildikten sonra amplifikasyon islemine gecilerek post-capture
PZR islemi uygulanmistir. Orneklere Amplification Reaction Mix primerleri
eklenerek PZR ile 98 °C’de amplifikiye edilmistir ve boylece DNA ¢ogaltilmigtir.

Amplifikasyon sonrasi olugan kotii ve yeterli kalitede olmayan fragmanlar
purifiye edilmistir. Bu amagla ‘Agencourt AMPure XP boncuklar’ ile 6rnek temizlenip
son haline getirilmistir.

Dizileme islemine geg¢ilmeden once validasyon ve kiitiiphane kalite
parametrelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla florasan bazli bir yontem
olan Qubit dsSDNA HS Assay kit veya PZR temelli qPCR kiti olmak iizere 2 yontem
kullanilmaktadir. Bizim c¢alismamizda Qubit Florometre kullanilmistir. Eger elde
ettigimiz 6rneklerin uzunlugu (150~bp) ve miktar1 (>1.9 ng/ul) biiyiik ise dizileme

islemi i¢in uygun kabul edilmistir.

3.2.7 Akim sitometri ve dizileme hazirhg:

Dizileme islemi elde edilen fragmanlarin kiimelenmesini ve dizilenmesini
icerir. Illumina NovaSeq 6000 cihazi kullanildig1 i¢in kiime formasyonu kendi
sisteminde yapilmaktadir. Ornekler ¢ift taraftan 2x150 bp olacak sekilde kitin
ongordiigii sekilde ‘Illumina NovaSeq 6000 platformlart’ (Sekil 3.3) kullanilarak
dizilenmistir. ik okumanin ardindan adaptérler okunmakta, ikinci okuma icin cihaz
tarafindan akim hiicre dlgere bir soliisyon enjekte edilmekte daha sonra diger ugtan
ikinci okuma baglamaktadir. Bu okumanin amaci; ayni fragmanlar1 diger ugtan da
okuyarak verinin dogrulugunu arttirmaktir. Ham veriler Illumina base calling yazilimi
ile iglenmistir. Bu islem sonucunda 35,67 GB biiyiikliigiinde FastQ formatinda

degisim-varyant verisi elde edilmistir.
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Sekil 3.3 Illumina tarafindan gelistirilen ekzom dizileme cihazlar.

3.2.8 Degisim analizi, filtreleme ve isimlendirme (Annotation)

Bu asamada calisma grubumuzdaki bireylerin, normalden sapmis olan
degisimlerinin analiz edilip belirlenmesi ve isimlendirilmesi planlanmistir. Bu iglem

i¢cin dizilenen Orneklerden elde edilen veriler; referans genom ve popiilasyon veri

tabanlar1 ad1 verilen ve stirekli giincellenen uluslararasi veri tabanindaki bilgilerle
kiyaslanmustir.

Referans genom, bir canli tiiriiniin bilim adamlar tarafindan dizilenmis ve bir
araya getirilmis temsili DNA dizisidir. Birkag¢ bireyden dizilenmis DNA'dan bir araya
getirilerek olusturuldugu igin, referans genom her bir bireyin tim genomunu tam
olarak temsil etmemekle birlikte, insan ve fare referans genomlar1 Genom Referans
Konsorsiyumu (GRC) tarafindan gelistirilip yenilenmektedir. GRC daha az bosluk
iceren yeni hizalamalarla ve dizideki hatalar1 diizelterek referans genomunu
gelistirmektedir //66/. Calismamizda kullanilan yazilim ve uluslararasi veri tabanlar
asagidaki listede verilmistir;

1. CLC Bio Genomics Workbench

(http://resources.giagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/551/i

ndex.php?manual=Download reference genome.html)

2. gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/)
3. The Human Gene Mutation Database (HGMD)

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)

4. Clinvar ID (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/clinvar/xml/)
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8.
9.

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://omim.org/)

dbSNP (Single Nucleotid Polymorphism) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)

. NHLBI Exome Sequencing Project Frequency (ESP),

(https://evs.gs.washington.edw/EVS/)

Exome Aggregation Consortium (ExAC) (http://exac.broadinstitute.org/)

HapMap Europeans (http://hapmap.org)

10. 1001 genomes Project (http://www.internationalgenome.org/)

11. NHLBI Trans-Omics for Precision Medicine (TOPMed)

(https://www.nhlbiwgs.org/)

12.  Alamut Visual Software (https://www.interactive-biosoftware.com/alamut-

visual/)

[llumina NovaSeq 6000 cihazindan FastQ formatinda elde edilen verilerdeki

normalden sapmis degisimleri belirlemek amaciyla ¢alismamizda ‘CLC Bio Genomics

Workbench’ (CLC Bio, Denmark) (Sekil 3.4) yazilimi kullanilmistir.

2 CLC Genomics Workbench 12,07 = s /15
File Edit View Download Toolbox Workspace Help
o o 5
[EREN = v = s Z 8 g g &
now New S Inpo Epor Guphcs Pt lunh Undo Redo Gt Copy Pae Delte Workpace Plugins Reterences Dowrload Workiows
I 4= 165 rmwa sample (pared) X

) @ @ w ~ [ sequence Ut settngs
! ! ! ! | 7 Humbers on sequences A
D000000-AD7ER:1:1102:8047:7748 1.0:178_CCTACGGGGGBCAGCAD T GGGGAATATT GCGCAATGGGCGAAAGCCTEACGCAGCGACGCCECGTGGGGGAT GAAGGCCT TCBEGT TGTAAACCE

Qualty scores

Relatve to 1

[/] Numbers on plus strand

T T T T ] Hide labels
D000000-AD7E:1:1102:8047:7748 2N.0:178 [GACTACTCGGGTATCTAATCOTGT TCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGGTAAGGCCCAGAGAAT CGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTC

Quatty seeres, NONNNN000NNONNNNNO AN ORI DA AN AOANN NN AAANANNNOAANANNONNOANANNNANACAANNNNANT

7] o abels

) P w
| v v v
D00000-AD7ES 111026545 17067 10178 ECTACGGGGGGCAGCADT GGGGAATT TTGCACAATGCCCGAAAGGGTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGAT GAAGGCCT TCGEGTCGTAAACCT

Quaiy scores, NNONNNONN0NN AN AN AN NN AAONNNANANAANANANNOANANANANT

] T
D00000-AD7E3:1:11026545:17097 2N.0:178 [GACTACACGGGTATCTAATCOTGT TTGCTCCCCTAGCTTTCGCGCCTCAGCGTCGGTTATGGTCCAGGTAGCCGCTTTCGCCGCAGGTGTTCCTC

Quay scores, INNONNNO0ONN NN A A N A A NN AONNANANOANNNANNCANNNANANT
D000 ADTES 1:1103 285412662 10178, @rs&eommrrssAoAnececémAsccmncmsccmsécscsmeommsAAaecoéTAoesTmmMocc

Qualtysceres, NN A A A A AN AN A=A ONOCA0C

= © & @ show

] T 0 i
D0000-ADTE3:1:1103:28544:12692 2N.0:178 [GACTACCCGGGTATCTAATCOTGT TTGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTACCGGGCCAGT GAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTE

Qualty sceres NN IO AN nne (A OO

T 0 )
D0000-ADTE3:1:1103:10971:14677 1:N.0:178 CCTACGGGAGGCAGCART GAGGAATT TTCCGCAATGGGGGA T GAGCG GCGTGTGGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACCA

i T 0
P0000-ADTES:1:1103:10971:14677 2N 0:178 [GACTACCGGGGTATCTAATCOCGT TTGCTCCCCTAGCTTTCGCTCCTCAGTGTCAGAACAACCCCAGATGATCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTC

Qualy scores
¢ | Residue coloring o)

Nucleoide info

« i =
CEBELN =] Help Save View.

He...

Sekil 3.4 CLC BioGenomics Workbench yazilimindan bir goriiniim.

Haritalama islemine ge¢cmeden Once bu yazilim araciligiyla su islemler

yapilabilmektedir;

-FastQ verilerinin kalite puanlarina gore (Phred Score) kalite trimi
-Belirsizlik-Anlamsizlik trimi
-Adaptor trimi (otomatik veya ayr1 bir Adaptdr Trim Listesi ile)

-Baz trimi (Okumalarin 3 'veya 5' ucunda belirli sayida bazi kaldirmak i¢in)
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-Uzunluk trimi (Belirtilen bir esikten daha kisa veya daha uzun olan okumalar1
kaldirmak i¢in) gibi se¢enekler sunmaktadir. Her bir okumada, dizinin kaldirilacak
bolgeleri i¢in yapilacak trim tiirii, trim iletisim kutularinda yapilan segimlere gore
bagimsiz olarak belirlenmektedir. Her iki uctan orijinal okumanin en biiyiik bolgesini
kaldiran kirpma isleminde, diger trimlerle ayni bolgenin bir kismi kaldirilacagi igin,
diger trim iglemleri goz ardi edilmistir.

Tim bu kirpma ve diizeltme islemleri sonucunda elde edilen veriyle tiim
yiiksek ¢iktili dizileme islemlerinde temel bir basamak olan haritalama-eslestirme
asamasina gecilmistir. Bu islem ayni yazilimin igerisinde bulunan ‘Map Reads to
Reference’ fonksiyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Bdylece calismamizdaki
bireylerin genleri referans dizi olan ‘GRC Human Genome Build 37, Human Genome
19 haploit insan genomuna haritalanmistir. Haritalama sonrasinda lokal bir yeniden
hizalama yapilmistir. Bu yeniden hizalamanin amaci, mevcut bir haritalamadaki
okumalarin hizalamalarini iyilestirmektir. Bunun sonucunda ‘Binary Alignment Map
(BAM)’ formatinda veriler elde edilmistir.

Sonlandirilan  BAM dosyalar1  kullanilarak yine ‘CLC Bio Genomics
Workbench’ yazilimi igerisindeki is akisina uygun olarak degisim cagirma (Low
Frequency Variant Detection) gerceklestirilmistir. Normalden sapmis goziiken
niikleotidlerin, basit bir dizileme hatasi sonucu olup olmadigini anlamak amaciyla
veya Ornekte bilinmeyen bir siklikta bulunan bir referansin bir veya daha fazla alel
olmasiyla daha iyi aciklanip agiklanmadigini belirlemek icin her bir degisim
bolgesinde istatistiksel test yapilmistir. Ikinci segenek séz konusuysa, anlaml alele
karsilik gelen bir degisim tahmini frekansta ¢agrilmistir.

‘CLC Bio Genomics Workbench’ yazilimi igerisindeki is akisina uygun olarak
DNA degisimlerine islevsel bilgiler atanmistir. Bu sayede drneklerimizin normalden
sapmis degisimleri filtrelenerek isimlendirilmis ve FastQ’ya gore ¢ok daha diisiik
boyutlu olan ‘Variant Call Format (VCF)’ dosyalari elde edilmistir [167]. Elde edilen
tiim de novo, homozigot, birlesik heterozigot, heterozigot ve hemizigot degisimler
goriintiilenmistir.

Daha sonra ‘Linux’ tabanli pipeline (Sekil 3.5) araciligi ile “VCF’ dosyalari
anote edilerek ‘aVCF’ formatina donistiiriilmiis ve tim degisimler ‘Excel’ dosyasi

haline getirilmistir (Sekil 3.6).
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tvefannos

VCF to aVCF/lates

CPU History

Memory and Swap History
98 gnome-systen-nonita
39 /usr/bin/gnone-shel
fiop
e/chrone
P Hemo o SWD

4GiB (22,2 1Gi 48,0 MIB (0,5%) of 30,0GIB
Network History
r/bin/gnome-shel

thon3 /usr/bin

pt/google/chrone/chrone --typeare

A30219 5 fr  5_174156168_T/C v
A 5 c [ £ F G H ) 3 L M N o 3 Q R s i u v
30215 5_172660894_C/G 395 C G EE ccGlecC NKX2S HET Synonymot - 53131915 - B B B -
30216 5_172662024_T/C 202 T c 21E gaA/gaG  NKX2-5 HET synonymot benign  rs2277923 - - - - NKX2
30217 5_172662024_T/C 2927 c 21 E g2A/gaG  NKX2-5 HET synonymot benign rs2277923 - - - - NKX2:
30218 5_172662024_T/C 292 T C 21 E gaA/gaG _ NKX2-5 HET synonymot benign 52277923 - - - - NKX2-
30219|5_174156168_T/C 474 T [4 129 M/T aTg/aCg  MSX2 HOM missense_v benign rs4242182 rs4242182 - - - Msx2
30220 5_174868840_T/C 2208 T C 221s tcA/tcG DRDL HOM synonymot - rs155417,(- B B B DRDL
30221 5_174937193_C/T 596 C T 139 D gaC/gaT  SFXNL HET synonymot - 152662170 - - - - -
30222 5_174937193_C/T 539 C T 78D gaC/gaT  SFXNL HET synonymot - 152662170 - - - - -
30223 5_174937193_C/T 568 C T 139 D gaC/gaT  SFXN1 HET synonymot - rs2662170 - - - - -
30224 5174937193 _C/T 596 C T 139 D gaC/gaT  SFXN1 HET synonymot - rs2662170 - - - - -
30225 5_174937193_C/T 567 C T 78D gaC/gaT  SFXNL HET synonymot - 152662170 - - - - -
30226 5_174937193_C/T 568 C T 139 D gaC/gaT  SFXNL HET synonymot - 152662170 - - - - -
30227 5_174937193_C/T 555 C T 139 D gaC/gaT  SFXNL HET synonymot - 152662170 - - - - -
30228 5_174937193_C/T 568 C T 139 D gaC/gaT  SFXN1 HET synonymot - rs2662170 - - - - -
30229 5_174937193_C/T a75 C T 78 D gaC/gaT  SFXN1 HET synonymot - rs2662170 - - - - -
30230 5_175792605_6/C 1356 c 3L ctG/ctC  ARLLO HoM synonymot - 152303667 - - - - -
30231 5_175792605_6/C 104 6 c 3L CtG/ctC ARLLO HOM synonymot - 152303667 - - - - -
30232 5_175792605_6/C 1356 c 3L CtG/ctC ARLLO HOM synonymot - 152303667 - - - - -
30233 5_175792605_G/C 129 G c 3L CtG/ctC  ARL10 HOM synonymot - rs2303667 - - - - -
30234 5_175792605_G/C 103 6 c 3L CtG/ctC  ARL10 HOM synonymot - rs2303667 - - - - -
30235 5_175811095_-/GT 809-810 - GT 196 R/HX cgt/cACgt NOP16 HOM frameshift_- rs5698985 - - - - -
30236 5_175811095_/GT 973974 - 6T 195196 /X -/Ac NOP16 - - HOM splice_don - 155698985 - - - - -
30237 5_175811005_-/GT 806-807 - GT 195 R/HX cgt/cACgt NOP16 5.May - HOM frameshift_ - 1$5698985 - - - - -
30238 5_175811095_/GT 970971 - GT 194-195 /X -/AC NOP16 - - Hom splice_don - rs5698985 - - - - -
30239 5_175811095_-/GT 1004-1005 - GT 181182 /X -/AC NOP16 - - HOM splice_don - rs5698985 - - - - -
30240 5_176002144_A/C A C 185 | atA/atC  CDHR2 A?u.32 - HOM synonymot - rs4242200 - - - - -
30241 5_176002144_A/C 643 A c 185 1 atA/atC  CDHR2 Muz - HoM synonymot - 154242200 - - - - -
30242 5_176004476_T/C 1545 T c 424 V/A gTg/eCg  CDHR2 132 - HOM missense_v - 151113498 rs1113498 - - - -
30243 5_176004476_T/C 1359 T c 424 V/A gTe/eCs  CDHR2 1332 - HOM missense v - 151113498 rs1113498 - - - -
30244 5_176005477_C/T 1960 C T 562 D gaC/gaT  CDHR2 16/32 - HOM synonymot - rs2358747 - - - - -
30245 5_176005477_C/T 1774 € T 562 D gaC/gaT  CDHR2 16/32 = HOM synonymot - rs2358747 - - - - -
30246 5_176011885_G/A 2881 G A 869 A gcG/gcA  CDHR2 1962 - HOM synonymot - 154868660 - - - - -
30247 5_176011889_G/A 2695 G A 869 A gcG/gcA  CDHR2 1952 - HOM synonymot - 154868660 - - - - -

Sekil 3.6 Excel haline getirilmis degisim dosyalaridan bir gériiniim.

3.2.9 Degisim yorumlanmasi

Anotasyon sonrast elde edilen degisim/genler asagidaki kriterlerden en az bir
tanesini tastyorsa onceliklendirilmistir:
1) Daha once bilinen genlerden olmasi
2)  Dental gelisimde rol oynayan bir yolagin i¢inde yer almasi
3) Dental transpozisyon ile akraba dental ageneziye bagli bir yolagin

icinde yer almasi
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4) DDY ve Down sendromu gibi dental transpozisyonun goriildiigii
sendromlara sebep olan bir yolagin i¢inde yer almasi

5) Minor Alel Frekans (MAF) degerinin popiilasyon c¢aligmalariyla
uyumluluk gostermesi

Daha once dis gelisim yolaginda yer aldigi, transpozisyona- ageneziye sebep
olabilecegi diisiiniilen, DDY ve Down sendromunda rolii oldugu diisiiniilen hedef
genler literatiire gore belirlenmistir. Tiim hedef genler Tablo 3.1°de verilmistir. Tlk
etapta Tiirk popiilasyonundaki prevalans ¢alismalari ile uyumlu olacak sekilde MAF
degeri <%0,6 (0,006) olarak belirlenmis ve bireylerin bu degere uyan tiim degisimleri
saptanmistir. Ikinci olarak MAF degeri <%0,6 olan degisimler igerisinde daha &nce
belirledigimiz tiim hedef genler filtrelenmistir. Uglincii asamada ise aileler icinde ve
aileler arasinda ortak olan genler tespit edilmis, protein kodlama bdlgesinde olmayan
degisimler ¢ikartilmis ve kalittm modeli ile uyumlu olan degisimler
degerlendirilmistir.

Ayrica degisimlerin isimlendirilmesi i¢cin Human Genome Variation Society
(HGVS) nomenclature v15.11 (https://varnomen.hgvs.org/) [168] kullanilmistir.
Saptanan degisimler patojenik degerine gore siniflandirilirken ise ACMG (Amerikan
Tip Genetigi Koleji ve Genomik ve Molekiiler Patoloji Dernegi) 2015 kriterlerine

[169] dayali Varsome (https://varsome.com/), Gene-Tool (https:/gene-tool.com),

Intervar (https://wintervar.wglab.org/), Franklin (https://franklin.genoox.com/clinical-

db/home), SOPHIiA DDM® (Saint-Sulpice, Isvigre) gibi farkli biyoinformatik veri

bankasi ve yazilimlar1 kullanilmistir. Degisimler Patojenik (P), Muhtemel Patojenik
(LP), Benign (B), Muhtemel Benign (LB), Onemi Bilinmeyen Degisim (VUS) olarak

siniflandirilmastir.

40



Tablo 3.1 Dis gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen hedef genler.

. c . . . DDY-

Dis Gelisimi Agenezi Down
ACAN CREB3LI | GLII RNF43 ANTXRI | NFATC3 | CDH?2
ADAMTS9 | CSF1 GLI2 ROR2 APC PITX2 | DCR
AMBN CTNNBI | GLI3 RUNX2 AXINI PTCHI | DVLI
AMELX DKKI IGFBP3 | SLITI AXIN2 PTH DVL2
APC2 DLXI IGFBP4 | SMAD2 BCOR SFRPI__| DYRKIA
AQPI DLX2 KLK4 SMADG BMP4 SFRP2 | EDA2R
AQPI0 DLX3 LAMA3 SMAD7 CDH23 SHH ERBB2
AQP3 DLX4 LEFI SMOC2 COLI741 | TBX2 FGF
AQP4 DLX5 LHX6 sox2 COLIA2 | TGFA | IRF6
AQPS DLX6 LHX8 SP3 DKK2 TGFB3 | MIDI
AQP6 DSP. MMP2 SP6 EDA TSPEAR | MYC
BAMBI DSPP MMP20 | TBXI EDARADD | WNT1 | NECTINI
BARXI DUSP6 | MSX1 TGFBI EGFR WNT2 | PVR
BARX2 EDAR | MSX2 TNF FGFI3 WNT3 | SHH
BCLIIB EGF NFKBI TNFRSF11B | FGFRI WNT34__| SKI
BCL2 EGRI NFKB2 TUFTI FRZB WNT4 | TBX22
BMP2 ENAM | NFKBIA | ZNRF3 GREM2 | WNT54 | TGF
BMP6 ENPPI__| NOTCHI HYD2 WNTSB | TIMP2
BMP7 FGF1 NOTCH2 IKBKG WNT6 | TP53
BMP7 FGF3 NOTCH3 KDFI WNT74__| TP63
BSG FGF4 NOTCH4 KREMENI | WNT7B__| WNT
CACNAIS _| FGF5 OSR2 LAMB3 WNT94
CcAVI FGF6 PAX9 LRPS WNT9B
ccL? FGF7 PITX] LRP6 WNT104
CCN2 FGF8 POSTN. LTBP3 WNTI0B
CDH3 FGF9 PRICKLE2 MMPI WNTI1
CDKNIA | FOXEl | PTHIR MMPI3
COLIAl GATAI | PTN MMP9

Transpozisyonun potansiyel sebebi olarak 6n goriilen degisimler PubMed,
dbSNP, Genecards, gnomAD, UCSC Genome Portal, COSMIC, ClinVar ve OMIM
veritabanlarinda, hayvan modellerinde ve kodlanmis proteinin doku ekspresyonunda,
gen fonksiyonu ve fenotipi bakimindan analiz edilmistir. Ayrica Alamut Visual
yazilimi (Interactive Biosoftware, Rouen, France) kullanilarak degisimlerin 6zellikleri
degerlendirilmistir. Elde edilen bu genler dental transpozisyonun potansiyel sorumlusu

olarak kabul edilerek biyoinformatik analiz siireci tamamlanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Biyoinformatik analiz siireci.
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4. BULGULAR

Caligma grubumuzda 3 aileden 3 indeks ve 3 etkilenmis ebeveyn olmak iizere
toplam 6 kisi yer almustir. Indeks bireylerin 3ii’de kadin idi. Ebeveynlerin de 2’si kadin
1 tanesi erkek idi. Toplamda ise 5 kadin 1 erkek birey calismaya dahil edilmistir.
Calismaya katilanlarin her birisinde maksiller kaninlerde dental transpozisyon tespit
edilmigtir. 1. ailedeki indeks bireyde 13 ve 14, ebeveynde 22 ve 23, 2. ailedeki indeks
bireyde 13 ve 15, ebeveynde 13 ve 14, 3. ailedeki indeks bireyde 23 ve 24, ebeveynde
ise 22 ve 23 no’lu dislerde transpozisyon gozlenmistir. Bununla birlikte bireylerin 3
tanesinde (1-1I, 3-I, 3-II) hipodonti-agenezi (3. molar konjenital eksikligi) tespit
edilmistir. 4 bireyde (1-1, 1-1II, 2-1, 3-1) de gomiik dis tespit edilmistir. 2 bireyde (2-I,
3-I) de slirme gecikmesi goriilmiistiir.

TED analizi ile incelenen 1. Aile bireylerinde ortak olarak DSPP geninde 3
degisim, 2. Aile bireylerinde ortak olarak DSP, GLI3, NOTCH4 genlerinde birer
degisim, 3. Aile bireylerinde ortak olarak PRICKLE2, NOTCH4 genlerinde birer

degisim saptanmistir. Bu degisimler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Filtreleme kriterlerine uygun olarak tespit edilen aday genler.

DEGISIM GEN 1-1 | 110 | 2-1 | 2-11 | 3-I | 3-II
1. Aile Ortak
Degisimler
4 88535833 - DSPP(NM_014208.3):¢.2019_202
/TAGCAGTGACAG | 0insTAGCAGTGACAGCAGCA HET | HET
CAGCAG G (p.Ser674Ter)

4 88537087 CA/TG | DSPP(NM_014208.3):¢c.3273_327

4delCAInsTG (p.Asn1092Asp) | oM | HOM
4_88537189_C/T | DSPPNM_014208.3:¢3375CT | oo | oo
(p.Aspl125=)
2. Aile Ortak
Degisimler
6 7585829 A/G DSP(NM_004415.4):¢.8334A>G
(D.LV52778:) HOM | HET
7 42005588 C/G | GLI3(NM_000168.6):c.3083G>C ont | et

(p.Ser1028Thr)
6 32191659 -/AGC | NOTCH4(NM _004557.4):c.46_47i
nsGCT (p.Leul5 Leul6insArg)

HET | HET | HET | HET

3. Aile Ortak
Degisimler

3 64184570 T/C PRICKLE2(NM_198859.4):¢.34A
>G (p.Thr12Ala)

6 32191659 -/AGC | NOTCH4(NM_004557.4):c.46_47i
nsGCT (p.Leul5 Leul6insArg)

HET | HET

HET | HET | HET | HET
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4.1. Aile 1

4.1.1 Klinik Bulgular

Dental transpozisyon klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda akraba
evliligi olmayan etkilenmis anne ile saglikli babanin {i¢ cocugundan ikincisi idi. indeks
birey ve etkilenmis annenin radyografileri Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir. Indeks
bireyin alt ve iist tim daimi disleri mevcuttu. 13 ve 14 transpoze idi. Giincel
isimlendirmede 13%-4" T seklinde ifade edilmektedir. 47 no’lu dis ise yar1 gémiiliiydii.
Etkilenmis annenin ise 22 ve 23 no’lu disleri transpoze idi. Ayrica 13 no’lu dis
gomiiktii. Giincel isimlendirmede T12F-3! seklinde ifade edilmektedir. 16 no’lu dis
cekilmisti ve 18, 28, 48 no’lu disler konjenital eksiklik gdstermekteydi. Indeks bireyin
agi1z i¢i fotograflar Sekil 4.3’te verilmistir.

Indeks bireyin antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde prenatal 28. haftada
sezaryenle dogumun gergeklestigi bilgisi mevcuttu. Dogumda sagittal vendz siniis
trombozu teshisi sebebiyle 28. giinde opere edilip 9. ayda sant takilmisti. Yiiriime 2
yasinda gerceklesmisti. Ayrica konusmada gecikme goriilmemisti. Sant operasyonu
sonrasi epileptik nobet hikayesi mevcuttu, giincel olarak doktor kontrolleri devam
etmektedir. Dogum tartis1 3600 gr, boyu ve bas ¢evresi bilinmiyordu. Fizik muayenede
(12 yasinda ki1z) boyu 141 cm, kilosu 38,5 kg ve bas ¢evresi 53 cm idi. Ayrica frontal
bossing mevcuttu. Eklemlerde eslastisite mevcuttu. Muayene esnasinda gz kontagi

kurulmasi sinirliydi, mimiklerde donukluk mevcuttu.

Sekil 4.1 1-1 panoramik radyografi. 13ve 14 no'lu disler transpoze. 13747 T.
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Sekil 4.3 Aile 1'deki indeks bireyin agiz i¢i fotograflari.

4.1.2 Kalitim

Ailede iki etkilenmis birey (anne ve kiz ¢ocuk) varligi OD kalitimini
desteklemektedir (Sekil 4.4). Bilindigi kadar1 ile anne ve babanin akraba olmamasi

OR kalitim olasiligin1 zayiflatmaktadir.
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11-1
(1-IL.birey)

@
ﬂ -1
(1-1. birey)

Sekil 4.4 Aile agaci- 1. Aile.

4.1.3 TED sonuclan

Bu ailede etkilenmis olgunun (1-I) ve ebeveyninin (1-II) uygun kalitede elde
edilen genomik DNA &rneginde (Sekil 4.5, 4.6) TED analizi yapilmistir. lk
filtrelemede MAF degeri <%0,6 (0,006) olan tiim degisimler saptanmustir. Ikinci
filtrelemede hedef genler 6nceliklendirilmistir (Tablo 3.1). Boylece indeks bireyin (1-
I) MAF degeri <%0,6’nin altinda olan hedef genlere gore dnceliklendirilmis toplam
27 adet heterozigot, 9 adet homozigot degisimi saptanmistir. Bu degisimler Tablo
4.2’de gosterilmistir. Etkilenmis ebeveynin (1-II) filtrelemesi de aymi sekilde
yaptlmistir.  Onceliklendirilmis ve sikligi <%0,6’nm altinda toplam 19 adet
heterozigot, 10 adet homozigot degisim saptanmistir. Bu degisimler Tablo 4.3’te

verilmistir.

Load your sample and press the measure button

i
" >ample 1D Pedest
Type: DNA + 50,00

g n 47,7 nglul  ~

A260 (10 mm patt 0,954

g A280 (10 mm path) 0,488

3 260 / 28( 1,95

60 1,01

|
\

Sekil 4.5 1-1 DNA kalite parametreleri.
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Load your sample and press the measure button

[

Pede!

DNA
766 ngiul ~
1,533
0,930
1,65
0,61
Sekil 4.6 1-11 DNA kalite parametreleri.
Tablo 4.2 1-1 onceliklendirilmiy degisimler (Hedef genler, MAF<0,006).
GEN DEGISIiM GENOTIP | SONUC
4 88535833 - %
DSPP | /T AGCAGTGACAGCAGCAG i1 Sk
DSPP 4 88536458 -/AGTAGTGAC HOM Insersiyon
DSPP 4 88537087 CA/TG HOM Insersiyon
DSPP 4 88537170 _A/G HET Insersiyon
DSPP 4 88537189 C/T HOM Sinonim
DSPP 4 88537298 AGCAGCGAT/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
WNT5B 12 1739325 G/A HET Yanhs
— - Anlamli
AXINI 16 402424 T/- HOM Gergeve
- - Kaymasi
AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
AXINI 16 402427 G/C HOM Yanl
— - Anlamli
AXINI 16 402427 G/C HOM Yanl
— - Anlamli
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Yanlig

AXINI 16 402427 G/C HOM
— - Anlamli
TBXI 22 19747082 G/C HET Sinonim
TBXI 22 19747082 G/C HET Sinonim
Yanlig

BCOR X 39933521 G/A HET
= - Anlaml
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
= - Anlamli
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
= - Anlamli
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
— - Anlaml
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
— - Anlamli
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
— - Anlamli
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
= - Anlamli
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
* = Anlaml
BCOR X 39933521 G/A HET Yanhs
— - Anlamli
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim
BCOR X 39933645 G/A HET Shiorim
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim
BCOR X 39933645 G/A HET Sinonim

Tablo 4.3 1-11 onceliklendirilmis degisimler (Hedef genler, MAF<0,006).

GEN DEGISiM GENOTIP | SONUC
4 88535833 - .
DSpP ITAGCAGTGACAGCAGCAG HET Insersiyon
DSPP 4 88536458 -/AGTAGTGAC HOM Insersiyon
DSPP 4 88537087 CA/TG HOM Yanhs
- - Anlamli
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Yanlig

DSPP 4 88537170 A/G HET

- = Anlamli

DSPP 4 88537189 C/T HOM Sinonim
NOTCH4 | 6 32191659 AGCAGCAGCAGC/- HET Delesyon
NOTCH4 | 6 32191659 AGCAGCAGCAGC/- HET Delesyon
NOTCH4 | 6 32191659 AGCAGCAGCAGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
WNTSB 121739325 G/A HOM Yanhs
Anlamli

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Gergeve
o i Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi

AXINI 16 402427 G/C HOM Yans
= - Anlamli

AXINI 16_402427 G/C HOM Yans
- = Anlamli

AXINI 16 402427 G/C HOM R s
- - Anlamli

TBX1 22 19747082 _G/C HET Sinonim
TBX1 22 19747082 _G/C HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
BCOR X 39933123 A/G HET Sinonim
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Bu iki bireyin protein kodlama bdolgesinde olan ortak degisimleri ise Tablo
4.1’de verilmistir. DSPP geninin 4. ekzonundaki ilk degisim heterozigot karakterli
olup erken stop kodonu olusumuna bagli hatali protein kodlama etkisine sahip
insersiyon degisimidir. Ikincisi ise homozigot karakterde yanlis anlamli bir degisimdir.
Ucgiinciisii de yine homozigot karakterdedir. Tek niikleotid degisimi (SNV) tipinde
sinonim bir degisimdir. Bu li¢ degisim ailedeki tiim bireylerde ortak olup hig¢birisi daha
once transpozisyonla iligkilendirilmemistir. Bunlardan ilk ikisi dbSNP veri bankasinda

bildirilmemis olup, ii¢ilinciisii 1779976471 koduyla bildirilmistir.

4.2 Aile 2

4.2.1 Klinik Bulgular

Dental transpozisyon klinik tanisi ile takip edilen olgu, aralarinda 1° derece
kuzen evliligi olan etkilenmis anne ile saglikli babanin iki ¢ocugundan ikincisi idi.
Indeks birey ve etkilenmis annenin radyografileri Sekil 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
Indeks bireyin alt ve iist tiim daimi disleri mevcuttu. Bunlara ilaveten 1 adet siit disi
(53) tespit edilmistir. 13 ve 15 no’lu disler transpoze idi. Giincel isimlendirmede 13*-
5PT seklinde ifade edilmektedir. Ayni zamanda maksiller darlik mevcuttur. Sekonder
sirme gecikmesi goriilmiistiir. 17 no’lu dis gdmiik kabul edilmistir. Etkilenmig
annenin ise 13 ve 14 no’lu disleri transpoze idi. 13¥-4PT seklinde ifade edilmektedir.
16,26,36,37 ve 46 no’lu disler cekilmisti. Indeks bireye ait agiz ici fotograflar Sekil
4.9°da verilmistir.

Indeks bireyin antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde dzellik yoktu. Gebelik,
36. haftasinda normal dogum ile sonlanmisti. Dogum tartisi, boyu ve bas g¢evresi
bilinmiyordu. Fizik muayenede (14 yasinda kiz) boyu 164 cm, kilosu 59 kg ve bas

cevresi 54 cm idi. Sistemik muayenesinde herhangi bir 6zellik yoktu.
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Sekil 4.7 2-1 panoramik radyografi. 13 ve 15 no'lu disler transpoze. 13"-5"T.

Sekil 4.8 2-1I panoramik radyografi. 13 ve 14 no'lu disler transpoze. 13"-4"T.
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Sekil 4.9 Aile 2'deki indeks bireyin agiz i¢i fotograflart.

4.2.2 Kalitim

Anne ve babanin akraba olmasi ve tespit edilebildigi kadariyla ailede iki
etkilenmis birey (anne ve kiz c¢ocuk) bulunmast OD kalitim olasiligim

giiclendirmektedir (Sekil 4.10).

O O
.. °

11-1
(2-lL.birey)

1l
Gomiik
Kanin

ﬂ -1
(2-1.birey)

Sekil 4.10 Aile agaci- 2. Aile.
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4.2.3 TED sonuglarn

Bu ailede etkilenmis olgunun (2-I) ve ebeveyninin (2-1I) uygun kalitede elde
edilmis genomik DNA &rneginde (Sekil 4.11, 4.12) TED analizi yapildi. Ilk
filtrelemede MAF degeri <%0,6 (0,006) olan tiim degisimler saptanmustir. Ikinci
filtrelemede hedef genler 6nceliklendirilmistir (Tablo 3.1). Boylece indeks bireyin (2-
I) MAF degeri <%0,6 nin altinda olan hedef genlere gore dnceliklendirilmis toplam 4
adet heterozigot, 22 adet homozigot degisimi saptanmistir. Bu degisimler Tablo 4.4°te
gosterilmistir. Etkilenmis ebeveynin (2-1I) filtrelemesi de ayni sekilde yapilmustir.
Onceliklendirilmis ve siklig1 <%0,6’nin altinda toplam 20 adet heterozigot, 12 adet

homozigot degisim saptanmistir. Bu degisimler Tablo 4.5’de verilmistir.

= Load your sample and press the measure button

E ple Pedes

2172 ngiul  ~
4343
2,276
1,91

1,98

Sekil 4.11 2-1 DNA kalite parametreleri.

ad your sample and press the measure button

Pedestal
DNA
168 ngipl ~
0,336
0,172

1,96

0,72

Sekil 4.12 2-11 DNA kalite parametreleri.
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Tablo 4.4 2-1 onceliklendirilmis degisimler (Hedef genler, MAF<0,006).

GEN | DEGISIM | GENOTIP | SONUC
4 88536458 - .
DSPP JAGTAGTGAC HET Insersiyon
DSP 6 7585829 A/G HOM Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HOM Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HOM Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HOM Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HOM Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HOM Sinonim
NOTCH4 6*32/}\9(1}859: HET Insersiyon
NOTCH4 6*32/}\98}259: HET Insersiyon
NOTCH4 6*32/}\9(1}859: HET Insersiyon
GLI3 | 7 42005588 C/G HOM Yanhs
= = Anlamli
GLI3 | 7 42005588 C/G HOM —
- - Anlaml
GLI3 | 7 42005588 C/G HOM Yanhs
= = Anlamli
GLI3 | 7 42005588 C/G HOM Yanhs
- — Anlamli
GLI3 | 7 42005588 C/G HOM Yanls
Anlamli
GLI3 | 7 42005588 C/G HOM Yanls
Anlaml
WNTSB | 121739325 G/A HOM Yanl
Anlamli
AXINT 16402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
AXINT 16402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
AXINI 16402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
AXINT 16 402427 G/C HOM Yanhs
— - Anlamli
AXINT 16 402427 G/C HOM Yanhs
— - Anlamli
AXINT 16 402427 G/C HOM Yanhs
— - Anlamli
BCL2 | 18 60970036 C/A HOM Sinonim
TBXI | 22 19747082 G/C HOM Sinonim
TBXI | 22 19747082 G/C HOM Sinonim
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Tablo 4.5 2-11 onceliklendirilmis degisimler (Hedef genler, MAF<0,0006).

GEN DEGIiSiM | GENOTIP | SONUC
4 88536458 - .
DSPP IAGTAGTGAC HET Insersiyon
DSPP | 4 88537087 CA/TG HOM Yanhs
- - Anlamli
DSPP | 4 88537133 G/A HET Yanls
Anlamli
DSPP 4 88537189 C/T HOM Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HET Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HET Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HET Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HET Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HET Sinonim
DSP 6 7585829 A/G HET Sinonim
NOTCH4 | 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
NOTCH4 | 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
NOTCH4 | 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
Yanlis
GLI3 7 42005588 C/G HET
- - Anlamli
GLI3 7 42005588 C/G HET Yanhs
- - Anlamli
GLI3 7 42005588 C/G HET Yanhs
- - Anlamli
GLI3 7 42005588 C/G HET Yanhs
- — Anlamli
GLI3 7 42005588 C/G HET Yanhs
- — Anlamli
GLI3 7 42005588 C/G HET Yanhs
- — Anlamli
WNTSB | 12 1739325 G/A HOM Yanhs
— - Anlamli
AXINI 16 402397 C/T HET Yanhs
— - Anlamli
AXINI 16 402397 C/T HET Yanhs
— - Anlamli
AXINT 16 402397 C/T HET Yanhs
— - Anlamli
AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- - Kaymasi
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AXINI 16 402427 G/C HOM Yanhs
- - Anlamli
AXINI 16 402427 G/C HOM Yanhs
— - Anlamli
AXINI 16 402427 G/C HOM Yanhs
- - Anlamli
BCL2 18 60970036 C/A HOM Sinonim
TBX1 22 19747082 G/C HOM Sinonim
TBX1 22 19747082 G/C HOM Sinonim

Bu bireylerin protein kodlama bolgesinde olan ortak degisimleri ise Tablo
4.1°de verilmistir. Bu ailedeki bireylerde ortak olarak DSP geninin 6. Ekzonunda,
GLI3 geninin 7. Ekzonunda, NOTCH4 geninin 6. Ekzonunda ortak birer degisim
goriilmistiir. DSP genindeki degisim indeks bireyde homozigot, ebeveynde ise
heterozigottur. Ayrica SNV tipinde olup sinonim bir degisimdir. dbSNP veri
bankasinda rs1290427538 koduyla bildirilmistir. GLI3 genindeki degisim de indeks
bireyde homozigot, ebeveynde ise heterozigot karakterdedir. SNV tipinde yanlig
anlamli bir degisimdir. dbSNP veri bankasinda bildirilmemistir. NOTCH4’ teki
degisim iki bireyde de heterozigot karakterli olmakla birlikte insersiyon degisimidir.
dbSNP veri bankasinda bildirilmemistir. Ayrica Aile 2’deki NOTCH4 genindeki
degisim Aile 3’teki bireylerde de ortaktir. Bu 3 genin higbirisi daha 6nce dental

transpozisyonla iligkilendirilmemistir.

4.3 Aile 3

4.3.1 Klinik Bulgular

Dental transpozisyon klinik tanisi ile takip edilen olgu, Isparta’nin farkli
kdylerinden fakat aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan saglikli anne ile etkilenmis
babanin 2 ¢ocugundan birinci ¢ocugu idi. Indeks birey ve etkilenmis babanin
radyografileri Sekil 4.13 ve 4.14’te verilmistir. indeks bireyin 23 ve 24 no’lu disleri
transpoze idi. Giincel isimlendirmede T13F-4" seklinde ifade edilmektedir. 45 no’lu
disin gomiik oldugu ve 28 no’lu disin konjenital olarak eksik oldugu tespit edildi. Ilave
olarak primer ve sekonder siirme gecikmesi oldugu belirlendi. Etkilenmis babanin ise
22 ve 23 no’lu disleri transpoze idi. T12F-3% seklinde ifade edilmektedir. 11, 12, 13,
15, 26 ve 46 no’lu disler cekilmisti. 28 ve 38 no’lu disler konjenital eksiklik

gostermekteydi. indeks bireyin agiz i¢i goriintiileri Sekil 15°de verilmistir.
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Indeks bireyin antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde gebeligin 36. haftada
normal spontan dogum ile sonlandig1 fakat dogumun zor gegctigi belirtilmistir. Dogum
tartisi, boyu ve bas ¢evresi bilinmiyordu. Fizik muayenede (16 yasinda kiz) boyu 142
cm, kilosu 37 kg ve bas cevresi 53,5 cm idi. Eklemlerde elastisite ve filtrum kisalig
tespit edildi. Ayrica lst kesici disler retrokline ve mandibula iskeletsel olarak
gerideydi. Ayrica hasta miyopluk teshisiyle gozlik kullanmaktaydi. Birey giinliik
yasaminda iletisim kurmakta ve konusmakta isteksizdi. i¢e doniik bir karaktere sahip

oldugu gozlendi. Diger sistem muayenesinde 6zellik yoktu.

Sekil 4.14 3-11 panoramik radyografi. 22 ve 23 no'lu disler transpoze. T12F-3".
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Sekil 4.15 Aile 3'teki indeks bireyin agiz i¢i fotograflart.

4.3.2 Kalitim

Ailede iki etkilenmis birey (baba ve kiz ¢ocuk) varligit OD kalitimim
desteklemektedir (Sekil 4.16). Bilindigi kadari1 ile annenin ve babanin akraba

olmamasi da OR kalitim olasiligini1 zayiflatmaktadir.

- B O

-1
(3-1.birey)

ﬂ [1-1
(3-1.birey)

Sekil 4.16 Aile agaci- 3. Aile.
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4.3.3 TED sonuclan

Bu ailede etkilenmis olgunun (3-I) ve ebeveyninin (3-II) uygun kalitede elde
edilmis genomik DNA o6rneginde (Sekil 4.17- 4.18) TED analizi yapildi. {lk
filtrelemede MAF degeri <%0,6 (0,006) olan tiim degisimler saptanmustir. Ikinci
filtrelemede ise hedef genler 6nceliklendirilmistir (Tablo 3.1). Bdylece indeks bireyin
(3-1) MAF degeri <%0,6 nin altinda olan hedef genlere gore dnceliklendirilmis toplam
14 adet heterozigot, 7 adet homozigot degisimi saptanmistir. Bu degisimler Tablo
4.6’da gosterilmistir. Etkilenmis ebeveynin (3-1I) filtrelemesi de aymi sekilde
yapilmistir.  Onceliklendirilmis ve sikhigi <%0,6’nin altinda toplam 14 adet
heterozigot, 7 adet homozigot degisim saptanmistir. Bu degisimler Tablo 4.7°de

verilmistir.

i Load your sample and press the measure button

Sample ID Pedest:

286 ngiul ~
0,569

m path) 0,290
197

0.88

Sekil 4.17 3-1 DNA kalite parametreleri.

iLoad your sample and press the measure button.

Sample ID Ped

Type: DNA ~ 50,00
Conc 86,5 ng/ul
A260 (10 mm path) 1,73(
A280 (10 mm path) 0,941
260/ 280 1,84
‘ 260/230 1,06

l /! Baseline correction 340 nm

........................................................

Sekil 4.18 3-11 DNA kalite parametreleri.
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Tablo 4.6 3-1 onceliklendirilmis degisimler (Hedef genler, MAF<0,006).

GEN DEGIiSiM GENOTIP | SONUC

PRICKLE? 3 64184570 T/C HET Yanl
Anlamli

PRICKLE? 3 64184570 T/C HET Yanl
Anlamli

PRICKLE? 3 64184570 T/C HET Yanl
- - Anlaml

PRICKLE? 3 64184570 T/C HET Yanl
- - Anlamli

4 88535833 - o

DSPP /TAGCAGTGACAGCAGCAG HET Insersiyon
DSPP 4 88536458 -/AGTAGTGAC HET Insersiyon
NOTCH4 | 6 32191659 AGCAGCAGCAGC/- HET Delesyon
NOTCH4 | 6 32191659 AGCAGCAGCAGC/- HET Delesyon
NOTCH4 | 6 32191659 AGCAGCAGCAGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
NOTCH4 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
NOTCH4 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon

WNT5B 121739325 G/A HOM Vel
— - Anlaml

BCL2L14 1212247922 T/- HET Cergeve
- Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
- Kaymasi

AXINI 16 402427 G/C HOM Yanlg
- - Anlaml

AXINI 16 402427 G/C HOM Yanl
— - Anlamli

AXINI 16 402427 G/C HOM Yanlg
- - Anlamli

BCL2 18 60970036 C/A HET Sinonim
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Tablo 4.7 3-11 onceliklendirilmis degisimler (Hedef genler, MAF<0,006).

GEN DEGIiSiM GENOTIP | SONUC
PRICKLE? 3 64184570 T/C HET Yanhs
Anlamli

PRICKLE? 3 64184570 T/C HET Yanhs
Anlamli

PRICKLE2 3 64184570 _T/C HET Yanhs
- - Anlamli

PRICKLE2 3 64184570 _T/C HET Yans
- - Anlamli
DSPP 4 88536458 -/AGTAGTGAC HET Insersiyon
DSPP 4 88537298 AGCAGCGAT/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 AGC/- HET Delesyon
NOTCH4 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
NOTCH4 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
NOTCH4 6 32191659 -/AGC HET Insersiyon
WNT5B 121739325 G/A HOM Taulh
- - Anlamli

BCL2L14 1212247922 TT/- HET Cergeve
Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
Kaymasi

AXINI 16 402424 T/- HOM Cergeve
Kaymasi

AXINI 16 402427 G/C HOM Yans
- - Anlamli

AXINI 16 402427 G/C HOM Yans
Anlamli

AXINI 16_402427 G/C HOM Yans
Anlamli

BCL2 18_60970036_C/A HET Sinonim

Bu ailedenin protein kodlama bolgesindeki ortak degisimleri ise Tablo 4.1°de
verilmistir. Bu ailedeki bireylerde WNT sinyal yolaginda rol oynayan PRICKLE2
geninin 3. ekzonunda heterozigot karakterli ve NOTCH4 geninin 6. ekzonunda
heterozigot karakterli degisimler saptanmistir. PRICKLE? genindeki degisim SNV

tipinde yanlis anlamli bir degisimdir. dbSNP veri tabaninda bildirilmemistir. Ayrica
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NOTCH4 genindeki bu degisim 2. ailedeki bireylerde goriilen degisimle aynidir. Yine

bu iki gen dental transpozisyonla daha once iligkilendirilmemislerdir.
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5. TARTISMA

5.1 Genel Bilgiler ve Amag

Dental gelisim genetik, epigenetik ve c¢evresel olmak iizere birgok faktdriin
birlikte ¢alistig1 bir siire¢ olmakla birlikte, bu siireci aydinlatabilmek amaciyla bir¢cok
histolojik ve genetik calisma yapilmistir. Fakat hala aydinlatilamayan noktalar
halihazirda mevcuttur. Hayvan ¢aligmalari, histoloji ve genetik alanindaki teknolojik
ilerlemeler dental gelisim siirecini aydinlatmak adina iimit vaad etmektedir. Siirecin
multifaktoriyel olmasi sebebiyle herhangi bir noktasinda meydana gelen bir aksaklik
farkli anomalilere sebep olmaktadir. Glinlimiize dek normal gelisim siirecini inceleyen
caligmalarla birlikte agenezi, slipernumerer dis gibi anomali bazli ¢aligmalar da
yapilmistir [55, 170-172]. Biz de bu tez ¢alismamizda sendromik olmayan dental
transpozisyona sebep olan gen/genleri ve bunlardaki mutasyonlar1 bulmay1 hedefledik.

Calismamiza katilan bireylerdeki transpozisyonlar Tablo 5.1°de verilmistir. 3
bireyde (1-I, 2-1II, 3-I) maksiller kanin ve maksiller 1. premolar transpoze olurken, 2
vakada (1-1II, 3-II) maksiller kanin ve maksiller lateral transpoze olmustur. Bir vakada
(2-1) da Sekil 2.9’daki siniflamaya gore sinif 11, tip C grubuna giren, maksiller kaninin
maksiller 1. molara dogru transpoze olarak 2. premolarin yerine gegtigi transpozisyon
tipi goriilmiistiir. Daha 6nceki ¢alismalarda en ¢ok transpozisyonun maksiller kanin ve
maksiller 1. premolar arasinda goriildiigii bildirilmistir, sonrasinda ise maksiller kanin
— maksiller lateral transpozisyonu gelmektedir [10, 96, 132, 173, 174]. Ancak
maksiller kanin — maksiller lateral transpozisyonunun daha sik goriildiigiinii bildiren
calismalar da mevcuttur [121]. Bu ikisine oranla daha nadir de olsa maksiller kanin —
maksiller santral, maksiller kaninin 1. molara dogru deplase olarak 1. molar ve 2.
premolar arasina deplase oldugu vakalar da bildirilmistir [86, 107, 175, 176].
Calismamizda tespit ettigimiz transpozisyonlar da giincel literatiirdeki duruma benzer
bir sekilde dagilim gdstermis ve en ¢ok goriilen maksiller kanin — maksiller premolar
transpozisyonu olmustur. Hemen arkasindan maksiller kanin — maksiller lateral
transpozisyonu ve maksiller kaninin 1. molara dogru deplasmani gelmistir. Ayrica
calismamizda ailesel goriilen biitiin olgularda kanin dis transpoze olmustur. Bu durum

kalitim teorisiyle birlikte, kanin disin uzun siireli gelisim ve eriipsiyon siireci goz
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ontine alindiginda migrasyon teorisinin de géz oniinde bulundurulmasi gerektigini

ortaya koymaktadir.

Tablo 5.1 Tez ¢calismamizdaki bireylerde transpozisyona ugrayan digler.

1-1 [13F4° T
1-11 | T12F-3!
2-1 | 13F-5PT
2-11 | 13F-4PT
3-1 | T13F-4P
3-11 | T12F-3P

Literatiirde dental transpozisyonun unilateral ve bilateral olarak goriilebilecegi
ile ilgili bilgiler olmakla birlikte genel egilim tek tarafli olarak daha ¢ok goriildiigii
yoniindedir. Shapira ve Kuftinec (2001), Ely ve ark. (2006) %88 oraninda, Plunkett ve
ark. (1998) %60 oraninda, Oz ve Kirzioglu (2020) %89 oraninda tek tarafli
goriildiigini bildirmiglerdir [10, 78, 96, 132]. Yine ayn1 yazarlar sirastyla %58, %50,
%66, %60 oraninda unilateral vakalarin daha c¢ok sol tarafta goriildiglini
belirtmislerdir. Literatiirde bilateral transpozisyon vakalart da bulunmakla birlikte,
bunlar yalnizca lokal ve nadir vaka raporlar1 olarak bildirilmistir [110, 173]. Bizim
calismamizdaki transpozisyon vakalariin tamamu tek tarafli olmakla birlikte, 3 tanesi
sag tarafta 3 tanesi de sol tarafta goriilmiistiir. Bu durum sag ve sol tarafta esit olarak
goriilebilecigini bildiren Ely ve ark.’nin (2006) ¢alismasi ve Y1ilmaz ve ark.’nin (2005)
caligmast ile uyumludur [121, 132]. Ancak degerlendirilen vaka sayisi arttiginda
sonucun degiskenlik gostermesi dngoriilebilir bir durumdur.

Dental transpozisyonun daha ¢ok kadinlarda goriildiigii genel bir kani olarak
literatiirde yer almistir. Shapira ve Kuftinec’e (2001) gore kadinlarda erkeklere oranla
transpozisyon %60 oraninda daha fazla goriilmektedir [10]. Ely ver ark.’nin (2006)
calismasina gore yine %64 oraninda kadinlarda daha fazla goriilmektedir [132]. Oz ve
Kirzioglu’nun (2020) Tiirk ¢ocuklart lizerinde yaptiklart arastirmada %355 oraninda
kizlarda daha fazla goriildiigii bildirilmistir [78]. Ayrica kadinlarda daha sik gorildigi
Peck ve ark. (1993,1995,1998), Plunkett ve ark. (1998), Hatzoudi ve Papadopoulus
(2006) tarafindan da bildirilmistir [20, 23, 92, 96, 112]. Bizim ¢alismamiza katilan 6
olgudan 5’1 kadin sadece 1 tanesi erkekti. Calismamiza katilan olgu sayisi prevalans

belirlemek i¢in yetersiz olsa da bulgumuzun literatiirle uyumlu oldugu kabul edildi.
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Daha 6nceki ¢alismalarda dental transpozisyonun 3. molarlar disindaki dislerde
konjenital dis agenezisi, peg-shape lateral, dis slirme gecikmesi, gomiik dis, kok
ankilozu ve taurodonti gibi anomalilerle birlikte goriildiigii bildirilmistir [78, 87, 88].
Calismamizdaki bireylerin 4’iinde toplam 4 disin (3. molarlar hari¢) gomiik oldugu
tespit edilmistir. 1. ailedeki indeks bireyde 47 no’lu dis, ebeveynde 13 no’lu dis, 2.
ailedeki indeks bireyde 17 no’lu dis, 3. ailedeki indeks bireyde de 45 no’lu dis
gomiikliik gostermekteydi. Daha oOnceki ¢alismalarda da dental transpozisyonla
birlikte {ist santral, {ist kanin, {ist 2. Premolar gibi dislerde dis gomiikligii gorildigii
bildirilmistir [10, 121]. Bu bilgiler 1s181nda bireylerimizde goriilen dental gomiikliikler
ve dental transpozisyon arasinda yakin bir iliski oldugu ve ortak bir mekanizma ile
olugma ihtimalinin oldugu diisiiniilmiistiir.

2 bireyde ise siirme gecikmesi mevcuttur. Ayrica 1 bireyde persiste siit disleri
goriilmiistiir. Bu bulgular literatiirle benzerlik gosterse de peg—shape laterale ve
ticlincii molarlar disinda konjenital dis eksikligine rastlanmamasi dikkate deger bir
bulgu olmustur. Ciinkii agenezi ve 6zellikle kanin disin dahil oldugu transpozisyon,
ektopi ve gomiikliik durumlarinin siklikla beraber goriildiigi bildirilmistir [112, 177].
Ancak ¢alismamizdaki tiim transpozisyon vakalarinda kanin dis etkilenmis olmakla
birlikte 3. molarlar disinda herhangi bir ageneziye rastlanmamistir. Literatiirde de
mandibular lateral ve kanin transpozisyonunun 3. molar eksikligi ile birlikte
goriilebilecegi Peck ve ark. (1993) tarafindan bildirilmistir. Calismamizdaki 6 bireyin
3’iinde konjenital 3. molar agenezisi gézlenmistir. Bu durumun dental transpozisyonla
ortak bir mekanizma aracilig1 ile ortaya ¢ikma ihtimali olmakla birlikte, 3. molar
eksikligi popiilasyonda yiiksek oranda gozlenmektedir. Bu sebeple c¢alismamizda
kesin bir iligki ortaya konulamamistir. Calismamizdaki bireylerde transpozisyonla
birlikte goriilen tiim bu gomiklik, agenezi, slirme gecikmesi gibi anomalilerin
literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir [78, 87, 88, 121]. Ancak literatiirde peg
shape lateral ve agenezi ile (0zellikle lateral agenezisi ile) daha yakin iliskili olarak
bildirilmesine ragmen bizim bireylerimizde bdyle bir bulgu gdézlenmemesi, hatta
ageneziden cok gomiik dis gézlenmesi dikkat ¢ekici bir bulgu olarak kabul edilmistir
[10, 20]. Ancak daha aydinlatici sonuglar i¢in daha kalabalik bir popiilasyonda ¢alisma

yapilmasi gerekmektedir.
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5.2 Bireyler ve Yontem

Dental gelisimi anlamak amaciyla son yillarda kullanilmaya baslanan
yontemlerden birisi de TED yontemidir. Daha Once ailesel ve bireysel dis agenezisi
[178, 179], slipernumerer dis [180, 181], amelogenezis imperfekta ve dentin
bozukluklar1 [182, 183] gibi problemlerin genetik temelini anlamak amaciyla TED
yontemi kullanilmigtir. Ayrica SMOC2, KLK4, MMP20 gibi tek genlerdeki
degisimlerin dental gelisimdeki roliinii anlamak amaciyla da bu yontem daha 6nce
kullanilmistir [184, 185]. Bu calismalarda sirastyla 12, 12, 16, 3, 3, 1, 12, 4 bireye
TED analizi uygulanmis ve bu bireyler genellikle akrabalik iligkisi gosteren olgular
izerinden se¢ilmistir.

Dental transpozisyon alaninda tespit edebildigimiz kadariyla TED yontemi
Tiirkiye ve Diinya’da daha dnce kullanilmamis olup bu yontemin dental transpozisyon
vakalarinda kullanilmasi yoniiyle tez ¢aligmamiz bir ilk niteligini tasimaktadir. Ayrica
calisgmamizin pilot ¢aligma niteligini tagidigr ve TED yonteminin rutin kullanim igin
hala pahali bir yontem oldugu diistiniiliirse biitgemizi de goz oniinde bulundurarak 3

aileden 2’ser bireyi, toplamda 6 bireyi ¢alismamiza dahil ettik.

5.3 Bulgular
5.3.1 Aile 1

5.3.1.1 DSPP (Dentin Sialophosphoprotein)

DSPP geninin sitogenetik lokasyonu 4q22.1 olup genomik koordinatlar
(GRCh38): 4:87,608,528-87,616,872 seklindedir. Kemik mineralizayonunda rol
oynayan S/IBLING gen ailesinin bir liyesidir. Tam uzunlukta olan DSPP’nin temel
olarak DSP ve DPP olmak iizere 2 alt birime boliindiigi, ayrica DGP diye bir alt birimi
bulundugu da bildirilmektedir [66, 72, 186, 187]. MacDougall ve ark. (1997)
tarafindan klonlanan bu gen dis gelisiminde rol oynamakla birlikte insan bobregi ve
ter bezlerinde de bulunmaktadir [187-189].

DSPP geni dental gelisim siirecinde dise 6zel bir protein olan ve bdylece dentin
mineralizasyonunu  saglayan dentin sialofosfoprotein (Dspp) salinimindan
sorumludur. Bu gende meydana gelen degisimler diste yapisal problemlere sebep
olmaktadir [190]. Benzer bir etkiye WNT10A geninin de sahip olabilecegi, WNT10A

geninin odontoblast farklilasmasini indiikleyerek sekretuvar odontoblastlardan Dspp
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proteinin salgilanmasindan sorumlu olabilecegi fareler iizerinde gosterilmistir [191].
WNT10A geninin agenezi mekanizmastyla da kuvvetli bir sekilde iliskili olmas1 DSPP
geninin de agenezi ile iligkili olabilecegi tarafimizca diisiiniilmektedir [192].

OMIM veri bankasinda bildirildigine goére DSPP mutasyonlarinda
dentinogenezis imperfekta tip 1 ve tip 2, dentin displazisi tip 2 gézlenmektedir [193-
195]. Dentinogenezis imperfekta ve dentin displazisi OD gecisli kalitsal dentin
bozukluklar1 olup hem siit hem de daimi dislerde goriilebilmektedir. Dentinogenezis
imperfekta tip 1; osteogenezis imperfekta ile birlikte goriilmekte, dislerde mavi, sari,
mor renklesmeler olusmakta, mine baslangigta normal olsa da kolaylikla dentinden
ayrilmakta, mavi sklera goriilmekte ve dayaniksiz iskelet sistemi goriilmektedir. Tip 2
dentinogenezis imperfekta ise digslerde amber, sar1 vb. renklesmeler, dentin yapisinin
oldukca zayif gelismesi gibi tip 1 ile aym klinik bulgularla fakat osteogenezis
imperfekta olmaksizin goézlenmektedir. Dentin displazisi de dentinogenezis
imperfektaya benzer bulgular gostermektedir. Pulpa odasi ve kokler ¢ogunlukla
dentinle doludur, ayrica periapikal bolgelerde kistik, radyolusens alanlar
gozlenmektedir. 2 tipi mevcuttur. Tip 1°de kokler tip 2’de kron etkilenmektedir.
Ebeveynler, dental transpozisyondan farkli olarak dislerin siirmesiyle birlikte bu
anomalileri kolaylikla fark etmekte ve tedavileri i¢in dis hekimlerine erken donemde
basvurmaktadirlar [196, 197]. Bu anomaliler doku anomalisidir ve durum anomalisi
olan dental transpozisyonla birlikte goriildiigii, literatiirdeki prevalans caligsmalari-
vaka raporlarinda daha once bildirilmemistir. Calismamizdaki dental transpozisyon
gosteren bireylerde de herhangi bir doku anomalisine rastlanmamastir.

Bu tez ¢alismamizda ikinci filtreleme sonucunda 1. ailede 3 adet DSPP gen
degisimi saptanmistir. Bunlardan 2 tanesi daha once bildirilmemis olup 1 tanesi

dbSNP veri tabaninda bildirilmistir.
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Sekil 5.1 DSPP (NM_014208.3): ¢.2019 2020insTAGCAGTGACAGCAGCAG (p.Ser674Ter) degisiminin IGV
(Integrative Genomic Viewer) goriintiisii.

Bunlardan ilki heterozigot karakterli ve erken stop kodonu olusumuna bagl
hatali protein kodlama etkisine sahip 18 bazlik insersiyon tipinde bir degisim olan
DSPP (NM_014208.3):¢.2019_2020insTAGCAGTGACAGCAGCAG(p.Ser674Ter)
degisimidir (Sekil 5.1). Ancak bu kadar biiyiikk okumalarda laboratuvar hatasi olup
olmadiginin, erken stop kodonu olusup olusmadiginin, bu kadar niikleotid degisimi
olup olmadiginin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in Sanger analizi ile dogrulama
gerekmektedir. Bu degisim dbSNP veri tabaninda daha 6nce bildirilmemistir. ACMG
siiflamasina gore muhtemel patojenik olarak tanimlanmaistir. Varsome veri tabaninda

ise frekans bilgisi bulunmamaktadir.
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Sekil 5.2 DSPP (NM _014208.3): ¢.3273 3274delCAinsTG (p.Asn1092Asp) degisiminin IGV gériintiisii.

Ikinci olarak tespit edilen DSPP(NM_014208.3):c.3273 3274delCAinsTG
(p-Asn1092Asp) degisimi homozigot karakterde olup daha 6nce dbSNP veri tabaninda
tanimlanmamugtir (Sekil 5.2). Yanlis anlamli bir degisimi olup ACMG’de muhtemel

benign kategorisindedir. Varsome veri tabaninda frekans bilgisi bulunmamaktadir.
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Sekil 5.3 DSPP (NM_014208.3): ¢.33564>G (p.Asp1119Gly) degisiminin IGV gériintiisii.

Ucgiincii olarak DSPP(NM_014208.3):c.3356A>G (p.Asp1119Gly) degisimi
tespit edilmis olup homozigot karakterdedir (Sekil 5.3). dbSNP veri bankasinda
15779976471 koduyla bildirilmistir. SNV ve sinonim bir degisim olup muhtemel
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benign kategorisindedir. GnomAD-exome ve GnomAD veri bankasinda 0.00070 ve
0.0024 frekanslariyla bildirilmistir. Tirk popiilasyonu prevalans caligmalari ile
uyumlu bir degerdir.

Bu gendeki ikinci ve li¢iincii degisimin anne ve ¢gocukta homozigot karakterde
olmasi, DSPP geninin dental transpozsiyon yolaginda anlamsiz olabilecegini
diisiindiirmistiir. Ciinkli daha 6nce bu gende homozigot karakterde OD gegisli dentin
hastaliklar1 bildirilmistir. Bireylerimizde ise boyle bulgular bulunmamaktadir. Fakat
birinci degisimin heterozigot karakterde olmasi, DSPP geninin dental gelisimde rol
oynadigmin bilinmesi, bu gendeki degisimlerin doku anomalilerine ve ageneziye
sebep olabilecegi, calismamizdaki ayni aileden 2 bireyde goriilmesi gibi faktorler
DSPP geninin ailesel dental transpozisyon mekanizmasinda gérev alma ihtimalinin
oldugunu disiindiirmektedir. Bu sebeple dental transpozisyon tagimayan aile
bireylerinin de dahil oldugu bir ¢aligma grubunda Sanger ve segregasyon analizi ile
dogrulama calismalar1 yapilmasi planlanmistir. Ancak bu analizler sonucunda
transpozisyon tasimayan saglikli babada da DSPP geninde heterozigot karakterde
degisimler goriilmesi, bu genin dental transpozisyon yolaginda rol oynamadiginin bir

gostergesi olacaktir.

5.3.2 Aile 2

5.3.2.1 DSP (Desmoplakin)

DSP geninin yaklasik 45 kb genomik DNA'y1 kapsadigi, 51 bp ile 3922 bp
arasinda degisen 24 eksondan olustugu ve DSP geni tarafindan salgilanan
desmoplakinin, desmozom (omurgali epitel hiicreleri arasinda goriilen en yaygin
baglant1 tiirli) olusumunda rol oynayan temel bir protein oldugu bilinmektedir [198,
199]. Striate palmoplantar keratoderma, yiinlii- kivircik sa¢ ve keratoderma ile birlikte
goriilen dilate kardiyomiyopati, akantolitik epidermolizis biilloza gibi rahatsizliklara
sebep oldugu bildirilmistir [200-202]. Bunlara ilaveten DSP geni degisimlerinin
yinli- kivircik sag, keratoderma ve dis agenezi ile birlikte goriilen dilate
kardiyomiyopati, lokonisi ve dis agenezi (hipodonti-oligodonti) ile karakterize
Carvajal/Naxos sendromuna sebep olabilecegi (OD gecisli Carvajal sendromunda
hipodonti karakteristik olarak eslik ederken, OR gegisli tipte eslik etmemektedir)
bildirilmigtir [199, 203, 204]. Bireylerimizin bu ag¢idan genetik degerlendirmesi
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yapilmis olup, bu sendromlar1 tasimadiklari belirlenmistir. Homozigot karakter
gosteren indeks bireyde ve heterozigot karakter gosteren annede de herhangi bir
hipodonti ve sistemik bulgu saptanmamistir. Ayrica literatiirde DSP geni ve
desmozom olusumunda gorev alan diger genlerin normal-anormal dis ve tirnak
gelisiminde rol oynadig diislinlilmiis fakat tam olarak aydinlatilamamistir [199, 203,
205]. Zeng ve ark.’min 2019 yilinda yayinladigi c¢aligmalarinda sendromik dis
agenezine sebep olan DSP geninin, sendromik olmayan dis agenezine de sebep
olabilecegi diisiiniilmiis ancak bu genin aile bireylerinin fenotipiyle segrege olmamasi
sebebiyle diglanmistir [206].

Bu tez c¢alismamizdaki 2. ailedeki bireylerde ortak olarak
DSP(NM_004415.4):¢.8334A>G(p.Lys2778=) degisimi saptanmistir (Sekil 5.4). Bu
degisim genin 6. Ekzonunda ortaya ¢ikmis, indeks bireyde homozigot, ebeveynde ise
heterozigot olarak gozlenmistir. Ayrica SNV tipinde sinonim bir degisimdir. ACMG
simiflamast muhtemel benign olarak belirlenmigtir. dbSNP veri bankasinda
rs1290427538 koduyla bildirilmistir. Ancak ClinVar veri tabaninda ve literatiirde
herhangi hastalikla iligkilendirilmemistir. MAF degeri ALFA Project’de 0.0000
(0/2188), TOPMED veri tabaninda 0.000008 olarak bildirilmistir. Bu degerler olduk¢a

diisiik olup, ¢calismamizda aradigimiz frekansla uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 5.4 DSP (NM_004415.4):¢.8334A>G(p.Lys2778=) degisiminin IGV goriintiisii.

Aile 2°deki bireylerde dental transpozisyon, slirme gecikmesi, persiste siit disi,

gomiik dis disinda herhangi bir dis agenezi veya diger sistemik problemlere
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rastlanmamustir. Dental transpozisyonla dental agenezinin akraba anomali oldugu goz
oniline alindiginda bu ailedeki bireylerde dis agenezi goriilmemesi, ayrica daha dnce
homozigot karakterdeki DSP gen mutasyonlarinda otozomal dominant Carvajal
sendromu gibi sendromlar bildirildigi ve bireylerimizde bdyle bulgular olmadig: i¢in
bu genin aday gen olma ihtimali diisiik goriilmiistiir. Ayrica 2-I’de homozigot, 2-1I"de
heterozigot gegisli olmast da bu durumu anlamlandirmakta yetersiz kalmaktadir.
Ancak literatiirde DSP geninin dental transpozisyon ile akraba anomali olarak bilinen
dental ageneziye yol agmasi ve dental gelisimde gorev almasi bildirildigi i¢in hafif bir
klinik bulgu olan ailesel dental transpozisyon yolaginda rol oynayabilecegi
diistintilebilir. Ancak bu teorinin gegerliligini dogrulamak amaciyla Zeng ve ark.’nin
(2019) caligmasinda oldugu gibi ailedeki saglikli bireylere segregasyon analizi
yapilmas1 gerekmektedir [206]. Bu gendeki degisimin transpozisyon goriilmeyen

babada da ortaya ¢ikmasi; durumu anlamsiz kilacaktir.

5.3.2.2 GLI3 (GLI-Kruppel Family Member 3)

GLI3 geni, GLI-Kruppel gen ailesinden potansiyel bir sekansa 6zgii DNA
baglayict transkripsiyon faktoriinii kodlayan GLI ¢inko parmak genine capraz
hibridizasyon yontemiyle edilmistir [207, 208]. GLI3, bircok dokudaki birincil
silialara bagli olan, sonic hedgehog sinyal iletim yolaginda (SHH) islev goren bir ¢inko
parmak transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir [209]. GLI3 i¢lerinden bir tanesi genis
olmak iizere (kodlama bdlgesi 2500 bp’nin tizerinde) 14 ekzondan olusan, kromozom
7p13 iizerinde yer alan bir gendir [208, 210]. Ancak Wild ve ark. (1997) 240 kb’lik15
ekzondan olustugunu bildirmislerdir [211].

GLI3, SHH sinyal yolaginda SHH, PTCH, SMO, GLII1, GLI2 gibi genlerle
birlikte gorev almaktadir [212, 213]. Bu yolak farkli gelisim ve hastalik
mekanizmalarindan sorumlu olmakla birlikte, dental gelisimde de rol oynamaktadir.
SHH, dis gelisimi esnasindaki invajinasyon oncesinde oral epitelde bulunan, gelisim
boyunca da dental epitelde bulunan bir sinyal peptidini kodlamaktadir. Fare iizerinde
yapilan bir calismada, invajinasyon sonrasinda Shh geninde fonksiyon kaybi
olusturulmus ve dis morfolojisinde ciddi bir sekilde bozukluk meydana gelmistir. Kron
morfolojisini belirleyen mine diigiimii hasar almis, ameloblast ve odontoblast
arasindaki organizasyon bozulmustur. Ancak Shh geninin ameloblast ve odontoblast

farklilagmasi i¢in gerekli olmadigi bildirilmistir [214]. Baska bir fare ¢alismasinda Shh

72



sinyal inhibisyonu sonucunda dis yiizey topografisi ve tiiberkiil tepelerinde hafif ile
orta derecede diizensizlik meydana gelmistir. Shh inhibisyonuna ilave olarak aktivin
A ve Eda aktivisyonu artirildiginda tiiberkiil sayist iki katina ¢ikmistir [215]. GLI3
geninin SHH yolaginda 6nemli bir rol oynadig1 daha 6nceki ¢aligmalarda bildirilmistir.
Fareler lizerinde yapilan bir ¢calismada Shh ile birlikte gorev alan Gli2 ve Gli3 akciger,
trake ve yemek borusu olusumunda gereklilik gostermistir [216]. Yine baska bir fare
calismasinda Shh geninin iskelet sistemi ve alveolar kemik iizerindeki etkilerini Gli3
aracilifiyla gosterdigi bildirilmistir [217]. Ayrica omurgalilarda tam olarak
coziilememekle birlikte Gli3’tin dental gelisim esnasinda Shh’nin negatif bir
diizenleyicisi oldugu, Shh yoklugunda da Gli2 ve Gli3’iin sinyal yolagini baskiladig:
diisiiniilmistiir [214, 218, 219]. Yine Dassule ve ark’nin fareler iizerinde yaptig
calismada dis gelisimi esnasinda Shh c¢ikarilan dislerin, Gli2 ve Gli3 ¢ikarilan
dislerden daha iyi bir gelisim gdsterdigi bulunmustur. Fenotipteki bu farkligin sebebi
olarak iki etken Ongoriilmistir. Bunlardan ilki Gli2 ve Gli3’lin dis gelisimi
baslamadan 6nce fonksiyon gormesi ve Shh’nin de tomurcuk olusumundan hemen
sonra fonksiyon gormesi sebebiyle gelisimde fark olugsmus olabilecegi, ikinci olarak
da Gli2 ve Gli3’iin bilinmeyen bagka bir etkisinin olabilecegidir. Ayrica Gli2 ve Gli3
yoklugunda Gli aracili hedeflerin bastirilmasinin yani sira Shh sinyaline yanit verme
yetenigini de ortadan kaldirabilmektedir. Bunun farkli fenotipleri aciklayip
aciklamadiginin arastirilmasini tavsiye etmislerdir [214].

SHH yolagindaki gorevinin haricinde GLI3 genindeki degisimler daha 6nce
DDY, mikroglossi, alveolar kemik hipoplazisi, mikrognati, digeti kistleri, natal disler,
cok sayida yanak-dudak frenulumlar ile karakterize Pallister-Hall sendromu ve garip
yiiz yapisi, hipertelorizm, makrosefali, polidaktili, sindaktili, kafatasi stiturlarinda geg
kapanma gibi 6zelliklerle karakterize GCPS (Greig Sefalosindaktili Sendromu) gibi
kraniyofasiyal gelisimde bozuklukla karakterize sendromlarla iligkilendirilmistir [220,
221]. Ayrica dis gelisiminde dnemli bir rol oynarak dis morfolojisinin belirlenmesinde
rol aldigi, bu genin islev gérememesi sonucunda sendromik olmayan agenezi ile
karsilasildigr literatiirdeki gilincel ¢alismalarda bildirilmistir [222-225]. Yine
Maranon-Vasquez ve ark. (2019)’a goére GLI2 ve GLI3 geninin dis agenezi ile birlikte
kraniyofasiyel iskeletsel morfolojinin belirlenmesinde de rol oynayabilecegi, dis
agenezi olan bireylerin Sinif III malokliizyon gosterdigi, dis agenezi olmayan

bireylerin ANB acismnin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ancak bu tez
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calismamizdaki 2. ailedeki bireylerde iskeletsel Sinif III malokliizyon veya agenezi
bulgusuna rastlanmamistir. Ancak 2-1 bireyinde dental transpozisyonla birlikte gomiik
dis, slirme gecikmesi ve persiste siit disine rastlanmaistir.

Dis gelisiminin baslangicinda dis olusum bdlgelerinin dogru bir sekilde
belirlenmesi i¢in oral epitel ve dental ektodermin birbirinden ayrilmasi gerekmektedir.
Fare galismasinda oral epitelden disavurum gosteren Wnt7b ve dental ektordermden
disavurum gosteren Shh yolagmin karsilikli iligkisi bu ayirimin gergeklesmesini
sagladig: bildirilmistir. Boylece disler dogru konumlarinda, diizgiin bir morfoloji ile
gelismislerdir [226]. Bagka bir ¢alismada Wise ile diizenlenen Wnt yolaginin inhibe
edildigi deneklerde yolaklar aras1 etkilesim sebebiyle Shh yolag: diizgiin ¢alismamis
ve dis sayis1 ve morfolojisinde problemler goriilmistiir [227]. Gli3 geninin Shh yolag1
ile iliskisi diisiiniildiigiinde, GLI3 geninde olusacak bir problemin SHH yolagim
etkileyerek ageneziye yol agma ve diglerin konumlarinin dogru bir sekilde olusmasini

engelleme ihtimalinin g6z ard1 edilmemesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Sekil 5.5 GLI3 (NM_000168.6):¢.3083G>C (p.Ser1028Thr) degisiminin IGV goriintiisii.

Yine 2. ailedeki bireylerde tespit edilen GLI3(NM 000168.6):¢c.3083G>C
(p-Ser1028Thr) degisimi SNV tipinde yanlis anlamli bir degisimdir (Sekil 5.5). Bu
degisim daha 6nce dbSNP veri bankasinda bildirilmemistir. Varsome veri tabaninda
frekans bilgisi bulunamamistir. MutatitonTaster veri tabaninda polimorfizm olarak
tahmin edilmis (prob: 0.998), SIFT veri tabaninda kabul edilebilir siniflamada iyi

huylu olarak tahmin edilmis (score: 0,06), ACMG siniflamasinda muhtemel benign
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kategorisinde yer almistir. Bu veri tabanlarinda muhtemel iyi huylu olarak bildirilmesi
sebebiyle bireylerimizde saptanan dental transpozisyonla iligkili olmayabilecegi
diistintilmistiir. Ayrica 2-I bireyinde homozigot, 2-11 bireyinde heterozigot karakter
gostermesi  sebebiyle dental transpozisyon mekanizmasinda oynadigr roliin
aciklanmasi yetersiz kalmaktadir. Ancak GLI3 geninin SHH yolag ile iligkisi ve izole
dental ageneziye sebep oldugu g6z oniine alindiginda, ailesel dental transpozisyonda
rol oynama ihtimali arastirmaya deger bulunmustur. Bu genin gdrevinin daha iyi
aydinlatilabilmesi amaciyla saglikli aile bireyleri iizerinde segregasyon analizi
yapilmasi planlanmistir. Ayrica saglikli popiilasyonlar iizerinde ileri c¢aligsmalar

yapilmasina ihtiya¢ oldugunu da diisiinmekteyiz.

5.3.2.3 NOTCH4 (NOTCH Receptor 4) (Aile 2 ve Aile 3 Ortak Gen)

NOTCH sinyal yolunun simdiye kadar 4 {iyesi tespit edilmis olup, bu yolak
dental gelisimde gorev almaktadir. Ektoderm ve mezensim sinyalizasyonu,
tomurcuktan kep asamasina gecis, odontoblast ve osteoblast farklilagmasi, sert doku
kalsifikasyonu, kron ve tiiberkiill formasyonunun belirlenmesi, dis pulpasindaki
vaskiiler dokularin gelisimi ve sekillenmesi gibi noktalarda etkili olmakla birlikte
stirme sonrasinda kok hiicrelere etki ederek odontoblast aktivasyonu, tersiyer dentin
iretimi gibi dig tamir mekanizmalarinda da rol almaktadir. Bu sinyal yolundaki
proteinler transmembran proteinlerdir. Endoplazmik retikulumda iiretilerek golgi
agindaki sekretuvar yollarla hiicre disina tasinmaktadirlar. NOTCH yolunun fonksiyon
goriirken dig gelisiminde ayr1 ayr1 gorevleri olan FGF, TGF, BMP, WNT gibi farkli
ailelerle etkilesim gosterdigi de daha once bildirilmistir. Yine NOTCH sinyal yolu
hiicre kaderi belirleyicisi olarak bilinmektedir. Ayrica NOTCH sinyal yolunda yer alan
Jag2 geninin farelerde ikincil damak gelisiminde rol oynadigi ve problemlerinde
damak yarig1 meydana gelebilecegi bildirilmistir. Yine bu yolakta olusacak
problemlerin farkli ameloblastoma tiplerine yol acabilecegi bildirilmistir. NOTCH
sinyal yolunun, dis olusumunda aktif olan c¢esitli reseptorleri, ligandlari ve
transkriptleri i¢eren bir kompleks olusturdugu ve bu yolun dogrudan hedeflerini ve
bunlarin dis gelisimine nasil katildiklarint belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir. [228-236].
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Sekil 5.6 NOTCH4 (NM_004557.4): c.46_47insGCT (p.Leul5 Leul6insArg) degisiminin IGV goriintiisii.

Aile 2 ve Aile 3’te toplam 4 bireyde NOTCH4 geninde
(NM_004557.4):c.46_47insGCT(p.Leul5 Leul6insArg) degisimi  saptanmigtir
(Sekil 5.6). Bu degisim tiim bireylerde heterozigot karakterlidir. Varsome veri
tabaninda insersiyon tipinde in-frame bir degisim oldugu bildirilmistir. Ancak ACMG
siniflamasit VUS’tur. dbSNP veri bankasinda daha once bildirilmemistir. Geligim
siirecinde gorevli olan sinyal yollari, bir hiicrede izole olarak islev gormemekte, diger
sinyal yollariyla da etkilesimde girerek birden ¢ok diigimii olan bir ag
olusturmaktadir. Bu karmasik yap1 sebebiyle, herhangi bir sinyal yolundaki degisim
diger sinyal yollartyla da etkilesime girmekte ve nihai yorumu etkilemektedir. NOTCH
yolunun dental gelisimde oynadigi rol ve dental gelisimde dis germlerinin
lokalizsyonunun belirlendigi asama olan baglangi¢c asamasinda rol oynayan, ageneziye
sebep olan FGF, BMP, WNT gibi yolaklarla direkt iliskisi, ailesel dental transpozisyon
gosteren 4 bireyde ortaya ¢ikmasi gibi sebeplerle ailesel dental transpozisyon olusum
mekanizmasinda rol oynayabilecegini ilk etapta diisiindiirmiistiir [232, 237]. Ancak
Varsome veri tabaninda frekans bilgisi bulunmamakla birlikte TOPMED veri
tabaninda MAF degeri 0,08 (1097/13778) olarak tespit edilmistir. Bu deger
calisgmamizdaki MAF degeri ile uyum gostermedigi i¢in (<0,006) bu degisim anlamsiz

olarak kabul edilmistir.
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5.3.3 Aile 3

5.3.3.1 PRICKLE? (Planar Cell Polarity Protein 2)

PRICKLE? geni, noronal mimari ve fonksiyonda yer alan postsinaptik bir
proteini kodlamaktadir [238]. 2003 yilinda Katoh ve Katoh tarafindan tespit edilen bu
gen, fetal beyin, yetiskin beyin, goz, testis, yetiskin kikirdak, pankreas adacigi, mide
kanseri ve uterus timorii gibi lokasyonlarda disavurum gostermektedir [239, 240].
PRICKLE? geninin en az 8 ekson icerdigi ve 5 '¢evrilmemis bdlgenin intron 1
tarafindan kesintiye ugradigi belirlenmistir. Ayrica kromozom 3p14'e ve fare Prickle2
geni de kromozom 6'va TGD yoOntemiyle haritalanmistir [239]. Bu gendeki
degisimlerin gelisim geriligi, epilepsi ve otistik bozukluklara sebep olabilecegi
bildirilmigtir [241]. Genecards veri tabaninda da duysal ataksik ndropati,
oftalmoparezi, epilepsi ve dizartri ile iligkilendirilmistir. Aile 3’teki indeks birey ve
etkilenmis ebeveynde bu tip norolojik rahatsizliklar bulunmamakla birlikte, indeks
bireyde miyopluk sebebiyle gozlik kullanimi ve konusma-iletisim kurmada
isteksizlik, daha ¢ok jest-mimik ve kisa kelimelerle iletisim kurma egilimi tespit
edilmisgtir.

PRICKLE? geninin dental gelisimde etkin oldugu ve diizlemsel hiicre polaritesi
yolaginda (PCP) (Sekil 5.7) gorev aldig1 bildirilmistir. PCP, bir doku diizlemi boyunca
hiicre polaritesinin-kutuplagsmasinin ortaklasa hizalanmasini ifade etmektedir. PCP,
hiicre iskeleti bilesenlerinin organize olmasi, kirpiklerin konumlandirilmasi, i¢
kulaktaki duyusal sa¢ hiicrelerinin koordineli yonlenmesi gibi farkli hiicre tiplerinde
ve hiicrenin hareket etmesi, boliinmesi, 6lmesi, sekil degistirmesi, go¢ etmesi ve
farklilagmasi gibi farkl hiicre davraniglarinda ve biyolojik stireglerde gorev almaktadir
[242, 243]. FZD, CELSR, VANGL, DVL, ANKRD (Diego) gibi gen aileleri de PCP’de
PRICKLE ile birlikte rol oynayan diger gen aileleridir [242, 244]. Ayrica yapilan bir
fare galismasinda Prickle2, Pricklel ile birlikte fare kesici dislerinde kesecik igerisinde
mine-sement birlesimine tagindig1 tespit edilmistir. Bu sayede Pricklel ve Prickle2
distal birlesme komplekslerinin ve ameloblastlarin terminal aglarinin olusumunda rol
oynamaktadir. Ayrica mine kristal gubuklarinin diizenlenmesinde de etkili olmakta ve

amelogeneziste rol oynamaktadir [245].
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Sekil 5.7 Havayolu epitel hiicrelerinde sematik Diizlemsel Hiicre Polaritesi (PCP) ve mutasyonu. [246] 'den
alinmgtir.

PRICKLE? geni PCP’de aldig1 gorevin yanisira WNT sinyal yolaginda da
gorev almaktadir ve Prickle2 molekiilii kanonik olmayan bir WNT sinyal proteinidir
[238, 239]. WNT gen ailesi embriyonik gelisim ve yetiskin homeostazinda merkezi bir
gorev iistlenmektedir. Ozellikle insan ve fare embriyosunda ektoderm ve
mezodermden disavurum gostererek dental gelisimde aktif olarak gorev almaktadir.
WNT geninde olusan degisimler sonucunda kotii sekilli disler, kok eksikligi, dis
agenezisi gibi anomaliler ortaya ¢ikmaktadir. WNT gen ailesi, dental gelisim genetigi
caligmalarinda oldukga popiiler bir hale gelmekte ve dental gelisimde oynadigi rol
giinden gline aydinlatilmaktadir [5, 48, 178, 191, 192, 238, 247].

Caligmamizda 3. Ailedeki bireylerin her ikisinde de PRICKLE? geninde
heterozigot karakterli (NM_198859.4): c.34A>G(p.Thr12Ala) degisimi saptanmistir
(Sekil 5.8). Bu degisim MutationTaster veri tabaninda hastalik yapici olarak, LRT
veritabaninda zararli olarak bildirilmistir, ACMG simiflamasi ise VUS’ tur. Yukarida
bahsedildigi gibi PRICKLE? geninin dental gelisimde 6zellikle amelogeneziste etkili
oldugu bilinmektedir fakat literatiirdeki insan ve hayvan modellerinde dental
transpozisyona veya dental ageneziye yol actigi daha oOnce bildirilmemistir.
Calismamizdaki indeks bireyde dental transpozisyonun yani sira dis gdmiikliigii, siit
ve daimi dislerde siirme gecikmesi, mandibular retrognati, iist keser retroklinasyonu,

agiz agma kisithihigy, filtrum kisaligi, eklemlerde elastisite iletisim kurmakta isteksizlik
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tespit edilmistir. Etkilenmis ebeveynde de dental transpozisyonun yani sira 2 adet

konjenital 3. molar dis eksikligi tespit edilmistir.
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Sekil 5.8 PRICKLE2 (NM_198859.4): ¢.344>G(p.Thr124la) degisiminin IGV gériintiisii

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda PRICKLE? geninin dental gelisimde rol oynayan
ve ageneziye sebep olan WNT sinyal yolaginda yer almasi, dental transpozisyon
gosteren diger aile bireyinde tespit edilmesi ve hipodontiye sebep olmasi, ailedeki
bireylerde heterozigotik karakterde ortaya c¢ikmasi, bu genin daha once gelisim
geriligine sebep oldugunun bildirilmesi ve veri tabanlarinda patojenik olarak
goriilmesi bu genin dental transpozisyon ve agenezi, gomiik dis gibi diger dental
anomalilerin olusum mekanizmasinda kuvvetle rol oynama ihtimalinin oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak yine bulgularin kesinlesmesi amaciyla etkilenmemis aile 3
bireylerinin de dahil oldugu bir ¢aligma grubuna segregasyon analizi ve Sanger dizi
analizi yapilarak bu degisimin dogrulanmasi planlanmustir. Ileri donemde hayvan
modelinde hiicre diizeyinde bu mutasyonun olusturuldugu ve etkilerine bakildig:

fonksiyonel analizler de planlanmaktadir.

79



5.3.4 DDY ve Down Sendromu

Literatiirdeki  ¢aligsmalar  degerlendirildiginde dental transpozisyonun
genellikle herhangi bir sendroma eslik etmeksizin sporadik olarak goriildiigii, daha ¢ok
dental agenezi ile yakin iligkili bir anomali oldugu tespit edilmistir [159]. OMIM veri
bankasinda da bugiine kadar dental transpozisyon goriilen bir hastalik bildirilmemistir.
Ancak literatiirde dental transpozisyonun Down sendromu ve DDY ile birlikte
goriildiigii bildirilmistir [9, 10]. Cesitli diinya popiilasyonlarindaki Down sendromlu
bireylerde yapilan prevalans ¢aligmalarinda %3-15 oraninda goriildiigii, DDY *ye sahip
bireylerde ise %4-18 aras1 siklikta gorildiigii bildirilmistir [9, 10, 125-131]. Degisen
siklikta goriilme sebepleri calismalarin farkli irklarda ve farkli sayida bireylerde
yapilmasi olarak goriilmiistiir.

DDY ve Down sendromunda bu kadar yiiksek siklikta goriilmesi sebebiyle,
dental transpozisyonun bu sendromlarin hafif penetransli bir bulgusu olup olmadigin
aragtirmak amaciyla bu sendromlarin olugsmasina sebep olabilecek genleri literatiire
gore belirleyip, calismamizdaki bireylerle uyumluluk gosterip gostermedigini
degerlendirdik. Daha oOnce tespit ettigimiz CDH2, DCR, DVLI, DVL2, DYRKIA,
EDA2R, ERBB2, FGF, IRF6, MID1, MYC, NECTINI, PVR, SHH, SKI, TBX2, TGF,
TIMP2, TP53, TP63, WNT genlerinde herhangi bir anlamli degisim bireylerimizde
saptanmamustir. Ayrica c¢alismamiza katilan olgularda ve aile bireylerinde Down
sendromu ve DDY bulunmamaktadir. Ancak WNT sinyal yolunda bulunan PRICKLE?
geninde, SHH yolunda yer alan GLI3 geninde degisimler saptanmistir.

PRICKLE? geninin damak yarigina sebep olmasiyla ilgili literatiirde herhangi
bir calismaya rastlanmamis olmakla birlikte, Houang ve ark.’min (2008) fareler
lizerindeki ¢alismasina gore Gli3”" farelerde oldukga sik damak yarig1 gelismis ayrica
dili diizlestirememe, normal pozisyonunda konumlandiramama gibi anormal dil
bulgularina rastlanmistir [248]. Bizim calismamizdaki bireylerde daha once de
deginildigi gibi boyle bulgulara rastlanmamuistir. Gli3 geninin farelerde DDY ’ye sebep
olmas1 ve GLI3%in dental gelisimde oynadigi rol goz Oniine alindiginda, dental
transpozisyonun DDY’nin subklinik bir belirteci olabilecegi ve GLI3’iin DDY’li
bireylerde transpozisyon olusumuna sebep olma ihtimali akillara gelse de giincel
caligmalarda bu goriis gecersiz goriilmiistlir. Son yillarda DDY’ye sahip bireylerde
dental anomali olusma sebebi olarak; mezenkimal dokudaki eksiklik veya
ektomezensimal sinyal yollarindaki aksamaya bagli olarak agiz igindeki alveolar kret,
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mukoza, dudak gibi oral dokularin bozulmasi goriilmiistiir. Dental anomalilerin daha
cok yarik bolgesinde goriilmesi, yarik bolgesindeki dislerin olusamamasi veya yanlis
yerde olusmasi, yarigin fenotipine bakilmaksizin dental anomalilerin ortaya ¢ikmasi
bu goriisti desteklemektedir [131, 249, 250]. Ayrica DDY’ye sahip bireylerin dental
anomali acisindan saglikli popiilasyondan daha fazla genetik riske sahip olmadigi, bu
vakalardaki yiiksek dental anomali prevelansinin yarik lokalizasyonunun ve cerrahi
miidahelenin ¢evresel bir sonucu olarak ortaya c¢iktigi giincel ¢alismalarda
bildirilmigtir [250-252]. Tiim bunlara ilave olarak, damaktaki skar dokusuna ve
ageneziye bagl olarak DDY vakalarinda genellikle maksiller gelisim yetersizligi ve
buna bagl olarak Sinif IIT malokliizyon ortaya ¢ikmaktadir [253]. Buna bagli olarak
da DDY’li bireylerde dental transpozisyon veya diger anomalilerin ortaya ¢ikmasi
muhtemel goziikmektedir.

Down sendromunda; hiicre sayisinda ve hiicre biiyiime hizinda azalma
bildirilmistir. Bu sebeple maksiller gelisimde yetersizlik, dis gelisim ve siirmesinde
gecikme, kanin diginin slirme yolunda degisme, kaninde gomiikliikk, 3. molarlarda
agenezi olmaktadir. Ayrica maksiller kanin ve birinci premolar transpozisyonunun, bu
trizominin bagka bir fenotipik ifadesi oldugunu agiklamak icin kalitim disinda higbir
aciklamanin olmadigi, caligmalarindaki elde ettikleri verilere gore dis germlerinin
birincil olarak kalitimsal sebeple yer degistirdiginin diisiiniildiigii 2000 y1linda Shapira
ve ark. tarafindan bildirilmistir [9].

Tez c¢alismamizda Down sendromuna sebep olarak daha Onceden
Oongordiigiimiiz genlerde herhangi bir anlamli degisim goriilmemekle birlikte, daha
onceden Down sendromunda saliniminin degistigi bilinen WNT ve SHH yolaklarindan
iki gende (PRICKLE2, GLI3) degisimler saptanmistir [14, 17]. Calismamizdaki
bireylerde Down sendromu bulunmamakla birlikte, Down sendromunda da goriilen
dental transpozisyon, kanin gomiikliigii, siirme gecikmesi, 3. molarlarda agenezi
goriilmiistiir. Bu sebeplerle ailesel dental transpozisyonun Down sendromunun
subklinik bir fenotipik disavurumu olabilecegi ancak kesin karar igin ileriki

caligmalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmiistiir.
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5.3.5 MSX ve PAX

Dental gelisimin uzun bir silire¢ olmasi sebebiyle bir¢ok faktér bu
mekanizmada rol oynamaktadir. Bu siirecte rol oynayan en dnemli etmenlerden bir
tanesi de epitelyal-mezensimal etkilesimlerdir. Bu etkilesimlerin hemen hemen her
evresinde rol oynayan en onemli genler Homeobox ve Paired-box ailesinden MSX ve
PAX genleridir. Giiniimiize kadar bu genlerin normal dental gelisimin birgok
asamasinda rol oynadigr aydinlatilmis olmakla birlikte, dis agenezisi, kanin
gomiikliigli, DDY gibi anomalilerden de sorumlu olduklar1 bildirilmistir [40, 42, 43].
Ayrica bir c¢alismada MSX/ ve PAX9'un mandibular kanin transpozisyon
mekanizmasinda rol oynama ihtimali olabilecegi belirtilmistir [21]. Ancak
calisgmamizdaki bireylerde bu genlerde anlamli bir degisim bulunamamistir. Bu
durumun ¢alismamizdaki bireylerde etkilenen dislerin mandibuler kaninler degil de

maksiller kaninler olmas1 sebebiyle ortaya ¢ikmasi da muhtemel goriilmiistiir.

5.4 Kahtimsal Karakter

Dental transpozisyonun kalitim karakteri glinlimiize kadar aydinlatilamamustir.
Bununla alakali ilk yapilan ¢aligmalarda OR karakter gosterdigi bildirilmistir. Fakat
ilerleyen siiregte dental transpozisyonun ailesel kiimelenme gostermesi ve akraba
anomali olan dental agenezinin OD karakter ve multifaktoriyel kalittm modeli
gostermesi, dental transpozisyonun da ayn1 karakterde olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Calismamizdaki ailelerden iki tanesi OD ozellik gostermis ve diger ailede de OD
karakterin goz ardi edilmemesi gerektigi tespit edilmistir. Ayrica tespit edilen
degisimlerden 2 tanesi heterozigot (DSPP, PRICKLE?2), 2 tanesi homozigottur
(DSPP). 2 degisim de indeks bireyde homozigot, ebeveynde heterozigottur (DSP,
GLI3). Bu durum transpozisyonun OD gegisli ve poligenik multifaktoriyel karakterde
oldugunu diisiindiirmektedir fakat daha detayli aile fenotip ve segregasyon

caligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.5 Limitasyonlar

Bu tip ailesel aday gen belirleme c¢alismalarda irdelenen aile sayisi ve birey
sayis1 ne kadar yliksek olursa elde edilen sonuglarin giivenilirligi o kadar artmaktadir.

Ancak ailesel transpozisyon gosteren olgu bulunmasinda yasanan zorluk ve TED
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yonteminin pahali olmasi gibi teknik sorunlar sebebiyle saglikli bireylere TED analizi
ve ayrica hem etkilenmis hem de saglikli bireylere Sanger dizi analizi ve segregasyon
analizi uygulanamamistir. Ayrica elde edilen degisimlerin karsilagtirilacagi kontrol
gruplarinin az olmasi ve ailelerdeki iist kusaklara ait verilere ulasilamamasi sebebiyle
biyoinformatik analiz asamasinda zorluklar yasanmustir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda dental transpozisyona yol agabilecegi
diistintilen, dental gelisim ve dental transpozisyon yolaklarmi aydinlatabilecek
potansiyele sahip olan DSPP, DSP, GLI3, PRICKLE? genlerinde degisimler
saptanmistir. Bu genlerin her biri farkli sinyal yollarinda gorev almakla birlikte
hepsinin dental gelisimde farkli gérevleri mevcuttur. Ayrica gecmis calismalara gore
bu genlerin birgogunda meydana gelen degisim ve fonksiyon kayiplari, dental
transpozisyonla birlikte goriilen ve calismamizdaki bireylerde de tespit ettigimiz 3.
molar agenezi, gdmiik dis, persiste siit disi gibi anomalilere sebep olmaktadir. Cevresel
ve genetik etkilerle ortaya ¢ikan dental anomalilerin multifaktoriyel dogasi sebebiyle,
tek bir genin bir anomaliye tek basina sebep oldugunu iddia etmek oldukca zordur
[159]. Yine multifaktoriyel yap1 sebebiyle dental gelisimde bir¢ok karmasik etkilesim
ag1 birlikte gorev almaktadir. Bu etkilesimler sebebiyle bu genlerdeki degisimlerin
ailesel dental transpozisyon mekanizmasinda rol oynayabilecegi Ongdriilmektedir.
Ayrica MAF degerleri sebebiyle de Tiirk popiilasyonundaki prevalans ¢aligmalart ile
uyumluluk gostermektedirler. Ancak etkilenmis bireylerden elde ettigimiz bu
degisimleri ailedeki etkilenmemis bireylerin de dahil oldugu ¢aligma gruplari lizerinde
yapilacak Sanger ve segregasyon gibi analiz yontemleri ile dogrulamak
gerekmektedir. Ozellikle en muhtemel aday gen olarak gordiigiimiiz PRICKLE?2
genindeki degisimlerin bu tip aile calismalarinin yani sira diger saglikli popiilasyonlar
iizerinde yapilacak ¢aligmalarla ve denek hayvanlar1 iizerindeki fonksiyon
caligmalariyla da irdelenmesini planlanmaktayiz. Ayrica teknik ve yazilimsal
kisitlamalar sebebiyle gdzden kagmis olabilecek degisimler i¢in o giinilin sartlarina
gore glincel ve giivenilir kabul edilecek yazilimlar kullanilarak ve dnceliklendirme-
filtreleme kriterleri modifiye edilerek TED analizinin yeniden yapilmasi da

planlanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismamizda sendromik olmayan dental transpozisyon gosteren 3

aileden toplam 6 bireyin genomik DNA’st Tiim Ekzom Dizileme yontemi ile

incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagida siralanmistir:

1-

5-

Tim ailesel dental transpozisyon olgularimizda maksiller kaninin
etkilenmis oldugu bulunmustur. Bu durum kalitim ve migrasyon teorisinin
birlikte etkili oldugunu diistindiirmiistiir.

Transpozisyon olgular1 gegmis ¢alismalarla uyumlu olarak unilateral, sag
ve sol tarafta esit ve daha ¢ok kadinlarda goriilmiistiir.

Dental transpozisyonun gomiik dislerle birlikte goriildiigii ve ortak bir
mekanizmayla olusma ihtimali oldugu diistiniilmiistiir.

Dental transpozisyon; persiste siit disleriyle, siirme gecikmesiyle ve 3.
molar ageneziyle birlikte goriilmiistiir. Ancak dental agenezi (6zellikle
lateral agenezi) ile akraba oldugu goriisii ve peg-shape lateral ile birlikte
goriildiigii fikri yaygin olmasina ragmen c¢alismamizdaki bireylerde 3.
molar eksikligi disinda ageneziye ve peg-shape laterale rastlanmamustir.
DSPP, DSP, GLI3 genlerinde diisiik ihtimal de olsa anlamli olabilecek
degisimler saptanmustir. Bireylerimizde bu genlerdeki degisimlerin bircogu
homozigot karakterdedir ve bu genlerdeki homozigot karakterdeki
otozomal dominant degisimlerin major bir hastalik olusturdugu daha 6nce
literatiirde bildirilmistir. Bizim bireylerimizde ise bdyle hastaliklar tespit
edilemedigi icin bu genlerin dental transpozisyon mekanizmasinda rol
oynama ihtimalinin diislik oldugu 6ngoriilmiistiir. Ancak kesin sonuglara
ulagabilmek i¢in etkilenmemis aile bireylerinin de dahil oldugu, tiim aileyi
iceren Sanger dizi analizi ve segregasyon analizi gibi ileri ¢aligmalarda
daha detayli irdelenmesi gerektigi tarafimizca diistintilmiistiir.
Caligmamizdaki dental transpozisyon mekanizmasinda rol oynama ihtimali
en kuvvetli olan aday gen, aymi aileden 2 bireyde heterozigotik olarak
goriilen PRICKLE? geni olmustur. Ayrica etkilenmis ebeveynde goriilen
iki adet 3. molar dig eksikligi ve indeks bireyde goriilen gomiikliik, 3. molar

eksikligi, slirme gecikmesi, mandibular retrognati, st keser
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retroklinasyonu, iletisim kurma isteksizligi gibi anomaliler PRICKLE?
geninin diger dental anomalilerin gelisiminde de rol oynayabilme
ihtimalini akillara getirmektedir. Bu sebeple bu genin etkisinin daha iyi
aydinlatabilmesi amaciyla ayn1 ailedeki diger saglikli bireylerin de dahil
oldugu bir grupta Sanger dizi analizi ve segregasyon analizi ile dogrulama
caligmalari, hayvan modelleri lizerinde fonksiyon calismalar1 yapilmasi
planlanmaktadir.

7- Bireylerin 4 tanesinde NOTCH4 geninde degisimler saptanmistir. Ancak
MAF degerinin dental transpozisyon prevelansina gore yiiksek olmasi
sebebiyle anlamsiz olarak kabul edilmistir.

8- Dental transpozisyonun otozomal dominant karaktere sahip heterozigotik
ve multifaktoriyel etiyolojiye sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir.

9- Dudak-damak yarigi ve Down sendromunun subklinik bir belirteci
olabilecegi ancak dudak-damak yariginda cevresel faktorler sebebiyle
dental anomali olusmasinin daha muhtemel oldugu diistiniilmiistiir.

Bu tez calismamizla dental gelisim daha detayli anlasilabilecek ve dental
gelisimin daha detayli anlasilmasiyla, teshis edilen anomali ve ortodontik
malokliizyonlara farkli bir bakis agis1 getirilebilecektir. Boylece hastalara en uygun
yasta en uygun tedavi yontemi sunulabilecek ve bu alanda yeni ¢calismalar yapilmasina
On ayak olacaktir. Ayrica otozomal dominant, otozomal reseseif kalittm modelleri gibi
farkli modellerle ortaya ¢ikan ve poligenik karakter gosteren diger anomalilerin teshis

caligmalarinda da ¢alismamizin fikir verici olacagini diisiinmekteyiz.
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EK B: Bezmialem Vakif Universitesi BAP Birimi Desteklenmis Proje Sozlesmesi

BEZMIALEM VAKIF
UNIVERSITESI
BAP Birimi

DESTEKLENMIS PROJE SOZLESMESI

b

W
1. Bu sdzlesme, Bezmialem Valaf Universitesi BAP Birimi Komisyonu tarafindan desteklenmesinc karar verilen
ve asafida bashfn, numaras: ve biitgesi belirtilen projenin, Bezmialem Vakif Universitesi BAP Birimi
Yénergesi'yle belirlenen esaslar dahilinde yiiriitilmesi ve sonuglandinimas: amaciyla Bezmialem Vakif
Universitesi BAP Birimi Komisyonu adina Komisyon Baskan ile projc yoneticisi arasinda asagida belirlenen

kosullarla imzalanmstir.
Projenin ]
Bashi: Ailesel dental transpozisyon olgulaninda ekzom dizileme yontemi kullanilarak aday gen
’ arastinlmas:
Proje No: 9.2018/6 Proje Biitgesi: 20.000,00 TL

Proje Yoneticisi: Prof.Dr.Gokmen KURT

2. Proje yoneticisi, projenin Bezmialem Vakif Universitesi BAP Birimi yonergesi ve bu sdzlesme hitkiimlerinde
Ongoriilen amag, kapsam, siire ve difer hususlara uygun olarak yiiriitilmesi ve sonuglandinlmasindan

sorumludur.

3. Desteklenmesi kabul edilen projenin amag, kapsam, siire, program, ve biitgesinde yapilacak degisiklikler,
BAP Birimi Komisyonu’nun karanyla miimkiindiir.

4. Proje yoneticisi, proje bagvuru formunda belirtilen tarihlerde ara ve sonug raporlarint istenilmeden teslim
etmek zorundadir. Ayrica, istenildiginde proje ile ilgili aynntih bilgileri ve kayitlan BAP Birimi Komisyonu'na
vermekle yilkimlidir. Ara raporlann, kabul edilebilir mazeret bildirmeksizin belirlenen tarihlerde teslim
edilmemesi halinde proje yoneticisine 6deme yapilmaz ve bu durumda BAP Birimi Komisyonu projeyi iptal

edebilir. Zorunlu durumlarda proje yoneticisi ve/veya arastirmacilann degistirilmesi karann verir.

5. Proje ydneticisi, tamamlanan projenin tiim yénlerini ve sonuglanni kapsayan sonug raporunu ydnergeye uygun
bi¢im ve siirede BAP Birimi Komisyonu'na vermekle yiikimliidiir. Sonug raporunun kabul edilen siirede
sunulmamasi veya kabul edilebilir bir mazeret bildirilmemesi halinde proje iptal edilir.
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6. Proje yoneticisi, proje ile ilgili verileri ve bulgulan, yayinladigt her tirlii yazi, makale ve sundugu bildirilerde
“Bezmialem Vakif Universitesi BAP Birimi Komisyonu tarafindan destcklenmistir” ibaresini  belirtmek
zorundadir,

7. Bilimsel ve ubbi ctife aykinlik tespit edilen projeler hakkinda “Bezmialem Vakif Universitesi BAP Birimi

Ydnergesi™nin ilgili maddelerine gore islem yapihir.

8. Proje ile ilgili calismalann siirdériilmesind ig yeri ve proje calisanlan yoniinden galismamn gerektirdigi her
tiirlil giivenlik Snlemlerinin al dan proje yoneticisi ludur,

9. Projenin gergeklestirilmesi sonucunda bir ihtira meydana gelirse bu ihtira ve projeden elde cdilen bilimse]
sonuglann telif hakka Bezmialem Vakif Universitesine aittir.

10. Bilimsel arag projclerinin ddeneklerinin nakit akiginda meydana gelebilecek kisintilann neden olacag
aksamalar zorunlu sebep olarak kabul edileceginden, bu nedenlc isbu sdzlesme ile dngdriilen toplam maddi
destek miktan ve Gdeme planind meydana gelecek ak lardan taraflar lu tutulamazlar.

11. Proje kapsaminda ahnan arag, gereg, vs iiniversitemiz dgretim elemanlannim kull agikur.
12...../....../ 2018 tarihinde taraflarca imzalanan bu sdzlesmenin yuiriirliik siiresi ....... ay/ yildir. Proje
yéneticisine ek siire verilmesi halinde bu sdzlesme ek siirede de gegerli olup, ayr bir sézlesme imzalanmaz.,

BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITES] Proje Yineticisi
BAP Birimi Komisyonu Baskam
Adi  Prof. Dr. Orhan OZTURAN Adi Prof.Dr.Gékmen KURT
imza imza
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EK C: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Ailesel Dental Transpozisyon Olgularinda Ekzom Dizileme Yontemi
Kullanilarak Aday Gen Arastirilmasi

Asagida bilgileri yer almakta olan bir arastirma ¢alismasina katilmaniz istenmektedir.
Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden once arastirmanin neden yapildigini,
bilgilerinizin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neleri icerdigini, olasi yararlart ve
risklerini ya da rahatsizlik verebilecek yonlerini anlamaniz onemlidir. Liitfen
asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman aywiniz. Eger ¢alismaya katilma
karart verirseniz, Calismaya Katilma Onay Formunu imzalaymniz.

Sayin katilimcimiz,

Projemizde; dental transpozisyon (dislerin yer degistirerek siirmesi) tanili
hastalardan ve saglikli aile bireylerinden agiz ici epitel dokusu 6rnekleri alinacaktir.
Bu 6rnekler laboratuvar ortaminda ‘tim ekzom dizileme’ yontemiyle analiz edilerek
genetik inceleme yapilacaktir. Saglikli ve etkilenmis bireylerin 6rnekleri birbiriyle
kiyaslanacaktir. Bu kiyaslama sonucu dental transpozisyona sebebiyet veren gen
degisimleri ve mutasyonlar1 belirlenecektir.

Agi1z icerisinden fir¢a yardimiyla doku 6rnegi alinacaktir. Az miktarda kanama
ihtimali disinda herhangi bir riski bulunmamaktadir.

Bu ¢calismaya katildigimizda, dislerin yer degistirerek siirmesine sebebiyet
veren genlerin tespit edilmesine katkida bulunarak, daha ileri tedavilerin
uygulanabilmesine yardimci olacaksimiz. Bu arastirma ¢alismasi herhangi bir
tedavi yontemi icermemektedir, sadece tanisal yaklasim saglamaktadir.

Bu ¢alismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Caligmaya katilmak i¢in
herhangi bir maddi yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir. Kisisel bilgileriniz arastirmay1 ve istatistiksel analizleri yiiriitmek
icin kullanilacak olup tamamen gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde, bilgilerinizi
etik kurullar ve resmi makamlar inceleyebilir. Calisma bittiginde kendi sonuglarinizla
alakali bilgi istemeye hakkiniz vardir. Sonuglar tibbi literatiirde yayinlanabilir fakat
kisisel bilgileriniz tamamen gizli kalacaktir.

Yukarnidaki bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii
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aciklamalar yapildi. Bu kosullarla soz konusu klinik arastirmaya kendi rizamla
hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Geregi Halinde irtibata

Gegilecek Arastirmact:

Dt. Abdurrahman
BALABAN/05423050026

Goniilliiniin: Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no.)

Goniilliiniin yasal velisinin: Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no.)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin: Adi-soyadi, Imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tanikhik eden kurulus gorevlisinin:
Adi-soyadi, Imzasi, Gorevi
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EK D: Sendromik Olmayan Dental Transpozisyon Muayene Formu

NON-SENDROMIK DENTAL TRANSPOZiSYON MUAYENE FORMU
Olgu No:
Tarih:
Protokol No:
DNA No:
Ad-Soyad:
D.T/Yas!:
Cinsiyet:

Adres Bilgileri:

Tel:

Ozgecmis:

Akrabalik:

Soygesmis;
Antenatal/Natal/Postnatal;
Oykii:

Psikososyal Motor Gelisme:
Aile Agaci:

Fizik Muayene:

Bas Cevresi: Tarti: Boy:
Agiz-ici Bulgular:
Kraniyofasiyal Bulgular:
Sistemik Muayene:
Panoramik Goriintiileme:

Ek Tetkikler:
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Pozitif Bulgular:
TANI:

Molekiiler Analizler:
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
ADI,
SOYADI
DOGUM
TARIHI ve Posta
YERI
Egitim
Mezun oldugu yillar | Okullar
2006 Milli Egemenlik Ilkdgretim Okulu Tavsanly/Kiitahya
2010 Kiitahya Nafi Giiral Fen Lisesi Kiitahya/Merkez
2015 Istanbul Universitesi Dis Hekimligi istanbul/Fatih
Akademik Deneyim
(iorev . Unvan Bolim Universite
Donemi
. y .. : B ial
Dis Hekimliginde Ortodonti czmiaien Yalgf
2016-2020 .y .. - Universitesi Dis
Uzmanlik Ogrencisi | Anabilim Dali - e
Hekimligi Fakiiltesi

Katildig: bilimsel toplantilar ve sunumlar

16. Uluslararas1 Tiirk Ortodonti Dernegi Kongresi'nde “Ag¢ik Kapanis

Vakasinin Dort Premolar Cekimi ile Tedavisi’’ konulu vaka sunumu.

16. Uluslaras1 Tirk Ortodonti Dernegi Sempozyumu’nda de ‘Multidisipliner

Tedavi: Non-Sendromik Oligodonti ve Lateral Openbite Vakast’ konulu 6diile aday

vaka sunumu.

Uluslararas: Yayinlar

Aksakalli, S., Balaban, A., Nazaroglu, K., & Saglam, E. (2017). Accelerated

Tooth Movement with Orthodontic Mini-Screws. Case reports in dentistry, 2017.
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