ASSOZIATION VON GENOTYP UND PHANOTYP
BEI NON-SYNDROMALEN OLIGODONTIEN

SARAH JABIR

Inauguraldissertation zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Zahnmedizin
des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen

e
W VVB LAUFERSWEILERVERLAG



Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Die rechtliche Verantwortung fiir den gesamten Inhalt dieses
Buches liegt ausschlieBlich bei den Autoren dieses Werkes.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung der Autoren
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2015

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Authors or the Publisher.

1* Edition 2015

© 2015 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

N A

e
VVB LAUFERSWEILER V%%EAG

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



ASSOZIATION VON GENOTYP UND
PHANOTYP BEI NON-SYNDROMALEN

OLIGODONTIEN

INAUGURALDISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Zahnmedizin
des Fachbereichs Medizin der

Justus-Liebig-Universitat Gielden

vorgelegt von

Sarah Jabir
aus Korbach

GielRen 2014



Aus dem Medizinischen Zentrum fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

Poliklinik fur Kieferorthopadie
der Universitatsklinikum Gie3en und Marburg GmbH, Standort Giel3en

Direktorin: Prof. Dr. Sabine Ruf

Gutachterin: Prof. Dr. Sabine Ruf

Gutachter: Prof. Dr. Ulrich Muller

Tag der Disputation: 5. Mai 2015



Fir meine Eltern



Inhaltsverzeichnis

1 Allgemeine EiNlEITUNG .......cooiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
1.1 Pravalenz von Nichtanlagen bleibender Zahne............cccccoooeiiiiiiiinnnn. 4
1.2 Ursachen von Nichtanlagen...........cccoooo oo, 5
1.3 Gliederung und Aufbau der Arbeit............eeiiiiiiiii e, 8

Teil I Genetischer Hintergrund non-syndromaler Oligodontien — ein

systematisches Review mit Meta-AnalySe ..., 10
INNAISVEIZEICANIS. ... 11

.1 Ergebnisse, Schlussfolgerung und Stellung der Publikation.................. 12

1.2 Detaillierte Erlauterung: Tooth Agenesis Code ..........cccccvvvvvviiiiiiinnnnnn. 14

1.3 WNT10A Mutationen: Inhaltlicher Zusammenhang der Erganzungen ..15

1.4 Erganzung Material und Methode............ccccvvviiiiiiiiiiiiiie 17

1.5 Erganzung ErgebniSSe ......cooieeiiiiiiiiiiii e 18

1.6 Erganzung DiSKUSSION ........iiiiiiiiiiiiiiiie s eeee et eeeerse e e e e e e eanees 20
Zusammenhang der Teile lund Ilin der Dissertation ..., 21

Teil Il Assoziation von Genotyp und Phanotyp bei non-syndromalen

OlIgOTONTIBN .. 22
INNAISVEIZEICANIS. ... 23
1.1 Spezielle BiNIEIUNG ......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
1.2 Ziel der ArDEIt.........uuiiii e 25
1.3 Material und Methode. ... 26

11.3.1 Allgemeiner AbIaUT ..o, 26
11.3.2 Erhalt des genetischen Materials...........cccccccvviviiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 27
11.3.3 DNA-Amplifizierung und Sequenzierung .........cccceeeeeeeeeeeeeeennnnnn. 29

11.3.4 StatistisChe MethOUEN ... ...vveeee e 31



1.4 ErgebNISSE ...vveiii e 32
1.4.1 GenOotyPhYPOthESE .....veie e 35

11.4.2 Beschreibung der Patienten/Familien/Genmutationen............... 39
11.4.2.1 Verdachtsdiagnose MSX1-Mutation..............coeeeeeeeeeeennn. 40

11.4.2.2 Verdachtsdiagnose EDA-Mutation ..............ccoeeeeeeeeeeeenn. 58

11.4.2.3 Verdachtsdiagnose AXIN2-Mutation ...............cceeeeeeennn. 67

1.5 DISKUSSION ..o 68
ZusammenfassunNgen/SUMMATIES ....coiieeeiiiieiicee et 91
2.1 Zusammenfassung Teil | ..., 92
2.2 SUMMANY PArt Lo 94
2.3 Zusammenfassung Teil 1l ..., 96
2.4 SUMMANY Part ... e 98
LiteratuUrVerzZeiChNIS .......ovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 100
ANNANG e 117
4.1 PrimMerseqUENZEN ... 118
4.2 PCR-Ansatze MSX1, EDA und AXINZ........oooviiiiiiii e 119
4.3 Familienbeschreibung der Familien ohne Genmutation ...................... 120
43.1 Verdachtsdiagnose MSX1-Mutation..................cevvvvennn. 120

4.3.2 Verdachtsdiagnose EDA-Mutation ...............cc.oovvvvvnnnnn. 145

4.3.3 Verdachtsdiagnose AXIN2-Mutation .................cccevvvenn. 157
PublikationSVerzeiChnis ..........coovviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 167
Ehrenwortliche ErkI&rung.......ooooeiiii e 209
D= 10| €=V [ 1 o P 210

Legende Familienstammbaum ... 212






Allgemeine Einleitung

1 Allgemeine Einleitung



Allgemeine Einleitung

1 Allgemeine Einleitung

Eine Nichtanlage oder Aplasie beschreibt das Fehlen von Z&hnen der ersten und/oder
zweiten Dentition und ist die am haufigsten auftretende dentale humane Anomalie
(Nunn et al. 2003, Vastardis et al. 1996).

Man unterscheidet Hypo- und Oligodontien von Anodontien. Die Grenze zwischen
Hypo- und Oligodontie ist in der Literatur nicht eindeutig festgelegt. Haufig wird neben
dem Begriff ,oligodontia“ auch von ,severe hypodontia“ gesprochen. Die momentan
anerkannteste Definition ist die nach Schalk-van der Weide (1992). Hiernach liegt eine
Hypodontie vor, wenn ein bis funf bleibende Zahne kongenital fehlen, wohingegen eine
Oligodontie bei mindestens sechs kongenital fehlenden Zahnen der permanenten
Dentition besteht. Diese Definition findet auch fir die vorliegende Arbeit Anwendung.
Das Fehlen von Weisheitszédhnen wird in der Definition gemaf Schalk-van der Weide

(1992) sowie in der vorliegenden Dissertationsschrift nicht beriicksichtigt.

Wichtig ist, dass der Begriff kongenital mit Vorsicht betrachtet werden muss, da sich
einige Zahne erst nach der Geburt entwickeln (Nieminen 2007), jedoch ist der
Begriffszusatz dennoch sinnvoll, da angelegte aber verloren gegangene Zahne in
keinem Fall die Einstufung in eine ,Hypo“- oder ,Oligodontia Vera“ rechtfertigen. Eine
Anodontie beschreibt das gesamte kongenitale Fehlen einer oder beider Dentitionen.

Je mehr Zéhne vor allem der bleibenden Dentition nicht angelegt sind, desto
komplexer, langwieriger und kostenintensiver wird die zahnmedizinische Behandlung
eines Patienten und desto schlechter gleichzeitig auch die Behandlungsprognose. Aus
diesem Grund sind vor allem sogenannte Oligodontien von Kkieferorthopadischem
sowie allgemein-zahnmedizinischem Interesse. Daher beschrénkt sich die vorliegende

Dissertationsschrift auf die Analyse von Oligodontien in der bleibenden Dentition.

Eine Oligodontie kann isoliert oder im Rahmen eines Syndroms auftreten. Unter einem
Syndrom versteht man das gleichzeitige Vorliegen verschiedener Symptome deren
atiologischer Zusammenhang mehr oder weniger bekannt ist oder vermutet werden

kann (http://de.wikipedia.org/wiki/Syndrom).
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Syndrome, bei denen haufig Nichtanlagen zu finden sind, sind beispielsweise das
Downsyndrom, das Riegersyndrom und das Charsyndrom (Dental Genetics Group,
www.helsinki.fi/science/dentgen/bg.html). Ebenso sind bei Lippen-Kiefer-
Gaumenspalten in den meisten Fallen Aplasien (vor allem im Bereich der Spalte, aber
auch in anderen Regionen) vorhanden. Bartzela et al. (2013) beschreiben
verschiedene Nichtanlagemuster bei Lippen-Kiefer-Gaumenspalten. Haufig lassen sich

auch syndromtypische Nichtanlagemuster erkennen (Nieminen 2007).

Interessant ist dabei aber vor allem die Grenze zwischen syndromalen und non-
syndromalen Oligodontien. Bei der hypohydrotischen ektodermalen Dysplasie zum
Beispiel, welche in einem Gendefekt des EDA-Gens begrindet liegt, findet sich eine
Symptomhaufung durch eine komplexe Differenzierungsstérung der Gewebe
ektodermaler Herkunft. Es treten Oligodontie, Hypotrichose und Hypohydrose auf. Die
Patienten haben durch einen Mangel an Schweil3driisen Probleme, die
Korpertemperatur zu regulieren. Es kann daher zu Hyperthermien kommen, die in
extremen Féllen als Folge des Fiebers zum frihen Kindstod fiihren kdnnen (Mues et al.
2009). Es gibt aber auch isolierte Oligodontien, die durch Mutationen im EDA-Gen
hervorgerufen werden und definitionsgemalR keine weitere oder keine eindeutige
syndromale Symptomatik zeigen. Auch fir MSX1-Mutationen lassen sich solche
flieRenden Ubergange erkennen. Bei schwécher ausgepragtem Genotyp finden sich
Jlediglich® Oligodontien, bei starkeren Auspragungen auch Lippen-Kiefer-Gaumen-

Spalten in Verbindung mit Oligodontien.

Derartige flieRende Ubergange zwischen non-syndromalen und syndromalen
Oligodontieformen sind vermutlich die Folge einer ,Schwellenwertliberschreitung*
hinsichtlich des Ausmafles des Funktionsverlustes der mutationsbedingt abnormalen
Proteinstruktur (Mues et al. 2009, Mues et al. 2010). Ausschlaggebend ist, inwiefern
das resultierende Protein durch die Mutation in seiner Funktion beeintrachtigt ist.
Patienten, bei denen die Mutation zu nicht funktionsfahigen Proteinen fuhrt, zeigen das
Vollbild eines Syndroms, so z.B. der hypohydrotischen ektodermalen Dysplasie (Kere
et al. 1996, Mues et al. 2010). Liegt eine Form vor, bei der das Protein in seiner
Funktion kaum verdndert ist, entstehen isolierte Oligodontien. Dies hat wiederum zur
Folge, dass eine Mutation bis zum Zeitpunkt des Zahnwechsels oder der Kontrolle

durch den Hauszahnarzt oder den Kieferorthopaden unerkannt geblieben ist.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf isolierte, non-syndromale Oligodontien, da

diese Indikatoren fir andere Erkrankungen sein kénnten.
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1.1 Pravalenz von Nichtanlagen bleibender Zédhne

In der permanenten Dentition der kaukasischen Bevolkerung fehlen bei vorliegender
Hypoplasie Weisheitszahne zu 20-25%, wohingegen die Angaben uber Aplasien der
anderen Zahne zwischen 6% und 9% variieren (Schopf 2008). Am haufigsten sind
Nichtanlagen der zweiten oberen und unteren Pramolaren sowie der oberen lateralen
Inzisiven. Das Fehlen anderer Zahne tritt deutlich seltener auf (Schopf 2008). Es zeigt
sich eine Variation zwischen verschiedenen Populationen. Bei der asiatischen
Bevolkerung fehlen beispielsweise die unteren mittleren Schneidezdhne am haufigsten
(Nieminen 2007).

Nichtanlagen sind bei 2-10% der Bevdlkerung zu finden (Kjaer 1994). Auch diese
Angaben  differieren  zwischen den  verschiedenen  Populationen. Die
nordamerikanische (keine prozentuale Angabe) und die saudi-arabische Bevélkerung
(2,2-4%) weisen im Vergleich zu Kaukasiern insgesamt weniger Nichtanlagen auf
(Nieminen 2007, Polder et al. 2004). Polder et al. (2004) stellen fest, dass
Afroamerikaner eine den Kaukasiern vergleichbare Prévalenz zeigen. In einer
Untersuchung von Celikoglu et al. (2010) wurde die Pravalenz in einem tirkischen
kieferorthopadischen Patientengut ermittelt: Sie lag bei 4,3% flr Hypodontien.

Die Pravalenz fur Oligodontien liegt zwischen 0,14% und 0,17% (Polder et al. 2004,
Rolling et al. 2001). In selektierten kieferorthopadischen Patientengruppen finden sich
Werte zwischen 0,09% und 1,99% (Behr et al. 2011, Celikoglu et al. 2010 und
Silverman et al. 1979). Celikoglu et al. (2010) ermittelten eine Pravalenz von 0,3% in

einem turkischen kieferorthopadischen Patientengut.
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1.2 Ursachen von Nichtanlagen

Die Ursache fur Nichtanlagen von Zahnen ist nicht zweifelsfrei geklart. Hereditéare
Faktoren spielen eine grof3e Rolle: Nichtanlagen werden oft vererbt, dies zeigt sich in
der familiaren Haufung und den erhdhten Konkordanzraten von Aplasien eineiiger
Zwillinge (Lapter et al. 1998, Marcovic et al. 1982).

Aplasien finden sich auBBerdem wie bereits erwahnt bei vorliegenden syndromalen
Entwicklungsstérungen (Morbus Down (Suri et al. 2011), Dysostosis mandibulo-facialis

und Lippen-Kiefer-Gaumenspalten (Bartzela et al. 2013, Schopf 2008)).

Weitere Griinde fiir Nichtanlagen sind Infektionen im Kieferknochen, Virusinfektionen,
Traumata im Milchgebiss oder Bestrahlung basierend auf kanzerdésen Erkrankungen
(Schopf 2008). Eine Rotelnembryopathie kann ebenso Aplasien nach sich ziehen
(Diedrich 2000).

Eine weitere Vermutung ist die der phylogenetische Reduktion (Schopf 2008): Im Laufe
der Entwicklung kommt es zu Rickbildungen derjenigen Organe und Strukturen, die
der Mensch kaum benétigt. Riethe (1959) hingegen argumentiert, dass
,verkimmerungen und Nichtanlagen [...] nur ,dezimierten rezenten Kiefern®
zugeschrieben® werden. [...] Fehlbildungen [...] haben ihre Ursache in der genotypisch

bedingten Disharmonie zwischen Zahn- und Kiefergrof3e, Alveolar- und Basalteil.

Svinhufvud et al. (1988) sehen die Nichtanlage von zweiten Molaren, zweiten
Pramolaren und oberen seitlichen Inzisiven in einem Zusammenhang zwischen der
anatomischen Lage, der damit verbundenen Lage am Ende eines Innervationsastes
und der Durchbruchsreihenfolge begrindet. Kjaer (1999) geht ebenfalls davon aus,
dass die nicht angelegten Zahne bevorzugt am Ende eines Innervationsastes liegen.
Eine weitere Arbeit von Kjaer et al. aus dem Jahr 1994 beschreibt den Zusammenhang
zwischen Nichtanlage und fehlendem Mandibularkanal: Bei Aplasie des Canalis
mandibularis fehlt in diesem Bereich gleichzeitig die Innervation. Dies wiederrum kann

mit einer Aplasie der Zéhne in dieser Region assoziiert sein.

Ein Grund fir verschiedene Pravalenzen der Aplasie von Milch- und bleibenden
Zahnen ist das voranschreitende Unterkieferwachstum (Kjaer et al. 1994). Durch eine

Zunahme von Knochensubstanz um die innervierenden Nerven ist der Zahnkeim des
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bleibenden Zahnes in grol3erer Distanz zum Innervationsort als der des Milchzahnes
lokalisiert. So lasst sich erklaren, dass bei Nichtanlage der Milchzahne in der Regel
auch die bleibenden Z&hne fehlen, dass aber eine Nichtanlage von bleibenden Zahnen
bei vollstandigem Milchgebiss vorliegen kann.

Abb. 1.2.1: Nichtanlagen finden sich haufig am Ende des jeweils innervierenden
Nervs (Kjaer 1999).

Genotyp-Phanotyp Assoziationen

Die Entwicklung der Zahne wird zu einem Uberwiegenden Teil genetisch kontrolliert
(Thesleff et al. 2003). Uber 200 Gene werden im Zuge der Zahnentwicklung exprimiert
(Thesleff et al. 2006). In der Literatur werden insbesondere Mutationen von vier Genen
(Paired-Box-Gen 9 = PAX9, Muscle segment homeobox-Protein 1 = MSXI1,
Ektodysplasin-A = EDA, Axis inhibition Protein 2 = AXIN2) im Zusammenhang mit non-
syndromalen Oligodontien beschrieben (Das et al. 2002, Das et al. 2003, De Muynck et
al. 2004, Hansen et al. 2007, Li et al. 2008, Mues et al. 2010). lhre Auswirkungen auf
die Dentition bzw. das Nichtanlagenmuster sind durchaus unterschiedlich (Mues et al.
2009). Wahrend Veranderungen der PAX9-Gensequenz vorwiegend ein Fehlen von
Molaren (Das et al. 2002, Das et al. 2003, Frazier-Bowers et al. 2002, Jumlongras et
al. 2001, Lammi et al. 2003, Nieminen et al. 2001, Stockton et al. 2000) bewirken, wird
fur MSX1-Mutationen vor allem ein Fehlen von Pramolaren (Kapadia et al. 2006, Vieira
et al. 2004) beschrieben. Demgegeniiber zeigen Patienten mit einer AXIN2-Mutation
eine grol3e Zahnunterzahl sowohl im Molaren- als auch im Prdmolarenbereich (Lammi
et al. 2004). Die EDA-assoziierten non-syndromalen Oligodontien &uf3ern sich

hingegen tberwiegend durch ein Fehlen von Inzisiven (Ayub et al. 2010, Han et al.

6
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2008, Mues et al. 2009, Mues et al. 2010, Song et al. 2009, Tao et al. 2006). Jedoch
gibt es unter allen beteiligten Genen eine nicht unerhebliche interindividuelle Variation
hinsichtlich des Nichtanlagenmusters.

Einige der oben genannten Genmutationen jedoch bewirken nicht nur das Auftreten
von Oligodontien, sondern sind auch mit anderen Fehlbildungen und/oder einem
erhohten Krebsrisiko assoziiert. Chalothorn et al. (2008) beschreiben ein erhdhtes
Risiko fur epitheliale Ovarialkarzinome, Lammi et al. (2004) ein erhdhtes Risiko flr
kolorektale Karzinome. So ist bekannt, dass Stérungen in der MSX1-Gen-Expression
an der Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalten beteiligt sind (Jumlongras et al.
2001). Patienten mit EDA-Mutationen kénnen auch eine Beteiligung aller anderen

ektodermalen Strukturen (zum Beispiel Haare, Haut, Nagel) zeigen (Mues et al. 2010).

Die bisher in der Literatur vorliegenden Publikationen zu non-syndromalen
Oligodontien sind rein deskriptiven Charakters und verwenden keine einheitliche
Definition der Oligodontie. Daher ist es fur den Kliniker bisher weitgehend unmdéglich,
ein bestimmtes Oligodontie-Muster (Phanotyp) verdachtsweise mit einer bestimmten
Genmutation (Genotyp) zu assoziieren. Dies wére durchaus sinnvoll, da das Risiko
besteht, dass Mutationen, die potentiell zu Krebserkrankungen bzw. Fehlbildungen

fuhren, an zukinftige Generationen vererbt werden kdnnen.
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1.3 Gliederung und Aufbau der Arbeit

Die folgende Arbeit gliedert sich in zwei Teile:

) Systematisches Review: Genetischer Hintergrund non-syndromaler
Oligodontien - ein systematisches Review

mit Meta-Analyse

1)} Klinische Studie: Assoziation von Genotyp und Phanotyp bei

non-syndromalen Oligodontien

Beide Teile stellen eine flr sich eigenstandige Arbeit dar.

In Teil | soll der Inhalt der Publikation ,Genetischer Hintergrund non-syndromaler
Oligodontien - ein systematisches Review mit Meta-Analyse“ (Ruf et al. 2013, s.
Publikationsverzeichnis, S.171), welche im Juli 2013 in der Fachzeitschrift ,Fortschritte
der Kieferorthopadie® erschienen ist, vorgestellt werden. Hierbei umfasst der
Eigenanteil an der Publikation die Datenaktualisierung und Ergdnzung des von Klimas,
Honemann und Ruf 2009 begonnenen systematischen Reviews, die Aufarbeitung der
Tabellen und Grafiken sowie die Mitarbeit an der Publikation. Die Aktualisierung
beinhaltet den Zeitraum November 2010 bis Januar 2013, wobei eine
Doppeluntersuchung des Zeitraumes Méarz bis November 2010 erfolgte.

Die bestehende Datenlage in der Literatur, die durch das Systematische Review mit
Metaanalyse aufgearbeitet wurde, lasst einen Zusammenhang zwischen Oligodontie-
Phanotyp und Oligodontie-Genotyp vermuten. Hieraus ergab sich eine neue

Fragestellung:

Wie zuverlassig ist die Anwendung der Ergebnisse der Genotyp-Phénotyp-Assoziation

in einem unselektierten Oligodontie-Patientengut?

In Teil | werden zun&chst die Ergebnisse und die Schlussfolgerung des systematischen
Reviews und der Metaanalyse beschrieben; weiterhin wird die Stellung der Publikation

in der Dissertation geschildert. Anschliel3end findet sich eine Ergédnzung bedingt durch
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die Datenaktualisierung, welche nach dem Erscheinungsdatum der Publikation

durchgefuhrt wurde. Die veroffentlichte Publikation findet sich im Anhang (s.S.171).

In Teil Il soll die Aussagekraft der in Teil | gefundenen Ergebnisse an einem
unselektierten Patientengut untersucht werden.



Teil |

Tell |
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.1 Ergebnisse, Schlussfolgerung sowie Stellung der

Publikation in der Dissertation

Die Publikation ,Genetischer Hintergrund non-syndromaler Oligodontien — ein
systematisches Review mit Meta-Analyse” findet sich im Publikationsverzeichnis (Ruf
etal. 2013, s. S. 171).

Die Untersuchungsergebnisse des systematischen Reviews zeigen, dass bis zum
Zeitpunkt der Vertffentlichung im Jahr 2013 Mutationen in sieben Gene im
Zusammenhang mit non-syndromalen Oligodontien beschrieben wurden. Es handelt
sich hierbei um die Gene PAX9, MSX1, EDA, AXIN2, NEMO, KRT17 und EDARADD.
Es wurde ebenso eine Mutation in einer moglichen PAX9-Promotorregion beschrieben,

welche mit non-syndromalen Oligodontien assoziiert ist.

Das am haufigsten genannte Gen sowohl bei der Anzahl der beschriebenen
Mutationen als auch bei der Anzahl der beschriebenen Patienten im systematischen
Review war PAX9. Hier fanden sich 33 genannte Mutationen und 93 Patienten. Am
zweithaufigsten wurden Mutationen im Gen MSX1 beschrieben (zwdlf Mutationen),
hierbei wurden 33 betroffene Patienten erwahnt. Das Gen EDA zeigte zehn Mutationen
und 51 Patienten wahrend fur das Gen AXIN2 nur sechs Mutationen und 17 Patienten
beschrieben wurden. Mutationen in den Genen EDARADD, NEMO und KRT17 fanden
sich wesentlich seltener: Fur diese Gene wurde jeweils nur ein Patient mit einer
Mutation in der Literatur beschrieben. Auch die fir die mdgliche PAX9-Promotorregion
beschriebene Patientenanzahl war mit sieben Patienten, die nur eine einzige Mutation

zeigten aullerst selten.

Fur 15,5% des Probandenguts (53 von 343 Patienten) konnte trotz genetischer
Analyse keine Mutation detektiert werden. Die Ursache hierfir mag in der singularen

Analyse von nur einzelnen Genen liegen.

Die Auswertung fur die Metaanalyse ergab, dass 15 Arbeiten eingeschlossen werden
konnten. Nicht inkludiert wurden die Gene NEMO, KRT17 und EDARADD, da fir diese
wie bereits erwahnt bis zum Zeitpunkt der Untersuchung jeweils nur ein Patient in der
Literatur beschrieben worden war. Die Probanden mit Mutationen in der méglichen

PAX9 Promotorregion wurden nicht weiter untersucht weil alle beschriebenen

12



Ergebnisse, Schlussfolgerung sowie Stellung der Publikation in der Dissertation

Probanden zu einer Familie gehorten. Deshalb hatte man anhand dieser Ergebnisse

keine Aussage Uber das Verhalten in einer anderen Population machen kénnen.

Die 15 untersuchten sowie eingeschlossenen Arbeiten beschreiben 33 PAX9-, 14
MSX1-, 35 EDA- und zehn AXIN2-Patienten. Nur einer der Patienten wies einen nicht
familiaren Erbgang der Oligodontie auf und zeigte eine de-novo Mutation. Hierbei
handelt es sich um eine AXIN2-Mutation welche in einer Studie von Lammi et al. 2004

beschrieben wurde.

Um die Auswertung der Ergebnisse verstandlicher zu machen, wird an dieser Stelle auf
die detaillierten Erlauterungen zum Tooth Agenesis Code (s. Kapitel 1.2) verwiesen.
Durch Addition der TAC-Quadrantenmodalwerte aller vier Quadranten ergab sich die
TAC-Summe. Hierbei war die Verteilung bestimmter TAC-Summen zwischen den vier
analysierten Genen durchaus unterschiedlich: Trennwerteigenschaften fur die
empirisch ermittelte TAC-Summe von 250 wurden herausgearbeitet. Werte unterhalb
von 250 zeigten sich bei 100% der MSX1 und bei 80% der EDA Patienten, wahrend
Werte oberhalb dieser Grenze bei 96,9% der PAX9- und bei 90% der AXIN2-Patienten

gefunden werden konnten.

Bei Betrachtung der TAC-Quadrantenmodalwerte fiel auf, dass ein ungerader TAC-
Wert in einem oder mehreren Quadranten bei 94,3% der EDA-Patienten, jedoch
lediglich bei 28,6% der MSX1-Patienten vorkam. Der TAC-Wert 112 in einem oder
mehreren Quadranten zeigte sich bei 72,7% der PAX9-, jedoch bei keinem der AXIN2-

Patienten.

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass durch Anwendung des Tooth Agenesis
Codes im Rahmen der Metaanalyse innerhalb des Probandenguts eine Assoziation
zwischen Oligodontiephanotyp und -genotyp herausgearbeitet werden konnte. Ob
diese Ergebnisse aber auf ein unselektiertes Patientengut Ubertragbar sind, war bis

dato unklar.

Die Publikation nimmt also insofern einen sehr grof3en Stellenwert in der Dissertation
ein, als dass neben dem Zugewinn an gefundenen Ergebnisse die Grundlage sowie
die Fragestellung aus Teil Il erst durch die Ergebnisse des systematischen Reviews

sowie der Metaanalyse entstanden sind.
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Detaillierte Erlauterungen: Tooth Agenesis Code

.2 Detaillierte Erlauterungen: Tooth Agenesis Code

Ein neuer Ansatz, der ,Tooth Agenesis Code“ (TAC), der den Vergleich zwischen
Individuen und die Identifikation von bestimmten Nichtanlagemustern erleichtert, wurde
2006 von van Wijk und Tan prasentiert. Der TAC ist ein numerischer Code, der die
Anzahl und die genaue Position nicht angelegter Zéhne fir jeden Quadranten
beschreibt (Abb. 1.2.1). Es wird zwischen TAC-Werten, welche sich auf den jeweiligen
Quadranten beziehen und TAC-Summen (Addition der vier TAC Werte aus allen
Quadranten) unterschieden. Die TAC-Werte pro Quadrant ergeben sich durch den
Wert, der den jeweiligen fehlenden Zahnen zugeordnet ist; sie wurden von van Wijk
und Tan beschrieben: Durch Addition der einzelnen Werte pro Quadrant ergibt sich der
TAC-Quadrantenwert. Durch Addition der vier einzelnen Quadrantenwerte ergibt sich
die TAC-Summe, welche in den obigen Ergebnissen und in der Publikation
beschrieben wird; die Bedeutung der TAC-Summe wurde von den Autoren
herausgestellt: Es gibt Haufungen von TAC-Werten, die auf die Mutation eines
bestimmten Gens hinweisen kdnnen. Genauere Informationen zum TAC-Wert sind
unter folgender Adresse einzusehen: http://www.toothagenesiscode.com, genauere
Informationen bezuglich der Bedeutung der TAC-Summe finden sich in der Publikation
(s. S. 171).

TAC

TACvalue 64 32 16 & 4 2 1 1 2 4 8 18 32 64

17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27
A7 AB 45 a4 43 4Z &1 31 32 33 34 35 3@ I

TACvalue 64 32 16 8 4 e 9 1 g 4 8 16 32 64

TAC score =10

Abb. 1.2.1:  Jeder fehlende Zahn erhalt einen numerischen Wert. Die Werte werden
fur jeden Quadranten addiert. Durch Addition der TAC Quadrantenwerte
ergibt sich die TAC-Summe (van Wijk et al. 2006).
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WNT10A Mutationen: Inhaltlicher Zusammenhang

.3 WNT10A Mutationen: Inhaltlicher Zusammenhang zu den

folgenden Ergéanzungen

Nach Akzeptanz des Artikels ,Genetischer Hintergrund non-syndromaler Oligodontien
— ein systematisches Review mit Meta-Analyse® (Ruf et al. 2013) bzw. nach Ende des
Inklusionszeitraumes fur diese Publikation, sind in der Literatur neue Studien
erschienen die zeigen, dass neben den im Artikel dargestellten Genen zusétzlich
Mutationen in einem weiteren Gen fir die Entstehung von Oligodontien verantwortlich
zu sein scheinen: Es handelt sich hierbei um WNT10A.

Die Verbindung zwischen den fir non-syndromale Oligodontien verantwortlichen
Genen, die in der Metaanalyse untersucht wurden und dem Gen WNT10A wéahrend der
Zahnentwicklung wird im Schaubild der kraniofazialen Signalwege deutlich (s. Abb.
1.3.1).

Die veroffentlichten WNT10A-Artikel sollten nach dem gleichen Vorgehen wie in der
Publikation analysiert werden (s. Publikation S. 171). Die jeweiligen Erganzungen zu
Material und Methode, zu den Ergebnissen sowie zur Diskussion finden sich direkt im

Anschluss.
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WNTZ10A Mutationen: Inhaltlicher Zusammenhang
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Abb. 1.3.1: Interaktion kraniofazialer Signalwege.
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Erganzung Material und Methode

.4 Erganzung Material und Methode

WNT10A-Mutationen

Um die entsprechenden Daten zu WNT10A mit den Daten der im
Publikationsverzeichnis enthaltenen Publikation vergleichen zu kénnen, wurden auf
alle mittels einer einfachen elektronischen Literaturrecherche identifizierten Artikel zu
WNT10A und Hypo- bzw. Oligodontien, die gleichen Einschluss- bzw.
Ausschlusskriterien, die fur das systematische Review sowie fir die Metaanalyse

geltend waren, angewendet.
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Erganzung Ergebnisse

.5 Erganzung Ergebnisse

Den Ein- bzw. Ausschlusskriterien entsprachen auf Ebene des ,Systematic Reviews*
zwei WNT10A Artikel: Mostowska et al. (2013) und van den Boogard et al. (2012). Die
beiden Arbeiten beschreiben zehn verschiedene WNT10A-Mutationen, betroffen waren
insgesamt 39 oligodonte Patienten. Keine bisher publizierte WNT10A-Studie erfillte
die Einschlusskriterien der ,Metaanalyse®. Die Genanalysen zeigten in der Studie von
van den Boogaard et al. (2012) bei 56 % aller Patienten mit nicht-syndromalen
Nichtanlagen (teils hypodont, teils oligodont) WNT10A-Mutationen. Mostowska et al.
(2013) fuhrten bei 42 Patienten mit non-syndromalen Nichtanlagen (auch hier teils
hypodont, teils oligodont) Genanalysen fir die Gene MSX1, PAX9 und WNT10A durch.
Bei 15 Patienten wurde keine Mutation gefunden, bei lediglich einem Patienten eine
Mutation des Gens PAX9 und bei 26 (62%) Patienten konnte eine Mutation im
WNT10A-Gen gefunden werden.
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Erganzung Ergebnisse

Tab.l.5.1:

Im systematischen Review nach Datenaktualisierung bis einschlieflich

01/2013 identifizierte Gene inklusive Angabe der Anzahl der Mutationen

und der Anzahl der Patienten mit Mutationen in dem jeweiligen Gen.

Identifizierte Gene Anzahl der | Anzahl Referenzen
Mutationen | der (ziffern: s. Lit.verzeichnis
Patienten | der Publikation)

PAX9 36 95 [1, 6, 12, 13, 16, 23, 25,

(Paired-box-gene) 26, 30, 34, 38, 42, 44, 45,
49, 54, 64, 65, 67, 78, 80,
82, 83, 85], Boeira Junior
2013 et al, van den
Boogaard et al. (2012),
Zhu et al (2012),
Mostowska et al. (2013)

MSX1 (Muscle segment |13 34 [6, 11, 14, 29, 39, 46, 53,

homeobox 1) 75, 81], van den Boogaard
et al. (2012)

EDA 10 51 [5, 22, 37, 47, 48, 56, 63,

(Ectodysplasia-A) 68, 69]

AXIN2 (Axis inhibition 6 17 [6, 35, 40]

protein)

WNT10A 11 39 van den Boogaard et al.

(Wingless 10A) (2012), Mostowska et al.
(2013)

putative PAX9 Promotor 1 7 [42]

EDARADD 1 1 [6]

(Ectodysplasin-A  receptor-

associated adapter protein)

NEMO (NF-kappa-B | 1 1 [32]

essential modulator)

KRT17 (Keratin type ||1 1 [19]

cytoskeletal 17)
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Erganzung Diskussion

.5 Erganzung Diskussion

Eine Gegenuberstellung der Ergebnisse von van den Boogard et al. (2012), Bergendal
et al. (2011) und den von uns gefundenen, in Teil | beschriebenen Ergebnissen zeigt,
dass in dem Artikel von Bergendal et al. (2011) bei 89% der nicht familiaren
Oligodontiepatienten keine Genmutation identifiziert wurde, wohingegen van den
Boogaard et al. (2012) in 29% der Félle keine Mutationen finden konnten und in den
vorliegenden Ergebnissen nur in 15,5% aller in der Literatur beschriebenen Falle kein
genetischer Hintergrund dargestellt werden konnte. Ein wichtiger Hinweis sei hierbei,
dass in den aus Teil | vorliegenden Ergebnissen per Zufall fast ausschlie3lich familiare
Oligodontien untersucht wurden, Bergendal et al. (2011) hingegen arbeiteten mit einem
Probandengut, welches zum grofdten Teil nicht familiar war. Gleiches gilt fur die Studie
von van den Boogaard et al. (2012): 13 der 58 Teilnehmer waren miteinander

verwandt, dies entspricht nur 22% des Probandenguts, welches famili&r war.

Stellt man diese Ergebnisse von van den Boogaard et al. (2012) und von Mostowska et
al. (2013) mit denen der Studie von Bergendal et al. (2011), in welcher die Gene
AXIN2, EDA, EDAR, EDARADD, MSX1 und PAX9 analysiert wurden gegenuber, so
konnte der Grund dafur, dass nur bei 11% der Patienten mit Oligodontien Mutationen
gefunden wurden, folgende Ursachen haben:

1. Es wurden zu einem grof3en Teil nicht-familiare Falle untersucht.
2. Das Gen WNT10A wurde nicht analysiert.

Vermerkt werden muss zum einen, dass Bergendal et al. (2011) Oligodontien
untersucht haben, wahrend sowohl van den Boogaard et al. (2012) als auch
Mostowska et al. (2013) hypo- und oligodonte Patienten in ihre Studie inkludiert hatten.
Weiterhin sollte bertcksichtigt werden, dass es sich bei den Artikeln von Bergendal et
al. (2011), van den Boogaard et al. (2012) und Mostowska et al. (2013) um Studien
handelt, wohingegen es sich bei den vorliegenden Ergebnisse um ein Review handelt.
Dieses analysiert schon allein aufgrund eines nicht auszuschlielenden
Publikationsbias mdglicherweise eine fur die Grundgesamtheit nicht repréasentative

Stichprobe.
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Zusammenhang der Teile | und Il in der Dissertation

Da das Patientengut des systematischen Reviews und der Metaanalyse eindeutig
selektiert war und Mutationen Uber mehrere Generationen aufwies, sowie extrem
schwere Oligodontien mit meist oligodonter familiarer Genese zeigte, war unklar, ob
die gefundenen Ergebnisse auch auf ein unselektiertes Oligodontiepatientengut
anwendbar sind. Der Nutzen der Studie im Klinikalltag, insbesondere fur die

Identifikation von Risikopatienten, sollte untersucht werden.

Um die Fragestellung zu beantworten, ob die Ergebnisse auf die klinische Situation
Ubertragbar sind und ob die Identifizierung von Patienten mit bestimmten Mutationen
anhand ihres Nichtanlagemusters maglich ist, wurden alle zwischen Januar 1986 und
April 2013 aufgenommenen, non-syndromalen Oligodontiepatienten der Poliklinik fir
Kieferorthopadie der Justus-Liebig-Universitat GieRen kontaktiert. Ziel war es, ein
mdglichst groRes unselektiertes Patientengut zu erhalten um an diesem die

Anwendbarkeit der gefundenen Ergebnisse zu lberprifen.
Das weitere Vorgehen hierfir ist in Teil Il beschrieben.

AbschlieRend sollte festgehalten werden, dass die Idee fur Teil Il erst aus den
Untersuchungsergebnissen des Systematischen Reviews und der Metaanalyse
entstanden ist.
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Spezielle Einleitung

1.1 Spezielle Einleitung

Eine Erklarung der Oligodontiegenese fir alle Patientenfalle war bisher in der Literatur
trotz der identifizierten Kandidatengene bzw. Mutationen nicht mdglich. Daher stellte
sich die Frage, inwiefern die in der Literatur beschriebenen Félle/Familien reprasentativ
fur die Grundgemeinschaft sind bzw. inwiefern sich der in Teil | beschriebene
Zusammenhang zwischen Oligodontie-Genotyp und -Ph&notyp auch in einem
unselektierten Oligodontiepatientengut darstellen lasst. Da es sich um ein nicht-
selektiertes Patientengut fir die Population von Oligodontiepatienten handelte, konnen

die hieraus gewonnenen Rickschlisse als reprasentativ angesehen werden.

Der Nutzen, einen Patienten anhand seines Phanotyps screenen zu konnen, betrifft
sowohl den Patienten selbst, als auch seine Familie. Koénnte ein solches
Screeningverfahren verifiziert und in der zahnéarztlichen Praxis etabliert werden, so
konnten selektierte Genanalysen erfolgen. Dies ware finanziell, medizinisch,
prophylaktisch, aber auch zeitlich vorteilhaft: Das Bewusstsein Uber potentiell erhéhte
Risiken, an Krebs zu erkranken, Nachkommen mit Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalten
beziehungsweise Formen davon oder mit der Gefahr einer versteckten EDA-Mutation
Zu zeugen ist hilfreich, um Pravention, frihzeitige Prophylaxe und Aufklarung zu
betreiben. AuRerdem konnte es sinnvoll sein, Patienten mit unterschiedlichen
Genotypen einer abweichenden kieferorthopadischen Behandlung zuzufiihren. Da z.B.
bekannt ist, dass AXIN2 auch die Osteoklastendifferenzierung hemmt (Bodine et al.
2006, Yan et al. 2009), wahrend PAX9 dies nicht tut, ware ein Lluckenschluss in
letzterem Fall vielleicht sinnvoll, wahrend er im ersten Fall vielleicht gar nicht moglich
ist. Entsprechende Studien fehlen in der Literatur bisher vollig. Von zahnarztlicher Seite
konnte ggfs. anhand des Nichtanlagenmusters eine Empfehlung zur spezifischen

Genuntersuchung gegeben werden.
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Ziel der Arbeit

1.2 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Studie war es zu verifizieren, ob sich der in Teil | geaul3erte
Verdacht einer Assoziation von Genotyp und Phéanotyp bei non-syndromalen
Oligodontien in einem unselektierten Oligodontiepatientengut bestatigen lasst. Konkret
sollte analysiert werden, ob eine TAC basierte Prognose des Genotyps moglich ist. Die
Validierung eines reprasentativen Patientenguts war mdglich, da es sich bei dieser
Studie im Vergleich zu den Studien der Metaanalyse um ein nicht selektiertes

Patientengut handelte.
Die Studie wurde durch die Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Justus-

Liebig-Universitat GieBen genehmigt (11/2012) wund finanziell durch den
Wissenschaftsfond der Deutschen Gesellschaft fir Kieferorthopadie unterstitzt.
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Material und Methode

1.3 Material und Methode

11.3.1 Allgemeiner Ablauf

Alle seit 1986 in der Poliklinik fur Kieferorthopédie des Zentrums fur Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde der Justus-Liebig-Universitat Gief3en behandelten Patienten, bei
welchen eine non-syndromale Oligodontie vorlag, wurden folgendermal3en ermittelt:
Die Patientenakten von Januar 1986 bis April 2013 wurden durchgesehen, alle
anamnestisch  non-syndromalen  Oligodontiepatienten ~ wurden  notiert.  Als
Einschlusskriterien fur die Patienten galten das Vorliegen einer nicht-syndromalen
Oligodontie, die Nichtanlagen mussten durch Orthopantomogramm (OPG) oder FDI-
Zahnschema verifizierbar sein und es musste mindestens ein weiterer hypo- oder
oligodonter Fall in der Familie vorliegen. AnschlieBend wurde versucht alle
identifizierten Oligodontiepatienten telefonisch zu kontaktieren. Die non-syndromalen
Oligodontiepatienten wurden mindlich Uber das Studienvorhaben aufgeklart und
bezlglich ihrer Familienanamnese befragt. Patienten, bei denen sich eine hypo- oder
oligodonte Hereditat anamnestisch nachweisen liel3, wurden um das Einholen der
Erlaubnis zur Kontaktaufnahme zu lhren Familienmitgliedern gebeten. Nachfolgend
wurden alle Familienmitglieder, von denen die Erlaubnis zur Kontaktaufnahme und
ebenso Kontaktdaten vorhanden waren, beziglich vorliegender Hypo- oder
Oligodontien befragt und Uber das Studienvorhaben informiert. Bei Einwilligung der
Patienten respektive der Probanden fand zunéchst eine detaillierte Aufklarung mit
mindestens 24-stundiger Bedenkzeit und anschlieBender Einverstandniserklarung

statt. Ein Termin zur Abgabe einer Speichelprobe wurde vereinbart.

Auf der Grundlage der anamnestischen Daten wurde ein Familienstammbaum
angelegt, welcher die Familienzugehorigkeit der Patienten und der verwandten
Probanden sowie Informationen zum Ausprégungsgrad der Hypo- bzw. Oligodontie

enthalt.

Zur Auswertung und zum Vergleich der genspezifischen Phéanotypen der zuvor
rekrutierten Probanden wurden nach Erhebung des Zahnstatus gemaR FDI-
Zahnschema die Nichtanlagedaten der eingeschlossenen oligodonten Probanden mit
Hilfe des Tooth Agenesis Code (TAC) (van Wik et al. 2006) ausgewertet. (s.
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Material und Methode

Abb.I1.2.1). Danach wurde auf der Grundlage der in Teil | beschriebenen Haufungen

spezieller TAC-Werte eine Genotypprognose gestellt (gemaf Abb.4, S.177).

11.3.2 Erhalt des genetischen Materials

Speichelproben der Patienten/Probanden dienten der Gendiagnostik. Dazu wurden 2
ml Speichel unter Aufsicht im dafir vorgesehenen Oragene DNA (og 500) Kit
(DNAgenotek, Kanata, Ontario, Canada) gesammelt. Der pseudonymisierte
Patientenname, das Geburtsdatum sowie das Entnahmedatum wurden auf dem
Oragene DNA (og 500) Kit notiert. Die Probanden wurden angewiesen, eine Stunde
vor der Probenentnahme die Zahne grundlich zu reinigen und auf Nahrungs- und
Flussigkeitsaufnahme bis zum Zeitpunkt der Abgabe der Speichelprobe zu verzichten.
Das VerschlieRen des Oragene DNA Kits wurde durch den Prifarzt durchgefiihrt. Bei
dem Transport der Probe wurde auf eine adaquate Lagerung zwischen 15°C und 25°C
geachtet. Die Proben wurden umgehend in die Poliklinik fur Kieferorthopadie der
Justus-Liebig-Universitat gebracht und im Labor, in dem die Aufbereitung des

genetischen Materials stattfinden sollte, aufbewahrt.
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Material und Methode

Datenmanagement

Alle wahrend der Studie gesammelten Informationen wurden auf einem fur diese
Studie erstellten Erfassungsbogen dokumentiert. Der Versuchsleiter stellte sicher, dass
die Erfassungsbégen komplett und richtig ausgefillt wurden. Erklarten sich die
Patienten sowie ihre Angehdrigen bereit an der Studie teilzunehmen, so wurden fur die

Analyse folgende Daten erfasst:

1. Persdnliche Daten

. Patienten-/Probandennummer

. Geburtsdatum

. Geschlecht

. Verwandtschaftsgrad der betroffenen Familienmitglieder (sofern verfugbar)

2. Studiendaten

. Muster der nicht angelegten Zahne des Patienten und der betroffenen

Familienmitglieder (sofern verfiigbar) sowie die entsprechenden TAC-Werte

. ggfs. Mutationen des Verdachtsdiagnosegens

Kontrollgruppe

Die Sequenzierungsresultate wurden mit korrespondierenden Eintragen der NCBI

GenBank und von Ensembl (www.ensembl.org) verglichen.
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Material und Methode

11.3.3 DNA-Amplifizierung und Sequenzierung

Die DNA-Amplifizierung wurde im Labor durch spezifisch geschultes Fachpersonal der
Poliklinik fur Kieferorthopadie der Justus-Liebig-Universitat durchgefihrt. Die DNA
wurde nach Anweisung des Herstellers isoliert und gereinigt. AnschlielBend wurde die

DNA amplifiziert und sequenziert.

Als Ziel der Analyse sollten Mutationen auf den Genen MSX1, EDA und AXIN2
evaluiert werden. PAX 9 wurde nicht analysiert, da keiner der vorliegenden Patienten

eine PAX9-Verdachtsdiagnose aufwies.

Es wurde zunachst das Material des Patienten, der in der Poliklinik fur Kieferorthopadie
der Justus-Liebig Universitat Gie3en behandelt wurde, untersucht. Bei positivem
Untersuchungsergebnis des genetischen Materials des Patienten wurden auch die
verfigbaren Familienmitglieder genetisch untersucht. Bei vorliegender Genmutation
des Patienten wurden sowohl oligodonte, hypodonte als auch Familienmitglieder ohne
Nichtanlagen auf Mutationen in den entsprechenden Genen untersucht, um Geno- und
Phanotypvariationen feststellen zu kénnen.

Die Proben der Patienten bzw. Probanden wurden entsprechend der
Verdachtsdiagnose auf Mutationen der Gene EDA, AXIN2 und MSX1 untersucht. Es
wurden fir EDA und MSX1 jeweils alle Exone analysiert, fir AXIN2 erfolgte die
Analyse fur Exon 8 und 9. Es wurden lediglich die Exon begrenzenden Bereiche
mituntersucht, dies bedeutet, dass nicht konkret Intronbereiche oder nicht-kodierende
Bereiche untersucht wurden, sondern dass diese zusatzlichen Bereiche
gegebenenfalls nur die Exone begrenzen und daher mit analysiert wurden. Fir die

einzelnen Gene wurden untersucht:

MSX1: Exon 1
Exon 2

EDA: Exon 1-8

AXIN2: Exon 8
Exon 9
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Die Gene AXIN2 und MSX1 wurden in der Poliklinik fir Kieferorthopadie der Justus-
Liebig-Universitat GielRen analysiert. Aus den Speichelproben wurde DNA mittels
preplT-L2P der Firma DNAgenotek purifiziert. Die hierbei gewonnene DNA wurde mit
TE Buffer der Firma Invitrogen verdinnt. Die Konzentration der Verdinnung betrug
30 ng DNA pro pl. Diese Verdinnung wurde bei 4° Celsius in einem Kuhlschrank
gelagert. Im Folgenden wurde die DNA mittels einem KIT Qiagen Hot Star HiFidelity
Polymerase Kit der Firma Qiagen amplifiziert, dies erfolgte nach Herstellerangaben. Es
wurden Primer der Firma Sigma Aldrich fir MSX1 und AXIN2 verwendet. Die
Primersequenzen sind dem Anhang zu entnehmen. Die Amplifizierung erfolgte mit dem
Gerat C1000 Thermal Cycler der Firma Bio-Rad. AnschlieRend wurden Funktion und
Reinheit der amplifizierten DNA Uberprift: Es wurde ein Agarosegel mit einer Kontrolle
in Form eines Basenpaarmarkers angefertigt, dies geschah mittels Elektrophorese.
Hierfir wurden 10 pl des PCR-Produktes (insgesamt 50 pl) verwendet. War die
Funktion des erhaltenen PCR-Produktes gegeben, wurden diesem PCR-Produkt
(insgesamt 40 pl nach Anfertigung des Agarosegels) 0,5 pl EXO-SAP-IT in einem
Reaktionsgefald der Firma Eppendorf zugesetzt und in dem Gerat C1000 Thermal
Cycler der Firma Bio-Rad gereinigt. Die beiden Zyklen dauerten jeweils 15 Minuten - im
ersten Zyklus wurde bei 37° Celsius inkubiert, der zweite Zyklus hatte eine Temperatur
von 80° Celsius, dies diente der Inaktivierung. Abschlie3end war das Produkt gereinigt.
Die ubrigen 40 pl wurden zur Sequenzierung an die Firma SeqlLab in Gottingen
weitergeleitet. Diese wurde im September 2013 aufgekauft und in Microsynth,

Géttingen, umbenannt.

Die Analyse des Gens EDA wurde extern durchgefiihrt. Hierzu wurde die Firma
Microsynth (Zurich, Schweiz) beauftragt. Die Arbeitsschritte Isolierung und
Purifizierung der DNA wurden in dem Labor der Poliklinik fir Kieferorthopadie der
Justus-Liebig-Universitat durchgefiihrt. Die folgenden Schritte inklusive der

Amplifizierung sowie Sequenzierung wurden durch die Firma Microsynth ausgefihrt.

Die genauen PCR-Ansatze fir die jeweiligen Gene sind den Anhdngen zu entnehmen.
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11.3.4 Statistische Methoden

Da bei dieser Studie die Uberprufung einer klinisch gestellten Hypothese fur jeden
einzelnen Patienten vorgesehen war, bei der jeweils lediglich eine stimmt/stimmt nicht-
Entscheidung gefallt werden konnte, wurde keine statistische Auswertung

durchgefuhrt.
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1.4 Ergebnisse

Nach Durchsicht der Patientenakten der Poliklinik fur Kieferorthopadie der Justus-
Liebig-Universitdt GieRen von Januar 1986 bis April 2013 fanden sich 46
Oligodontiepatienten. Neun Patienten wurden ausgeschlossen, da sie verschiedene
Formen syndromaler Oligodontien bzw. verschiedene Ausprégungsgrade von Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten zeigten. Es fanden sich 37 Patienten, die potentiell in die Studie
aufgenommen werden konnten (Abb. 11.4.1a).

Bei funf Patienten war der Kontakt nicht herstellbar. Zwei Patienten nahmen nach dem
ersten Telefonkontakt kein weiteres Telefonat der Prifarzte mehr an. Eine der Familien
mit zwei oligodonten Patienten, die beide abgeschlossen behandelt waren, lehnte die
Teilnahme ebenso ab wie ein weiterer Patient. Sieben Patienten zeigten

familienanamnestisch keine weiteren Nichtanlagen.
Somit ergaben sich 20 Patienten, die Interesse an einer Studienteilnahme hatten und

die Einschlusskriterien erfillten. Da es sich bei zwei Probanden um Briider handelt,

wurden insgesamt 19 verschiedene Familien in die Studie inkludiert (Abb. 11.4.1b).
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Oligodontiepatienten von
01/1986-04/2013

(n=46)

Syndrome

(n=6)

el

\4

nicht-syndromale

Oligodontiepatienten

Lippen-Kiefer-
Gaumenspalte

(n=3)

(n=37)

Abb. Il.4.1a: Flussdiagramm der Patientenidentifizierung und —rekrutierung.

33




Ergebnisse

nicht-syndromale
Oligodontiepatienten

(n=37)

nicht lokalisierbar

(n=5)

nach erstem
Telefonkontakt nicht mehr
reagiert

(n=2)

Teilnahme abgelehnt

(n=3)

anamnestisch nicht
familiar

(n=7)

A 4

inkludierte
Oligodontiepatienten mit
familiarer Anamnese

(n= 20 2 19 Familien)

Abb. 11.4.1b: Flussdiagramm der Patientenidentifizierung und —rekrutierung.

34



Ergebnisse

1.4.1 Genotyphypothese

Die 20 rekrutierten sowie in die Studie inkludierten Patienten lassen auf der Grundlage
ihrer TAC-Codes bzw. ihrer TAC-Summe (siehe Abb.l.2.1) eine Mutationsvermutung zu
(Abb.4 und Abb.5, S.177). Es handelte sich um elf Patienten mit MSX1-Verdacht, um
drei Patienten mit AXIN2-Verdacht und um sechs Patienten mit EDA-Verdacht (Tab.
11.4.1). Keiner der non-syndromalen oligodonten Patienten der Poliklinik far
Kieferorthopadie der Justus-Liebig-Universitat GieRen zeigte die Verdachtsdiagnose
PAX9.

Die Familien wurden entsprechend ihrer Verdachtsdiagnose benannt und fortlaufend
nummeriert. Beispielsweise beschreibt der Code V-AXIN2-1 eine Familie mit dem
Verdacht (,V*) auf Mutation im Gen AXIN2; es handelt sich hierbei um die erste Familie
(,1“) (Tabelle 11.4.4). Die Familien mit der Verdachtsdiagnose MSX1 finden sich in
Tabelle 11.4.2, Familien mit der Verdachtsdiagnose EDA in Tabelle 11.4.3.
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Tab. 11.4.1: Laufende Probandennummern mit TAC-Code und TAC-Summe sowie

daraus resultierender Mutationshypothese.

laufende TAC-Code TAC-Summe Mutations-

Nummer hypothese

24.24.24.16

18.26.16.88

110.78.55.109 AXIN 2

18.18.8.16

34.34.3.3

18.18.1.17

94.78.71.71 AXIN 2

24.24.16.16

2.2.3.3

2.2.19.19

24.24.24.24

14.14.19.19

16.26.16.16

82.18.80.80

8.10.80.80

24.26.80.84

34.34.32.32

221717

26.26.80.16

22.16.16.16

TAC: Tooth Agenesis Code
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Tab. I1.4.2:  Familien mit Verdachtsdiagnose MSX1-Mutation

oligodonte| Verdachts- Familie | Familien- Familienmitglieder

Patienten diagnose code

oligodont | hypodont | normal

1 MSX1 V-MSX1-1 0 1 4
2 MSX1 Il V-MSX1-2 0 2 3
4 MSX1 [l V-MSX1-3 0 2 3
3 MSX1 v V-MSX1-4 0 1 3
11 MSX1 \% V-MSX1-5 0 3 1
13 MSX1 VI V-MSX1-6 0 2 1
15 MSX1 Vil V-MSX1-7 0 3 8
16 MSX1 Vi V-MSX1-8 0 1° 5
17 MSX1 IX V-MSX1-9 0 2 2
18 MSX1 X V-MSX1-10 | O 1 2
19 MSX1 Xl V-MSX1-11 | O 1 2

*keine Teilnahme, da Proband im Ausland lebt

°keine Teilnahme, da Proband nicht kontaktierbar
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Tab. 11.4.3:  Familien mit Verdachtsdiagnose EDA-Mutation
oligodonte| Verdachts- Familie [ Familien- Familienmitglieder
Patienten diagnose code
oligodont | hypodont | normal
5 EDA V-EDA-1 0 1 9
6 EDA Il V-EDA-2 0 1 3
9: 12 EDA 1 V-EDA-3 0 1 5
10 EDA \ V-EDA-4 0 3 1
18 EDA \Y, V-EDA-5 0 3 4
Tab. Il.4.4:  Familien mit Verdachtsdiagnose AXIN2-Mutation
oligodonte| Verdachts- Familie | Familien- Familienmitglieder
Patienten diagnose code
oligodont | hypodont | normal
3 AXIN2 I V-AXIN2-1 1° 0 3
7 AXIN2 I V-AXIN2-2 0 1* 3
14 AXIN2 " V-AXIN2-3 0 3 2

*keine Teilnahme, da Proband im Ausland lebt

°keine Teilnahme, da Proband nicht kontaktierbar
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11.4.2 Beschreibung der Patienten/Familien/Genmutationen

Im Folgenden werden nur die Familien beschrieben, bei welchen Genmutationen
gefunden wurden. Familienstammb&aume, Orthopantomogramme, Fotos und FDI-
Schemata (sofern verfligbar) sowie Familienbeschreibungen aller anderen Familien
finden sich im Anhang. Um das Lesen der Stammbaume zu erleichtern ohne zu
haufige Wiederholungen der Stammbaumlegenden einzubringen, wird diese sowohl

hier als auch auf der letzten Seite dieser Arbeit zu finden sein.

betroffen, rein anamnestisch

betroffen, Oligodontie verifiziert

betroffen, Hypodontie verifiziert

alle Zahne angelegt

CoO0®

verstorben

Abb. 11.4.2:  Legende Familienstammbaum
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11.4.2.1 Verdachtsdiagnose MSX1-Mutation

Im Probandengut fanden sich elf Familien mit Verdacht auf MSX1-Mutation (Familie V-
MSX1-1 bis Familie V-MSX1-11). Nach Ruf et al. (2013) liegen die TAC-Summen der
in der Literatur beschriebenen MSX1-Falle in 100% der Falle bei < 250; weiterhin
finden sich nur bei 28,6% dieser Patienten ungerade TAC-Werte in mindestens einem
Quadranten, wohingegen dies bei 94,3% der Patienten mit EDA-Mutation der Fall ist
(s. Abb.5, S.177). AusschlieBlich gerade TAC-Werte mit TAC-Summen < 250 lassen

daher eine MSX1-Mutation vermuten.

Bei der Untersuchung des Gens MSX1 wurde eine 3'UTR Variante auf Exon 2
gefunden.  Weiterhin  wurde eine  heterozygote  Missense-Variante  der
Aminosauresequenz an der Position 40 des Exon 1 gefunden. Beide fuhren zu keiner

funktionellen Mutation und sind daher nicht als pathologisch einzustufen.

Die Analyse der Speichelproben ergab im Rahmen der PCR sowie der
Gensequenzierung, dass bei dem Probanden Ill:1 der Familie V-MSX1-6 und bei der
Probandin 11:2 der Familie V-MSX1-10 ein Single Nucleotid Polymorphismus (SNP) in
Form einer 3'UTR Variante im Exon 2 des MSX1 Gens zu finden ist, welche bei 19%
der Bevdlkerung vorhanden ist und nicht pathologisch ist (www.ensembl.org). Es
handelt sich um eine Substitution von T zu C an der Stelle 864876. Diese Region ist
nicht-kodierend, stellt aber eine 3’"UTR Variante einer Regulatorregion dar. Eine UTR-
Variante (Abkurzung fir ,untranslated region“) beschreibt die Mutation in einem
untranslatierten Bereich. Diese befinden sich nicht nur auf der mRNA, sondern auch
auf der DNA, kodieren aber nicht flr Proteine. Vor und hinter diesen untranslatierten
Bereichen (5"UTR, 3’"UTR) finden sich jeweils vor der 5"UTR die 5" -Kappe am Anfang
der mRNA und der Poly-A-Schwanz am Ende der mRNA, also hinter der 3’'UTR. Der
3’-UTR-Bereich folgt der kodierenden Region der mRNA; der Anfang liegt hinter dem
Stoppcodon, das Ende vor dem Polyadenylierungsstartpunkt. Im 3-UTR Bereich
liegen Protein regulierende Sequenzen: Es gibt Bindestellen fir Proteine und fir
MRNA. Die gebundenen Proteine regulieren sowohl die Stabilitdt als auch den
Transport der mRNA. Weiterhin kann eine Polyadenylierungssignalsequenz vorliegen.
Diese fuhrt ggfs. dazu, dass das Transkript abgebrochen wird. (Loffler et al. 2014,
http://de.wikipedia.org/wiki/Untranslatierter_Bereich).
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Die 3"'UTR-Variante auf Exon 2 wurde bei zwei der untersuchten Probanden gefunden,
beide zeigen zusatzlich die Missense-Variante der Aminosauresequenz an Position 40
des Exons 1:

Bei dem Probanden lll:1 der Familie V-MSX1-6 wurde die erwadhnte 3'UTR-Variante
festgestellt. Neben dieser wurde zusatzlich die oben bereits genannte Missense-
Variante gefunden. Die Missense-Variante befindet sich an der Aminosaurepaosition 40
in Exon 1. Es handelt sich um die Familie V-MSX1-6 (Details siehe

Patientenbeschreibung).

Diese 3'UTR-Variante des Exons 2 sowie die Missense-Variante auf Exon 1 wurde
ebenfalls bei der Probandin 1:2 der Familie V-MSX-10 gefunden (Details siehe

Patientenbeschreibung).

Weiterhin wurde bei zwei weiteren Probanden die Missense-Variante der Aminosaure
an der Position 40 im Exon 1 des MSX1-Gens gefunden, ohne dass parallel die
3'UTR-Variante auf Exon 2 vorhanden war. Hierbei handelt es sich um Probanden der
Familien V-MSX1 und V-MSX-2. Diese beiden Familien werden aufgrund der isolierten
Missense-Variante erst im Anschluss an die Familien V-MSX-6 und V-MSX-10
beschrieben.

Durch die Substitution der Base Guanin anstelle von Cytosin an der Basenposition
4861745 des MSX1-Gens kommt es zu einer Veranderung der Aminoséaure: Durch
diese Genvariante findet sich an der Aminos&ureposition 40 Glycin statt Alanin (s. Abb.
I1.4.4). Diese Missense-Variante findet sich bei 13% der Gesamtpopulation und ist nicht

pathologisch (www.ensembl.org).

Zusammenfassend sind beide beschriebenen Genvarianten des MSX1-Gens nicht

pathologisch (www.ensembl.org).
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Transcription Start Poly(A) Signal

l l

5cap 5 UTR | CodingRegion | 3 UTR

Poly(A) tail

T T

Start Codon Stop Codon

Abb. 11.4.3:  Schema mRNA mit 5-Kappe, 5’UTR, 3'UTR sowie Poly-A-Schwanz

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/d/d3/Mature_ mRNA.png).

Abb. 11.4.4:  Aminosduresonne mit dargestellter Veranderung der Aminosaure durch

Transposition der Base (http://de.wikipedia.org/wiki/Code-Sonne).
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Familie V-MSX1-6

Ein Sohn der Familie V-MSX1-6 wurde behandelt (Abb. 11.4.5). Der Proband Ill:1 zeigte
anamnestisch sechs Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 74 (TAC
Quadrantenwerte 16, 26, 16, 16). Die Mutter (Il:1) und die Grol3mutter (I:2) haben
ebenfalls Nichtanlagen. Bei dem Vater des Probanden (I1:2) und bei dem Bruder der
Mutter (11:3) sind alle Zahne angelegt. Der Familienstammbaum ist in Abbildung 11.4.7

dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, II:1, 1I:2 sowie IlI:1 teil. Die Analyse der
Speichelproben ergab im Rahmen der PCR sowie der Gensequenzierung, dass bei
dem Probanden lll:1 ein Single Nucleotid Polymorphismus (SNP) im Exon 2 des MSX1
Gens zu finden ist. Es handelt sich um eine Substitution von T zu C an der Stelle
864876. Dieser Single Nucleotid Polymorphismus hat keine funktionellen Folgen:
Gemald der Datenbank Ensembl befindet sich dieser in einer nicht-codierenden
Region. Weiterhin ist hier einzusehen, dass 19,1% der gesamten Population diese
Genvariante tragen (www.ensembl.org). Eine Missense-Variante stellt sich in Exon 1
des MSX1 Gens dar. Die Graphiken mit den Ergebnissen der Genanalyse finden sich
in Abbildung 11.4.6.
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76 5 4321|123 456867 TAC Summe
X X X X
16 | 26 o
X X 16 | 16

76 543 21|12 3 45867

PROBANDIII:1

Abb. 11.4.5;: Familie V-MSX1-6. Proband Ill:1 im Alter von 19 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-
Summe sind angegeben.
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SNP:48G>GT,V16VV,GTGGA>GTKTA

, 45 50

>00 AAAGTGG G C
1'50 70 75

1'00

G
\

G
\
i
S~
L2
~

C

I
420 440 460 480 500 520

SNP:119C>CG, A40AG,GGCAG>GGSAG

4'00

115 120 125

2000

cALEECABRLL G

VVVVVVVVVVVV

140 145

1'00
5008

.I.AYI'CUA AVAVMVA‘

150

2'000r

"~ 34.77

1206

1'ooif—

00

-\

1'140 1160 1'180 1200 1220 1'240

SNP:442A>AG, S1485G, AGAGC>AGRAG

SNP:119C>CG, A40AG, GGCAG>GGSAG

238 447 445 288 15 120 1
500 'N/%/’%/(\’/’&\/\JL(JLLC 200 LY A~ v A Y A2
Y V V'V \A/ VVUN/VV AV VAN
1'50 -
1000500 505 51( 100 73 T80 185
T/QfQ/AW(A/Q[Q/C’-Q/‘QC 50 AP(‘P(“A(PP(‘(“
50 Q -
VAVN S v V\A/\/V\/\/ VU\/\/
2'000k e 2'000 | 36.08,
1'00 ——_ 11001 1'00 ’“'*075'
N A ﬂ\gg A A 0.28
4'380 4'400 4'420 4'440 4'460 4'480 1140 1160 1180 1200 1220 1'240
Abb. 11.4.6: Ergebnisse des Probanden Ill:1 der Familie V-MSX1-6. Die beiden

oberen Graphiken zeigen die Ergebnisse bei Verwendung des Forward-

Primers, die beiden unteren Graphiken stellen die Ergebnisse nach

Verwendung des Reverse-Primers dar.
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1:2 1:3

1:1

Abb. 11.4.7: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-6.
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Familie V-MSX1-10

Eine Tochter der Familie V-MSX1-10 wurde behandelt (Abb. 11.4.8). Die Probandin 11:2
zeigte anamnestisch sechs Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 148 (TAC
Quadrantenwerte 26, 26, 80, 16). Bei dem Bruder (ll:1) sind ebenfalls Nichtanlagen
vorhanden. Der Vater (1:2) und die Mutter (I:1) haben eine normale Dentition. Der

Familienstammbaum ist in Abb. 11.4.10 dargestellt.
Die Probandin II:2 zeigte ebenso wie der Proband Il:1 der Familie V-MSX1-6 sowohl
die 3'UTR-Variante auf Exon 2 sowie die Missense-Variante auf Exon 1 des MSX1

Gens. Die Graphiken mit den Ergebnissen der Genanalyse der Probandin 11:2 finden
sich in Abb. 11.4.9.

An der Studie nahmen die Probanden I:2 und I1:2 teil.
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765 432 1/1 2345867 TAC Summe
X X X X X X
26 |26 148
X X 80 [ 16
765 432 1/1 2345867
PROBANDII:2

Abb. 11.4.8: Familie V-MSX1-10. Proband II:2 im Alter von 18 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-
Summe sind angegeben.
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Abb. 11.4.9:

SNP:119C>CG,A40AG, GGCAG>GGSAG
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Ergebnisse des Probanden 11:2 der Familie V-MSX1-10 (SNP). Die
obere Graphik zeigt die Ergebnisse bei Verwendung des Forward-
Primers, die untere Graphik stellt die Ergebnisse nach Verwendung des
Reverse-Primers dar. Durch Substitution der Base Cytosin zu Guanin
kommt es zur Bildung der Aminosaure Glycin anstelle von Alanin an der
Aminosaureposition 40 (Ala40Gly).
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Abb 11.4.10: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-10.
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Familie V-MSX1-1

Die Probandin Ill:2 der Familie V-MSX1-1 wurde behandelt (Abb. 11.4.11). Die
Probandin [lI:2 zeigte anamnestisch sieben Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von
88 (TAC Quadrantenwerte 24, 24, 24, 16). Bei der Mutter (l:2) sind ebenso Z&hne
nicht angelegt. Der Bruder der Probandin (lll:1), die Cousinen (l1I:3, 1ll:4) wie auch der
Vater (II:1), die Tante (1:3) und der Onkel (ll:4) zeigen keine Nichtanlagen. Die
GroReltern sind verstorben; beide zeigten anamnestisch keine Nichtanlagen. Der
Familienstammbaum ist in Abb. 11.4.13 dargestellt. Die Graphiken mit den Ergebnissen
der Genanalyse der Probandin 1lI:2 finden sich in Abb. 11.4.12.

An der Studie nahmen die Probanden II:1, 11:2, 1I:3, 1I:2, 11I:3 und II1:4 teil.
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7 6 4 3 2 1|1 2 3 4 5 5 7 TAC Summe
X XX
24|24 _as
X X 24|16
7 65 4 3 2 1|12 3 45 6§ 7

Abb. 11.4.11: Familie V-MSX1-1. Proband Ill:1 im Alter von 20 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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SNP:119C>CG, A40AG, GGCAG>GGSAG
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/ 41
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Abb. I1.4.12: Ergebnisse des Probanden IlI:2 (SNP im Exon 1) der Familie V-MSX1-1.
Die obere Graphik zeigt die Ergebnisse bei Verwendung des Forward-
Primers, die untere Graphik stellt die Ergebnisse nach Verwendung des
Reverse-Primers dar. Durch Substitution der Base Cytosin durch Guanin

kommt es zur Bildung der Aminosaure Glycin anstelle von Alanin an der

Aminosaureposition 40 (Ala40Gly).
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1:1 1:2 1:3 1:4

In:1 1ni:2 I:3 1:4

Abb. 11.4.13: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-1.
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Familie V-MSX1-2

Eine Tochter der Familie V-MSX1-2 wurde behandelt (Abb. 11.4.14). Die Probandin 111:1
zeigte anamnestisch neun Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 148 (TAC
Quadrantenwerte 18, 26, 16, 88). Bei der Tante (II:5) und der Schwester (Ill:2) sind
ebenso Zahne nicht angelegt. Die Eltern der Probandin (lI:1, 1:2) und der Bruder des
Vaters (11:3) zeigen keine Nichtanlagen. Die GrofReltern (I:1, 1:2) sind verstorben,
anamnestisch sind aber keine Nichtanlagen bekannt. Der Familienstammbaum ist in
Abb. 11.4.16 dargestellt. Die Graphiken mit den Ergebnissen der Genanalyse der
Probandin 11:2 finden sich in Abb. 11.4.15.

An der Studie nahmen die Probanden II:1, 11:2, 1I:3, 1:4, 111:1 und IlI:2 teil.
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7 6 5 4 3 2 1|1 2 3 4586 7 TAC Summe
X % X XX
18]26] .
* e 16| 28
7 6 5 4 3 2 1|1 2 3 45 6 7

Abb. 11.4.14: Familie V-MSX1-2. Proband IlI:1 im Alter von 10 (Enface-Bild) bzw. 12

Jahren (Orthopantomogramm), FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte

sowie TAC-Summe sind angegeben.
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SNP:119C>CG,A40AG, GGCAG>GGESAG
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Abb. 11.4.15: Familie V-MSX1-2. Proband lll:1. SNP im Exon 1. Durch Substitution der
Base Cytosin durch Guanin kommt es zur Bildung der Aminosaure

Glycin anstelle von Alanin an der Aminosaureposition 40 (Ala40Gly).

S
p
e
S

O o

11:1 11:2 11:3 11:4

1 I1:2

Abb. 11.4.16: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-2.
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11.4.2.2 Verdachtsdiagnose EDA-Mutation

Im Probandengut fanden sich finf Familien mit Verdacht auf EDA-Mutation (Familie V-
EDA-1 bis Familie V-EDA-5). Nach Ruf et al. (2013) liegen die TAC-Summen in 80%
der Falle bei < 250; weiterhin finden sich bei 94,3% dieser Patienten ungerade TAC-
Werte in mindestens einem Quadranten (s. Abb. 5, S.177). Im Rahmen der
genetischen Untersuchung wurde eine neue Punktmutation gefunden. Die zwei in der
Poliklinik fur Kieferorthopadie der Justus-Liebig-Universitat Gielen behandelten
Patienten der Familie V-EDA-3 zeigten Genmutationen in Exon 7 des EDA-Gens,
welche auch bei Familienmitgliedern gefunden wurden. In Zusammenarbeit mit dem
biochemischen Institut der Justus-Liebig-Universitat GieRen wurde eine funktionelle
Proteinanalyse durchgefuhrt. Die Kollaboration mit Dr. Wolfgang Wende zeigte
folgende Ergebnisse: Die Gensequenzierung ergab eine EDA-Missensemutation
welche an der Stelle ¢.866 eine Substitution von G>A aufweist. Diese resultiert in der
Bildung von Histidin (CAC) anstelle von Arginin (CGC) an der Aminosaureposition
p.289, welche auf dem Bereich der TNF Domane liegt. Das EDA-Monomer Diagramm
zeigt, dass diese Aminosaureposition auf einer Beta-Haarnadelstruktur lokalisiert ist
und aus der Proteinhille heraus kommt. (Abb. 11.4.24). Die Oberflachendarstellung des
EDA-Trimers verdeutlicht, dass Histidin an der Position p.H289 vermutlich mit Protein-

Protein-Kontakten interferieren kann.

Die Mutationsanalyse fur EDA zeigt bei den Probanden II:2; 11:4; 1ll:4 und 1lI:5 eine
Heterogenitat an der Position ¢.866 G=G/G>A, wéahrend bei den Probanden II:3 und
llI:3 keine Mutation gefunden werden konnte. Dies spricht fir ein maternales

Vererbungsmuster der EDA Mutation.
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Familie V-EDA-3

Zwei Sohne der Familie V-EDA-3 wurden behandelt (Abb. 11.4.18, Abb. 11.4.19); beide
waren oligodont und hatten Zeichen von Hautabnormalitaten (hypopigmentierte Haut)
und dinnem Haar (Hypotrichose). Der Proband Ill:1 zeigte anamnestisch sechs
Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 10 (TAC Quadrantenwerte 2, 2, 3, 3) wahrend
bei seinem jungeren Bruder (lll:2) zwdlf Zahne kongenital fehlten. Bei diesem
Probanden fiel zusatzlich eine atypische Ohrform auf. Die TAC-Summe dieses
Probanden betrug 66 (TAC Quadrantenwerte 14, 14, 19 und 19).

Nach Aufstellung eines Familienstammbaumes zeigte sich, dass die Mutter (11:2) der
beiden in der Abteilung behandelten Séhne mit einem zweiten Partner (l:3) einen
weiteren Sohn (lll:3) sowie eine Tochter (lll:4) (Zahnschema der Probandin 1lI:4: s.
Abb. 11.4.21) hat. Die Tochter zeigt im Alter von acht Jahren schon eine Hypodontie, bei
dem Sohn (111:3) sind im Alter von neun Jahren noch keine Nichtanlagen aufgefallen.
Weiterhin berichtet die Mutter (11:2), dass der GroRvater (I:1) der Kinder (ihr Vater)
oligodont war, jedoch sind sowohl der Grof3vater als auch die Grol3mutter (I:2) bereits
verstorben. Aus dieser Ehe ist eine weitere Tochter (1:4) hervorgegangen (neben der
Mutter der beiden Patienten) (OPG s. Abb. 11.4.22), welche ebenfalls keine
Nichtanlagen aufweist. Sie hat zwei Tochter im Alter von 20 Monaten (111:6) und von
zwolf Jahren (111:5), bei der &alteren Tochter (111:5) sind keine Nichtanlagen vorhanden,
bei der jungeren Tochter lasst sich aufgrund des Alters noch kein Zahnstatus
bestimmen. Der Familienstammbaum ist in Abb. 11.4.23 dargestellt. Die Graphiken mit
den Ergebnissen der Genanalyse der Probanden lll:1 und Ill:2 finden sich in Abb.
11.4.20.

An der Studie nahmen die Probanden II:2, 11:3, 1I:4, lI:1, 1I:2, I11:3, 11l:4 sowie IlI:5 teil.
Die Analyse des genetischen Materials der Familie V-EDA-3 wies Mutationen auf: Die
Probanden 9 und 12 zeigten Genmutationen in Exon 7 des EDA-Gens. An der
Aminosaureposition 289 wird durch Substitution der zweiten Base eines Codons an der
Basenposition 866 (CGC zu CAC) ein urspriingliches Arginin zu einem Histidin (Abb.
11.4.17). Anschlieend wurde das genetische Material der weiteren Familienmitglieder
(V-EDA-3) ebenfalls analysiert. Auch hier fanden sich Genmutationen. Untersucht
wurden die Familienmitglieder 11:2, 11:3, 1I:4, 11I:3, Ill:4 und III:5. Genmutationen wurden
bei den Probanden 11:3, 11:4, 11I:4, III:5 festgestellt. Der Partner (11:3) der Probandin 11:2

sowie der aus dieser Beziehung hervorgegangen Sohn IlI:3 zeigen als einzige der
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getesteten Familienmitglieder keine Mutation. Als wichtig hervorzuheben ist, dass es
sich um eine x-chromosomale Vererbung handelt. Die mannlichen Probanden sind
homozygot, wahrend die weiblichen Probanden heterozygot, also lediglich Trager sind
und je ein Allel mit der Mutation und eines mit der normalen Basensequenz sowie der

daraus resultierenden Aminosauresequenz zeigen.

Abb. 11.4.17: Aminosauresonne mit dargestellter Veréanderung der Aminosaure durch

Transposition der Base (http://de.wikipedia.org/wiki/Code-Sonne).
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7 65 43 2 1|12 345567 TAC Summe
X X
2 |2 10
X X |X X 3 |3
7 6 5 4 3 2 1/1 2 3 4 5 6 7

Abb. 11.4.18: Familie V-EDA-3. Proband Ill:1 im Alter von 19 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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6 54 32 1[1 23456867 TAC Summe
X X X X X X ]
X X X|x X X 19 [19

7654321123456 7

1

Abb. 11.4.19: Familie V-EDA-3. Proband lll:2 im Alter von 17 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-
Summe sind angegeben.
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Abb. 11.4.20: Ergebnisse der Probanden IlI:1 (links) und IIl:2 (rechts) der Familie V-
EDA-3. Die oberen Graphiken zeigen die Ergebnisse bei Verwendung
des Forward-Primers, die unteren Graphiken stellen die Ergebnisse
nach Verwendung des Reverse-Primers dar. SNP im Exon 7. Durch
Substitution der Base Guanin durch Adenin kommt es zur Bildung der
Aminosaure Histidin anstelle von Arginin an der Aminosaureposition 289
(Arg289His).
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76 5 4 3 3 4 5 6 7 TAC Summe

7 6 5 4 3 3 4 5 6 7

Abb. I1.4.21: Familie V-EDA-3. Proband Ill:4 im Alter von 8,5 Jahren. FDI-Schema,
TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-Summe sind angegeben. Bei dieser

Patientin waren im Milchgebiss ebenfalls in keinem Quadranten seitliche
Schneidezahne angelegt.

GENDEX  /maging

Abb. 11.4.22: Familie V-EDA-3. OPG des Probanden Il:4 im Alter von 35 Jahren.
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Abb.: 11.4.23: Familienstammbaum der Familie V-EDA-3.
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Abb. 11.4.24:

R289

(A)

(B) ©

(A) Modell eines EDA Trimers. (B) Banddarstellung (links) und (C)
Darstellung der raumlichen Struktur des EDA Monomers. Darstellung
der Oberflache. Die neue Punktmutation (G866A) bedingt die EDA
Variante R289H. Die Position R289 ist pink markiert. Sie ist an einer
Beta- Haarnadelstruktur lokalisiert welche aus dem Kern heraussticht.
Vermutlich vermittelt diese Protein-Protein-Verbindungen. Die EDA
Variante R289H verhindert diese Interaktion (in Zusammenarbeit mit Dr.
Wolfgang Wende, Institut fir Biochemie der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en, Heinrich-Buff-Ring 58, 35392 Giel3en).
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11.4.2.3 Verdachtsdiagnose AXIN2-Mutation

Im Probandengut fanden sich drei Familien mit Verdacht auf AXIN2-Mutation (Familie
V-AXIN2-1 bis Familie V-AXIN2-3). Nach Ruf et al. (2013) liegen die TAC-Summen in
90% der Falle bei = 250; aber bei 0% mindestens in einen Quadranten ein TAC-Wert
von 112 (s. Abb.5, S.177). Ein TAC-Wert von 112 in mindestens einem Quadranten
spricht allerdings in 72,7% der Félle fur eine PAX9 Mutation.

Bei keinem Patienten mit der Verdachtsdiagnose AXIN2 wurden Mutationen des Gens

AXIN2 gefunden.
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1.5 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war die Validierung der im systematischen Review (Teil 1)
gefundenen Ergebnisse, d.h. die Uberprifung, ob die Prognose des
Oligodontiegenotyps anhand des entsprechenden Oligodontieph&notyps mdglich ist
und falls ja, mit welcher Zuverlassigkeit.

Alle Oligodontiepatienten der Abteilung, die der Teilnahme an der Studie zustimmten
(n=20) sowie gegebenenfalls deren Familienangehotrige, wurden ausschlief3lich
prognosespezifisch getestet, d.h. nur auf Mutation desjenigen Gens uberprift, dessen
Mutation gemanR des vorliegenden Tooth Agenesis Codes (TAC) auf der Grundlage der
Ergebnisse des systematischen Review vorzuliegen schien. Im untersuchten
Oligodontie-Patientengut lagen folgende Verdachtsdiagnosen vor: 55% MSX1, 30%
EDA, 15% AXIN 2, 0% PAX9. Alle auf dieser Basis gefundenen Mutationen sind in
Tabelle 11.5.1 gelistet.

Die Vermutung, eine phanotypbasierte Genotypprognose in unserem Patientengut zu
treffen, lasst sich nicht verifizieren: Von 20 Patienten zeigte sich bei zwei von
insgesamt sechs Patienten mit EDA-Verdachtsdiagnose eine Mutation im EDA-Gen,
bei vier von elf MSX1-Patienten wurde ebenfalls eine Genveranderung im MSX1-Gen
entdeckt: Dies bedeutet, dass sich bei lediglich 10% der untersuchten Patienten die
gestellte Verdachtsdiagnose bewahrheitete, da nur die EDA-Mutation vermutlich
pathologisch ist (vgl. Tab. 11.5.1). Dem gegeniber gestellt ist es unwahrscheinlich, dass
die gefundenen Veranderungen im MSX1-Gen urséchlich an der Oligodontie beteiligt
sind. Ein Unterschied zur Gesamtbevilkerung findet sich nicht, dies zeigen die
Ergebnisse der Datenbank Ensembl (www.ensembl.org): Die MSX1-Genvarianten sind
laut Ensembl nicht pathologische Normvarianten. Die gefundenen Ver&nderungen des
MSX1-Gens zeigen sich zu 13 respektive 19% in der Gesamtbevdlkerung, weshalb
diese wahrscheinlich nicht ursachlich fur die Oligodontie sind. Deshalb werden diese
nicht in die Gruppe der erfolgreich verifizierten Verdachtsdiagnosen eingeordnet.
Bemerkt werden muss allerdings, dass die Kombination der beiden SNPs in der
Datenbank Ensembl nicht gelistet ist. Die in der vorliegenden Studie gefundene
Hitwahrscheinlichkeit ist trotz der geringen Erfolgswahrscheinlichkeit dennoch

maoglicherweise aufgrund der prognosespezifischen Testung erhoht.
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Tab. I1.5.1:  Tabellarische Darstellung aller gefundenen Mutationen innerhalb der
Verdachtspopulation von Oligodontiepatienten, ihrer in der Datenbank
Ensembl angegebenen Haufigkeit, der realen Haufigkeit dieser
Mutationen innerhalb der Gesamtpopulation von Oligodontiepatienten,
der Haufigkeit mit der eine Mutation dieses Gens in der
Gesamtpopulation von Oligodontiepatienten vermutet worden war sowie
der Pathogenitéat der jeweiligen Mutation.
Gen/Exon | Mutation Haufig- Reale Haufigkeit | Status
keit Haufig- Mutations-
Ensembl | keit verdacht
(n=20) Gen (n=20)
EDA Arg289Cys 0 10% 30% pathologisch
Exon7 C.866G>A
69.253321 G>A
MSX-1 Ala40Gly (SNP) | 13% 10% 55% nicht
Exon 1 pathologisch
€.119C>CG
4.861745 T>C
MSX-1 3'UTR- Kombi- 10% 55% unbekannt
Exon 1+ | Variante. nation
3'UTR
4.864876 T>C | unbe-
Exon 2 Variante
kannt
Kombination mit alleine: keine
(NCA) i :
3'UTR funktionellen
Ala40Gly (SNP) _ _
Variante Folgen/nicht
€.119C>CG alleine pathologisch
4.861745 T>C | (19,1%)

NCA: non-coding area

69




Diskussion

Bei den drei Patienten (15%) mit Verdacht auf AXIN2 Mutation konnte in keinem Fall

eine entsprechende Mutation verifiziert werden.

Bei den elf Patienten (55%) mit MSX1-Mutationsverdacht wurden ausschlie3lich
gemall Ensembl nicht pathologische Genvarianten gefunden. Es handelte sich um
zwei Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNP): eine 3'UTR Variante auf Exon 2
(4.864876 T>C) sowie eine Missense-Variante der Aminosauresequenz an der
Position 40 des Exon 1 (Ala40Gly). Bei zwei Patienten (10%) lag ausschlie3lich die
Exon 1-Variante vor und bei zwei Patienten (10%) die Exon 1-Variante in Kombination

mit der Exon 2-Variante.

Nur bei den sechs Patienten (30%) mit EDA-Mutationsverdacht konnte in zwei Fallen
(Bruder) eine EDA-Mutation bestatigt werden. Die EDA-Gensequenzierung ergab in
den positiven Fallen eine neue, zuvor in der Literatur noch nicht beschriebene
Punktmutation (Arg289His), die gemal weiterfihrender Analysen vermutlich die
Protein-Protein Interaktion  von EDA  beeintrachtigt und  demzufolge
héchstwahrscheinlich als pathologisch zu klassifizieren ist.

Insgesamt konnte somit die phanotypbasierte Genotypprognose nur in 33,3% der EDA-
Verdachtspatienten und in 10% der Oligodontiepatienten bestétigt werden. Es zeigte
sich also, dass eine phénotypbasierte Genotypprognose in der hier durchgefihrten Art
und Weise nicht, respektive nur in Einzelféllen mdglich war und dementsprechend

keine klinische Relevanz besitzt.

Es stellt sich daher die Frage, warum dieser in der Literatur (s. Teil I) scheinbar
existente und scheinbar auch ziemlich eindeutige Zusammenhang zwischen
Oligodontiephanotyp und -genotyp in einem weitestgehend unselektierten Oligodontie-

Patientengut nicht nachweisbar ist.

Der folgenden Diskussion vorangestellt werden muss die Tatsache, dass die
Ergebnisse der vorliegenden Studie nur schwer bis gar nicht mit der existenten
Literatur vergleichbar sind. Im Gegensatz zur vorliegenden Studie haben alle bisher in
der Literatur publizierten klinischen Studien und/oder Fallberichte zur genetischen
Grundlage der Oligodontie das Prinzip verfolgt, ein bestimmtes Patientengut, egal ob
eine Familie, mehrere Familien oder ein mehr oder weniger grol3es
Oligodontiepatientengut pauschal auf das Vorliegen von Mutationen in einem oder

mehreren Genen zu untersuchen. Mit anderen Worten, alle jeweils untersuchten
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Patienten und/oder Probanden wurden auf das Vorliegen von Mutationen in allen im
Rahmen der Studie analysierten Genen geprift. Mogliche Zusammenhéange zwischen
Genotyp und Phanotyp wurden zwar mehrfach und durchaus Ubereinstimmend
zwischen unabhangigen Studien beschrieben, jedoch wurde deren Zusammenhang nie

verifiziert.

In der vorliegenden Studie wurde - im Gegensatz zur bisherigen Literatur - versucht,
einen auf dem Tooth-Agenesis-Code, d.h. dem individuellen Phanotyp eines
Oligodontiepatienten basierenden Mutationsverdacht fur ein spezifisches Gen und
zwar exklusiv nur fur dieses Gen, zu verifizieren. Eine vergleichbare Studie existiert
bisher nicht. Auch das Systematische Review (Teil I) und somit genaugenommen die
Grundlage fur die Mutationsprognose basiert ausschlie3lich auf Studien, die pauschal

bestimmte Gene auf Mutationen Uberpruften.

Entsprechend ist auch kein direkter Vergleich der gefundenen Haufigkeit von
Mutationen bestimmter oligodontieverursachender Gene zwischen der vorliegenden
Studie und der Literatur moglich. Dies gilt auch fiir Studien, die wie Arcuri et al. (2011),
Bergendal et al. (2011), Boeira Junior et al. (2013), Paixao-Cértes et al. (2011) und
Zhu et al. (2012) zumindest dahingehend einen vergleichbaren Ansatz verfolgten, als
sie in Analogie =zur vorliegenden Studie ein weitestgehend unselektiertes
Oligodontiepatientengut analysiert haben. Jedoch erfolgte wie bereits oben mehrfach
betont eine phénotypunabhangige pauschale Analyse bestimmter Gene auf
Mutationen.
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Genotyp-Phanotyp-Assoziation bei non-syndromaler Oligodontie

Der auf der Grundlage der Literatur (s. Teil I) vermutete und scheinbar relativ deutliche
Zusammenhang zwischen Oligodontieph&notyp und -genotyp konnte, wie oben bereits
erwahnt, in dem vorliegenden weitestgehend unselektierten Oligodontie-Patientengut
nicht bestétigt werden, da eine phanotypbasierte Genotypprognose nur in 33,3% der

EDA-Verdachtspatienten und somit 10% der Oligodontiepatienten erfolgreich war.

Mdgliche Ursachen dafir, dass in der vorliegenden Studie keine Assoziation zwischen

Genotyp und Phanotyp gefunden werden konnte sind:

das Probandengut des Systematischen Reviews war nicht reprasentativ
das Probandengut der vorliegenden Studie war nicht reprasentativ

die Ursache non-syndromaler Oligodontien ist nicht in allen Fallen monogen

P O N PR

es existiert gar keine Assoziation zwischen Phano- und Genotyp bei non-

syndromalen Oligodontien
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ad 1) Reprasentativitat des Probandengutes des Systematischen Reviews

In der Tat liegt die Vermutung nahe, dass das Patientengut der dem Systematischen
Review (SR) und der daraus resultierenden Meta-Analyse (MA) zugrundeliegenden
Studien unter mehreren Gesichtspunkten offensichtlich nicht repréasentativ fur ein
unselektiertes Oligodontiepatientengut und somit auch nicht fir die Grundgesamtheit

der Oligodontiepatienten war.

Mit Ausnahme weniger Studien (Arcuri et al. 2011, Bergendal et al. 2011, Song et al.
2009, Zhu et al. 2012) im systematischen Review und ohne Ausnahme bei der Meta-
Analyse war das Patientengut der Studien eindeutig selektiert. Meist handelte es sich
um eine oder mehrere Familien mit hoher familiarer Penetranz der Oligodontie Uber
zwei oder mehrere Generationen sowie teilweise lUberproportional vielen Nichtanlagen
(Ayub et al. 2010, Chalothorn et al. 2008, Das et al. 2003, Frazier-Bowers et al. 2002,
Han et al. 2008, Hansen et al. 2007, Li et al. 2008, Lidral et al. 2008, Mostowska et al.
2006, Rasool et al. 2008, Stockton et al. 2000, Tao et al. 2006, Tarpey et al. 2007,
Vastardis et al. 1996). Mit anderen Worten, unabh&ngig vom betroffenen Gen, war die
Mutation des oligodontieverursachenden Gens derart pathogen respektive der
Funktionsverlust des Proteins so ausgepréagt, dass eine Kompensation der
Mutationsfolgen bzw. eine Modulation derselben durch epigenetische und/oder
exogene Faktoren nicht moéglich war. Des Weiteren bedeutet dies, dass de novo
Mutationen so gut wie nicht in der Literatur beschrieben wurden. Wie so oft, ist also
auch hinsichtlich der genetischen Ursache der Oligodontie von einem Publikationsbias

zugunsten positiver, sensationeller Ergebnisse auszugehen.

Dass die Ergebnisse des SR/MA nicht auf ein weitestgehend unselektiertes
Patientengut Ubertragbar waren, zeigt sich auch beim Vergleich der Haufigkeit
betroffener Gene. Gemall der MA werden Oligodontien am haufigsten durch
Mutationen von PAX9, gefolgt von EDA, MSX1 und AXIN2 verursacht. Die relativen
Haufigkeiten betragen hierbei 35,9% PAX9, 38,0% EDA, 15,2% MSX1 und 10,9%
AXIN2. Die phanotypbasierten Mutationsprognosen der vorliegenden Studie ergaben
hingegen ein anderes Bild: 55% MSX1, 30% EDA, 15% AXIN2 und 0% PAX9. Zwar
sagt diese Mutationsprognose nichts Uber die tatsachliche Verteilung der
oligodontieverursachenden Mutationen im GielRener Patientengut aus, jedoch erscheint
zumindest bemerkenswert, dass kein einziger Patient einen PAX9-Verdacht hatte. Bei
der Analyse eines weitestgehend unselektierten Oligodontiepatientengutes (n=93)

konnten auch Bergendal et al. (2011) trotz pauschaler Analyse der Gene PAX9, MSX1,
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AXIN2, EDA, EDAR sowie EDARADD keine mit dem SR/MA vergleichbare
Haufigkeitsverteilung feststellen. Insgesamt wurden nur bei 11% (n=10) ihrer Patienten
Mutationen gefunden, die relativen Haufigkeiten waren 40% PAX9, 30% AXIN2, 20%
MSX1 und 10% EDARADD. Eine neu verotffentlichte Studie von Arzoo et al. (2014), an
welcher auch Bergendal beteiligt war, untersucht erneut das Probandengut der Arbeit
von Bergendal et al. (2011). Hierbei zeigen 38,3% der Probanden Mutationen, wobei
27,7% aller Probanden WNT10A Mutationen aufweisen. Die weiteren 10,6% der hier
gefundenen Mutationen (10/94) entsprechen den 11% (10/93) der Mutationen aus der
2011 vertffentlichten Studie (EDARADD, AXIN2, MSX1, PAX9). Irritierend ist die
Tatsache, dass in der ersten Arbeit 93, in der im Jahr 2013 erschienenen Arbeit 94
Probanden die Kohorte bilden. Dies lasst sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass zu
Beginn beider Studien urspringlich die gleichen 162 potenziellen Probanden
kontaktiert wurden. In der Studie von Arzoo et al. (2014) stimmten priméar 102 dieser
162 Probanden einer Teilnahme zu. Acht Probanden, welche Geschwister von anderen
Probanden waren, durften nicht an der Studie teilnehmen weil die Einschlusskriterien
die Teilnahme von Geschwistern nicht erlaubten. Daraus resultieren 94 inkludierte
Probanden.

Auch in anderen Studien an weitestgehend unselektierten Oligodontie-Patientengutern,
jedoch mit einer auf jeweils ein bis zwei Gene beschrankten Analyse (Arcuri et al.
2011, Paix&o-Cortes et al. 2011, Song et al. 2011, Zhu et al. 2012), war die Haufigkeit
von Patienten mit positiven Mutationsbefunden sehr variabel (0%-40%). Diesbeziglich
muss ferner bedacht werden, dass die beiden Studien mit der hdchsten positiven
Mutationshaufigkeit — Song et al. (2011) mit 27% und Zhu et al. (2012) mit 40% -
jeweils Patienten mit sehr ausgepragten Phanotypen, d.h. einer Uberproportional
hohen Anzahl an Nichtanlagen analysierten. Mit anderen Worten, diese Patientenguter

waren nicht reprasentativ flr ein durchschnittliches Oligodontiepatientengut.
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ad 2) Reprasentativitat des Probandengutes der vorliegenden Studie

Unabhangig bzw. zusatzlich zur Frage der Représentativitat der Ergebnisse des
SR/MA, stellt sich naturgem&R auch die Frage nach der Représentativitat des
untersuchten Patientengutes.

In aller Regel wird in diesem Zusammenhang zunéchst die GrolRe des Patientengutes
hinterfragt. In den Studien mit weitestgehend unselektierten Oligodontiepatientengltern
(Arcuri et al. 2011, Bergendal et al. 2011, Boeira-Junior et al. 2013, Paixdo-Cortes et
al. 2011, Song et al. 2009, Zhu et al. 2012) variierte die Anzahl der Patienten mit
Oligodontie zwischen vier und 94 und betrug im Median 15. Somit war das vorliegende

Patientengut (n=20) sogar verhaltnismaRig grof3.

Nichtsdestotrotz ware ein Patientengut mit 20 Individuen nicht geeignet, um
reprasentative Daten zur relativen Haufigkeit der verschiedenen genetischen Ursachen
der Oligodontie zu liefern. Fir die zugrunde liegende Fragestellung, ob eine
phanotypbasierte Genotypprognose grundsatzlich moglich ist, war es jedoch
hochstwahrscheinlich grof3 genug. Nicht grol3 genug war es hingegen, um die
Zuverlassigkeit einer solchen Prognose genspezifisch zu ermitteln, weshalb vor allem
der Anteil positiver Prognosen im EDA-Klientel (33,3%) vorsichtig bewertet werden
sollte und es vor einer Verallgemeinerung weiterer Bestatigungen an anderen

Patientenkohorten bedarf.

Inwiefern das vorliegende Patientengut flr eine ,normale“ non-syndromale
Oligodontiepatientenpopulation reprasentativ war, lasst sich auf der Grundlage des
derzeitigen Wissensstandes vermutlich gar nicht beantworten, da bisher
genaugenommen unklar ist, was eigentlich normal ist, denn wie bereits oben erwahnt,
liegt hinsichtlich der Daten in der Literatur offensichtlich ein ausgepragter

Publikationsbias vor.

Zweifelsfrei war die familiare Penetranz der Oligodontie im vorliegenden Patientengut
viel geringer als im SR/MA. Nur bei der einen Familie bei welcher die neue EDA-
Punktmutation entdeckt wurde, konnte eine Oligodontie in friheren Generationen
zumindest anamnestisch bestatigt werden. Bei allen anderen Familien lagen in
derselben und/oder in friheren Generationen lediglich und per definitionem mindestens
die geforderten Hypodontien vor. Mit anderen Worten, die Pathogenitat der

zugrundeliegenden Mutationen war im vorliegenden Patientengut offensichtlich
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geringer als im SR/MA. Dies erklart im Umkehrschluss nicht nur die hohere Variabilitat
hinsichtlich der Anzahl der Nichtanlagen zwischen den Generationen (hypodont versus
oligodont) im vorliegenden Patientengut, sondern moglicherweise auch die grof3ere
Variabilitat des Oligodontie-Phanotyps im Vergleich zum SR/MA. Auch Bergendal et al.
(2011) machten die Beobachtung, dass die mutationspositiven Oligodontiepatienten
signifikant (p<0.05) haufiger eine positive oligodonte Familienanamnese hatten als die
mutationsnegative Gruppe (40% versus 13%), wahrend der Anteil der Patienten mit
hypodonter Familienanamnese in beiden Gruppen nahezu identisch war (60% versus
63%).

Auch sind ethnische Unterschiede hinsichtlich der genetischen Ursache bzw. deren
relativer Haufigkeit zwischen der vorliegenden Studie und der Literatur nicht
auszuschlieBen. Das Patientengut dieser Studie unterlag keinen ethnischen
Restriktionen hinsichtlich der Einschlusskriterien. Das Material war aber aufgrund des
Patienteneinzugsgebietes des Untersuchungsortes Uberwiegend kaukasischer
Abstammung. Die Familie mit der bestatigten EDA-Mutation hatte einen
afroamerikanischen Hintergrund vaterlicherseits und eine Familie mit MSX1-
Mutationsverdacht war tirkischer Abstammung.

Wahrend fur Kaukasier in Abhéngigkeit vom Geschlecht und der geographischen
Lokalisation Nichtanlagehaufigkeiten zwischen 3,2% und 7,6% beschrieben werden
(Polder et al. 2004), zeigen Arbeiten von Al Emran et al. (1990) sowie von Salem et
al.(1989) eine etwas geringere Pravalenz fur Nichtanlagen im arabischen Raum (2,2%-
4%) und die Arbeit von Davis et al. (1987) eine etwas hohere Prévalenz fur den
asiatischen Raum (6,6-7,6%). Letzteres scheint vor allem auf die Pravalenz von EDA-
bedingten Nichtanlagen in der asiatischen Bevolkerung (Polder 2004, Zhang et al.
2009) zuzutreffen. Die Tatsache, dass bei Asiaten haufiger die mittleren unteren
Schneidezdhne fehlen, scheint diesen Verdacht gemaf Nieminen (2007) zu
bestatigen. Auch die Ergebnisse des Systematischen Reviews (s. Teil |) sprechen,
trotz oben Dbereits erwahnter eingeschrankter Ubertragbarkeit auf die
Gesamtpopulation, daftr. Fan et al. (2008) berichten, dass bis zum Zeitpunkt des
Erscheinens ihrer Studie 14 verschiedene HED (hypohydrotische ektodermale
Dysplasie) verursachende EDA-Mutationen bei chinesischen Patienten mit naturgeman
syndromaler Oligodontie gefunden wurden. Konkrete Angaben zur relativen Haufigkeit
von Mutationen der Gene EDA, MSX1, PAX9 und AXIN2 in verschiedenen
Populationen existieren gemal meines Wissens nicht. Die in Teil | beschriebenen

Haufigkeiten liegen keinen ethnischen Restriktionen zugrunde, weshalb diese Daten
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hier nicht verwendet werden kdénnen. Es fallt dennoch auf, dass sich einige Studien, so
zum Beispiel Ichikawa et al. (2006) mit der Haufigkeit von Lippen-Kiefer-
Gaumenspalten beschéftigen und beschreiben, dass diese vermehrt im asiatischen
Raum auftreten. Butali et al. (2011) beschreiben eine hohere Pravalenz fir Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten in Lateinamerika und Asien im Vergleich zu Sideuropa,
Sudafrika und Israel. MSX1-Mutationen sind eine h&ufig genannte Ursache fir Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten (van den Bogaard et al. 2000, Dixon et al. 2011, Jezewski et al.
2003, Prasad et al. 2012, Tongkobpetch et al. 2006), weshalb hier méglicherweise
auch MSX-1 bedingte Oligodontien im Vergleich zu anderen Mutationen haufiger

auftreten konnten.

Die aktuelle Studienlage unterstreicht diese Vermutung allerdings nur sehr schwach:
Jezewski et al. (2003) und Tongkobpetch et al. (2006) finden in jeweils 2% ihrer
untersuchten Probandengruppe MSX1-Mutationen. Obwohl dies keine besonders
hohen Prozentangaben sind, sollte bertcksichtigt werden, dass fur viele non-
syndromale Spalten noch keine Ursache gefunden wurde. Van den Boogaard et al.
(2000) weisen in einer niederlandischen Familie mit zwolf Spalttragern 100% MSX1-
Mutationen nach. Zwolf von 15 Familienangehorigen sind Spalttrager. Alle zwolf
Probanden zeigen eine Nonsense-Mutation im MSX1-Gen, welche fur ein Stoppcodon
kodiert.

Da fur das SR/MA keine einheitliche Ethnie existiert, kbnnte vermutet werden, dass
Nordeuropaer vielleicht weniger mutationsbedingte Oligodontien zeigen und die
Angaben im SR/MA evtl. durch andere Ethnien (z.B. Asiaten) beeinflusst wurden.

So zeigt sich, dass bei Eingabe des Suchbegriffes ,non-syndromic oligodontia“ in der
elektronischen Datenbank Pubmed 38 von 88 Suchergebnissen aus dem asiatischen
Raum stammen, diese entsprechen 43% aller gefundenen Suchergebnisse. Studien
aus Europa finden sich zu 39,5% (n=35) wohingegen Studien aus den
USA/Sidamerika seltener sind (17%, n=15). Auffallig ist, dass die meisten neuen

Studien aus Asien kommen (15 der neuesten 20 Studien stammen aus Asien).
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ad 3) Die Ursache non-syndromaler Oligodontien ist nicht monogen

Betrachtet man die H&aufigkeit, mit der Mutationen unserer Kandidatengene in
weitestgehend unselektierten Oligodontiepatientengitern identifiziert werden konnten,
so fallt unabhéangig von der nicht gegebenen Vergleichbarkeit von Ergebnissen aus
Studien mit einer pauschalen Mutationstestung bzw. einer phanotypbasierten
Mutationstestung auf, dass die Mutationen der bis zu Studienbeginn haufigsten in der
Literatur beschriebenen Gene (PAX9, MSX1, EDA, EDAR, EDARADD, AXIN2) nur
rund 10% der Oligodontiefalle erklaren kénnten (Bergendal et al 2011). Schon aus
diesem niedrigen Prozentsatz wird deutlich, dass entweder andere Gene, oder
mehrere statt nur einem Gen (Polygenie) oder in einem vermehrten Mal3 diverse
exogene oder epigenetische Faktoren eine Oligodontie bedingen missen. Mit anderen
Worten, der genetische Hintergrund von Oligodontien ist wahrscheinlich viel variabler
als gemeinhin angenommen wird. Gleiches gilt fiir die Pathogenitat bzw. das Ausmal

des Funktionsverlustes des oligodontiebedingenden Proteins.

Die oben genannte Vermutung hinsichtlich eines anderen, zusatzlichen genetischen
Hintergrundes von Oligodontien, konnte wie bereits erwahnt, in nach dem Beginn
dieser Studie publizierten Ergebnissen zu WNT10A-Mutationen bestatigt werden.

Die Arbeitsgruppe von Arzoo et al. (2014) zeigt, dass 27,7% der Oligodontiepatienten
ihrer Kohorte eine WNT10A-Mutation tragen. Probanden, bei denen zwei Allele
betroffen sind, zeigen signifikant mehr Nichtanlagen als Probanden mit nur einem
betroffenen Allel (Arzoo et al. 2014).

Mostowska et al. (2013) konnten bei der Untersuchung der Gene MSX1, PAX9 und
WNT10A sogar bei 62% ihrer hypo- und oligodonten Probanden (26/42) WNT10A
Mutationen finden, bei einem einzigen Probanden entdeckten sie eine neue PAX9-
Mutation, kein einziger Patient dieser Kohorte zeigt eine MSX1-Mutation. Es fallt auf,
dass die durchschnittliche Zahl der Nichtanlagen bei der Gruppe mit WNT10A Mutation
bei 12,3 liegt, wahrend die durchschnittliche Nichtanlagenzahl der Gruppe, in der keine

Mutationen gefunden wurden, 7,7 betragt.

Van den Boogaard et al. (2012) analysieren die Gene WNT10A, MSX1, PAX9, IRF6
und AXIN2 in einer Gruppe von 34 Probanden, insgesamt finden sie bei 71% der
Probanden Mutationen (56% WNT10A, 3% MSX1, 9% PAX9, 3% AXIN2). Auch van

den Boogaard et al. (2012) geben eine vergleichsweise hohe Anzahl von Nichtanlagen
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an: Bei non-syndromalen Agenesien mit WNT10A-Mutation fehlen durchschnittlich 15,6
Zahne (10-28 zahne) (van den Boogaard et al. 2012). Die Einschlusskriterien des
Artikels von van den Boogaard et al. (2012) geben zwar an, dass mindestens sechs
bleibende Z&hne kongenital fehlen mussen, allerdings wird nicht betont, dass dies
exklusive der Weisheitszéhne gilt. Man konnte also davon ausgehen, dass bei dem
hier angegebenen Terminus ,Hypodontie® Probanden mit mindestens vier

Nichtanlagen exklusive der dritten Molaren inkludiert wurden.

Eine weitere aktuelle Arbeit von Song et al. (2014) untersucht hypodonte Probanden:
Die Probanden werden je nach der Anzahl der Nichtanlagen (1-3 respektive 4 oder
mehr Nichtanlagen) in zwei Gruppen geteilt. In der Gruppe mit jeweils 1-3 Nichtanlagen
liegen zu 15,8% WNT10A Mutationen vor. Demgegentber gestellt finden sich 51,6%

WNT10A Mutationen in der Gruppe mit vier oder mehr Nichtanlagen.

Alle vier Arbeiten (Arzoo et al. 2014, Mostowska et al. 2013, Song et al. 2014, van den
Boogaard et al. 2012) deuten darauf hin, dass WNT10A-Mutationen vermutlich einen
Phanotyp mit relativ vielen Nichtanlagen bedingen. Unterstutzt wird diese Theorie auch
durch die Arbeit von Bergendal et al. (2011): Bei 11% (10/93) ihrer Probanden fanden
sie Mutationen in den Genen EDARADD, AXIN2, MSX1 und PAX9. Die
durchschnittliche Zahl der Nichtanlagen betragt 9,5 (6-18 Nichtanlagen). Dieser Wert
ist bedeutend niedriger als der sich auf WNT10A Mutationen beziehende Wert von van
den Boogaard (durchschnittlich 15,6 Nichtanlagen bei einer Variation zwischen 10-28
Zahnen). Mostowska et al. (2013) geben wie bereits erwahnt durchschnittlich 12,3
Nichtanlagen fir die Probanden mit WNT10A-Mutation und durchschnittlich 7,7
Nichtanlagen fiur die Probanden ohne entdeckte Mutation an. Die durchschnittliche
Anzahl der Nichtanlagen der Probanden unserer Studie betragt 8,6 (6-19 Zahne). Er
befindet sich damit eher im niedrigen Bereich und lasst sich aus diesem Grund mit der
Probandengruppe von Bergendal et al. (2011) vergleichen, bei der nur in 10%

Mutationen gefunden wurden.
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ad 4) Es existiert kein Zusammenhang zwischen Oligodontie-Phanotyp und

-Genotyp bei non-syndromaler Oligodontie

Geht man davon aus, dass es keine Assoziation zwischen dem Geno- und dem
Phéanotyp bei non-syndromalen Oligodontien gibt, dann missen im Umkehrschluss alle
Oligodontien zumindest eine nicht genetisch begrindete Teilursache haben. Die
Existenz einer solchen ist wahrscheinlich. Bedenkt man die existierenden endo- als
auch exogenen Ursachen mancher Erkrankungen, so fallt auf, dass beispielsweise fast
allen Krebserkrankungen eine innere oder eine auflere Genese zugrunde liegen kann
(selbst wenn sich diese spater auch genetisch manifestiert). So sind 10% der
Kolonkarzinome auf genetische Faktoren zurtickzufuhren (MLP, Duale Reihe, Innere
Medizin, 2. Auflage, 2009). Durch Mutation von DNA-Repair Genen (MSH2, MLH1)
kann es zur Entstehung des hereditaren kolorektalen Karzinoms ohne Polyposis
(HNPCC) kommen (MLP, Duale Reihe, Innere Medizin, 2. Auflage, 2009).

Magenkarzinome haben ebenfalls endo- und exogene Ursachen. Trager der
Blutgruppe A haben ein erhthtes Risiko, an einem Magenkarzinom zu erkranken.
Negative als auch positive Umwelteinflisse basieren zum grol3en Teil auf
Erndhrungsgewohnheiten. (MLP, Duale Reihe, Innere Medizin, 2. Auflage, 2009).
Gleiches gilt fur Mammakarzinome: bei 5-10% der Erkrankungen sind Mutationen der
Gene BRCA1l oder BRCA2 nachweisbar, welche krankheitsauslosend wirken.
Neuralrohrdefekte haben durch den Folsauremangel eine zum grof3ten Teil exogene
Ursache; allerdings kann auch eine Resorptionsstérung durch Entziindung des
Dunndarms und in der Folge (www.medicoconsult.de/wiki) eine endogene Ursache
vorliegen. Die Wirbelsaulenerkrankung Morbus Scheuermann kann endogen durch
kollagene Stoffwechselstérungen oder hormonelle Veranderungen entstehen und
exogen durch falsche Haltung und Fehlbelastungen der Wirbelsaule verursacht werden

(http://www.onmeda.de/krankheiten/morbus_scheuermann.html).

Exogene Faktoren, welche bei der Oligodontiegenese eine Rolle spielen, sind
beispielsweise ,Infektionen im Keimgebiet oder eine Keimschadigung durch Trauma
oder Bestrahlung“ (Schopf 2008), aber auch Roételnembryopathien (Diedrich 2000).

Dass auf der anderen Seite Nichtanlagen und somit auch Oligodontien zumindest
teilweise eine endogene Komponente haben muissen, konnte experimentell in Studien
mit Knockout-Tieren bewiesen werden (Peters et al. 1998, Satokata und Maas 1994).

So zeigen Peters et al. (1998) unter anderem, dass die Zahnentwicklung bei Mausen
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mit fehlendem PAX9-Gen im Knospenstadium arretiert. Satokata und Maas (1994)
beschreiben die Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten bei MSX1-Knockout-
Mausen: Hierbei fallt auf, dass beim Fehlen des MSX1-Gens Nichtanlagen der
Inzisiven vorliegen. Die Molaren bilden sich ebenfalls nur bis zum Knospenstadium

aus.

Ferner finden sich in mehreren Studien verschiedener Arbeitsgruppen und an eindeutig
unterschiedlichen Patientenmaterialien bemerkenswerte Ubereinstimmungen des
Phanotyps bei gleicher genetischer Ursache im Sinne des gleichen betroffen Gens. Bei
vorliegender PAX9—Mutation fehlen haufig Molaren (Bergendal et al. 2011, Das et al.
2002, Das et al. 2003, Frazier-Bowers et al. 2002, Jumlongras et al. 2004, Kim et al.
2006, Lammi et al. 2003, Liang et al. 2012, Nieminen et al. 2001, Stockton et al. 2000,
Zhu et al. 2011). Neben der Nichtanlage von Molaren fehlen bei Veranderungen im
PAX9-Gen haufig obere Canini (Liang et al. 2012) sowie obere erste Pramolaren
(Bergendahl et al. 2011, Kim et al. 2006). AXIN2-Mutationen treten oft mit dem Fehlen
von Molaren und Pramolaren auf (Lammi et al. 2004). Ein auffalliges
Nichtanlagemuster bei MSX1-Mutationen wurde von Bergendal et al. (2011), Kim et al.
(2006), Vieira et al. (2004) und Zhu et al. (2012) gefunden: H&aufig fehlen hier obere
erste PrAmolaren. Bei Vorliegen einer EDA-Mutation wird das Fehlen von Inzisiven
beschrieben (Ayub et al. 2010, Han et al. 2008, Mues et al. 2009, Nieminen 2007,
Song et al. 2009 und Tao et al. 2006).

Einen spezifischen Tooth-Agenesis-Code bei vorliegender WNT10A Mutation (s. Teil I)
konnten van den Boogaard et al. (2012) nicht herausarbeiten. Die am hé&ufigsten
fehlenden Zahne waren nach Mostowska et al. (2013) untere zweite Pramolaren,
gefolgt von oberen seitlichen Inzisiven, unteren mittleren Inzisiven und oberen zweiten

Pramolaren.

Denkbar ware weiterhin, dass der Genotyp den Phéanotyp nur insoweit bestimmt, als
dass Nichtanlagen vorliegen. Welche Zahne letztendlich fehlen mag durch eine
zusatzliche exogene Ursache bestimmt sein. Wenn man die Ursache einer Nichtanlage
sowohl in Umweltfaktoren als auch in genetischen Faktoren sieht, kdnnte erst das
Erreichen eines Schwellenwertes zu dem Phanotyp ,Nichtanlage® fuhren. Welcher
Zahn nun betroffen ist wirde unter Umstanden vom Zeitpunkt des Auftretens der Noxe

abhéangen.
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Bergendal et al. (2011) fanden in Analogie zur vorliegenden Studie ebenfalls keine
signifikante Assoziation zwischen Geno- und Phanotyp in ihrem Probandengut. Sie
suchten die Erklarung dafir in verschiedenen Griinden: Zum einen fanden sich in ihrer
Studie nur wenige Probanden mit der jeweils gleichen Mutation. Des Weiteren wurden
in dieser Studie, wie auch in der hier vorliegenden Studie, keine Patienten mit
Hypodontien untersucht. Die Untersuchungsgruppe ist somit kleiner, wodurch die
Wahrscheinlichkeit, die  Existenz  einer  Mutationsprognose anhand des

Nichtanlagemusters zu finden, sinkt.

Festzuhalten ist, dass in der vorliegenden Studie kein Zusammenhang zwischen Geno-
und Phéanotyp gefunden wurde. Dies bedeutet aber nicht, dass kein Zusammenhang
existiert, da wie oben beschrieben, auch die Reprasentativitat des Probandenguts des
SR/MA als auch die des Patientenguts der hier vorliegenden Studie neben exogenen
sowie mdglicherweise polygenen Ursachen als Grund dafiir gesehen werden kénnen,

dass keine Assoziation des Geno- und des Phanotyps gefunden wurde.

Die negativen Ergebnisse hinsichtlich der prognosespezifischen Mutationstestung
schlieBen daher in keiner Weise aus, dass eine andere Mutation vorliegt. Aufgrund
aktueller Untersuchungen sind, wie bereits oben erwahnt, bei einem Teil der
Oligodontiepatienten héchstwahrscheinlich  WNT10A-Mutationen der potentielle
Ausléser der Oligodontie (Arzoo et al. 2014).

Nur durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) lieRen sich die potentiellen

Ausloser bestmdglich identifizieren. Ob sich durch genomweite Assoziationsstudien

jedoch eine Genotyp-/Phanotypassoziation nachweisen lasst, ist nicht gesichert.
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Novelmutation EDA

In der Familie V-EDA-3 wurde der phénotypbasierte Genotypverdacht bestatigt. Dabei
wurde eine neue Punktmutation in Exon 7 entdeckt. Es handelt sich um eine
Substitution der zweiten Base eines Codons an der Position 866 G>A (CGC zu CAC)
welches normalerweise fir Arginin codiert. Durch diese Substitution entsteht Histidin
statt Arginin an der Aminosaureposition 289 im Exon 7. Diese Mutation wird X-
chromosomal vererbt. Betroffen waren neben den Patienten Ill:1 und Ill:2 die
Probanden I1:2, 11:4, 111:4 und 111:5. Die Protein-Protein-Verbindung des EDA Proteins zu
anderen Proteinen ist durch die Mutation gestort, da es zu Veranderungen an der Beta-
Haarnadelstruktur kommt (s. Abb. 11.4.24).

Das Ektodysplasin-A-Proteinmodell (s. Kapitel 11.4, in Zusammenarbeit mit Dr. Wende)
zeigt, dass die Mutation an Position p.289 die Protein-Protein-Interaktion beeintrachtigt
oder sogar zerstort, wahrend die inneren EDA-Trimer-Bindungen unverandert bleiben.
Aufgrund dieser Tatsache kann die ¢.866 G>A-Mutation im EDA-Gen als pathologisch
betrachtet werden.

In der Literatur wird eine Substitution der ersten Base dieses Codons beschrieben,
welche zu der Substitution von Arginin zu Cystein fuhrt (Arg289Cys, ¢.865C>T) (Song
et al. 2009). Auch diese Mutation geht mit einer Oligodontie einher. Strukturell findet
sich diese Mutation auf der &uf3eren Oberflache des Homotrimers. Normalerweise geht
Arginin eine Hydrogenbindung mit Asn 272, sowie eine Hydrogen- und eine
elektrostatische Bindung mit Glu 308 (ein Teil des benachbarten Homotrimers) ein.
Hierdurch wird die asymmetrische Multi-Trimer-Einheit stabilisiert (s. Abb. 11.5.4). Die
Mutation fuhrt also zu einer Konformitatsanderung, welche die Stabilitdt des EDA

Homotrimers potenziell beeinflussen kann (Song et al. 2009).

Die von Song et al. (2009) beschriebene Mutation betrifft das Codon, in dem sich auch
die von uns gefundene neue Punktmutation befindet. Die Funktion des resultierenden
Proteins scheint also durch Mutationen in diesem Bereich beeinflusst zu sein. Das
Nichtanlagemuster des Probanden mit der Mutation Arg289Cys ahnelt dem der
Probanden I1I:1 und 111:2 unserer Studie (s. Abb. 11.5.2 und 11.5.3). Bei allen Probanden
welche eine Mutation zeigten, waren samtliche unteren Frontzahne nicht angelegt. Des
Weiteren fehlten vielen dieser Probanden die oberen und unteren Eckz&hne. Bei

beiden Oligodontiepatienten mit der neuen EDA-Punktmutation sind ebenfalls alle
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unteren Frontzdhne und die oberen lateralen Inzisiven nicht angelegt. Dem Proband

I11:2 fehlen im Oberkiefer ebenfalls die Eckz&dhne.

EDA ist ein Typ Il Transmembranprotein mit einer C-terminalen TNF Homologie-
Doméne, welche ein Homotrimer zur Interaktion mit anderen Rezeptoren besitzt (Song
et al. 2009). Mutationen der TNF-Doméne beeinflussen die Interaktion von EDA mit
seinen Rezeptoren, mit dem Ectodysplasin-A Rezeptor (EDAR) und mit dem
Ectodysplasin-A2 Rezeptor (EDA2R). Alle von Song et. al (2009) entdeckten
Mutationen sind in der TNF-ahnlichen Domane (Position 245-391) lokalisiert. Song et
al. (2009) gehen davon aus, dass diese Mutationen die Interaktionen von EDA mit
seinen Rezeptoren beeinflussen. Neben der Mutation Arg289Cys beschreibt Song zwei
weitere Mutationen: p.Ala259Glu und p.Arg334His. Die im Vorfeld auch durch andere
Autoren beschriebenen Mutationen p.Gly255Cys, p.Gly291Arg und p.Cys332Tyr
befinden sich in nahezu unmittelbarer Nachbarschaft zu den von Song identifizierten
Mutationen (p.Ala259Glu, p.Arg289Cys und pArg334His).

Die von uns gefundene Mutation (p.Arg289His) befindet sich ein Basenpaar hinter der
Mutation p.Arg289Cys und verhindert ebenfalls die Synthese von Arginin. Song et al.
(2009) beschreiben, dass die Mutation an der Position 289 zu einer Verdnderung auf
der Proteinoberflache fuhrt, entfernt von der aktiven Seite Glu 308. Sie gehen davon
aus, dass lediglich die Stabilitdt des Homotrimers sowie ein Teil der Funktion des EDA-

Proteins beeinflusst werden.

Yang et al. (2013) untersuchten das EDA Gen in einer chinesischen Familie mit vier
oligodonten Patienten. Sie stellten eine bisher noch nicht beschriebene Mutation
heraus: c.779T>G. Diese resultiert in der Substitution von Serin anstelle von Isoleucin
an der Position 206 (p.lle206Ser). Sie befindet sich in der Nahe der von uns
gefundenen Punktmutation, ebenso in der Nahe der von Song et al. 2009
beschriebenen Mutationen. Weiter analysierten Yang et al. (2013) die Unterschiede
zwischen den Mutationen, die zu XLHED, der x-chromosomal vererbten
hypohidrotischen ektodermalen Dysplasie fiihren und den Mutationen, die in
Nichtanlagen von Zahnen resultieren. Sie erkannten hierbei, dass Mutationen fir
XLHED zu 60% auf der TNF Homologie Doméane lokalisiert sind, wohingegen sich
sogar 80% der Hypodontie verursachenden Mutationen auf der gleichen Doméane
befinden. Weiter untersuchten Yang et al. (2013) die Lokalisation der Mutation und
stellten fest, dass sich Hypodontie verursachende Mutationen zum grof3ten Teil auf der

Aulenseite der TNF-Homologie-Domane finden; Mutationen, welche zur
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hypohidrotischen ektodermalen Dysplasie fiihren, sind in der Regel im Inneren dieser
Domane lokalisiert. Yang et al. (2013) stellen die Theorie auf, dass Mutationen auf der
Aul3enseite die Proteinfunktion weniger beeinflussen als solche, die sich im Inneren
der Doméane befinden. Daher kdnnen Mutationen auf der Aul3enseite zu leichten
ektodermalen Phénotypen fuhren, so zum Beispiel zu Nichtanlagen. Dies erklart,

warum die von uns gefundene Mutation nicht zu einem syndromalen Phanotyp fuhrt.

Lee et al. (2014) berichten von einer neu entdeckten Mutation (c.866G>T (p.R289L)).
Es handelt sich um eine Familie mit Oligodontie sowie anormal gelocktem Haar bei den
betroffenen mannlichen Probanden. Die Substitution von Arginin durch Histidin an
Position 289 scheint einen starkeren Effekt auf die phanotypischen Symptome der
ektodermalen Anomalien zu haben. Die beiden betroffenen Patienten unserer
Untersuchung zeigen Areale hypopigmentierter Haut, eine Hypotrichose und eine

abnorme Form des Ohres.

Nikopensius et al. (2013) untersuchten eine estlandische Familie, in welcher eine
unterschiedliche Expressivitat und damit ein anderer Auspragungsgrad des Phanotyps
bei gleichbleibendem Genotyp beziglich der Nichtanlagen zu finden war. Sie fanden
eine weitere Mutation (c.874G>T / p.Glu292X) in der TNF-Homologie-Domane des
EDA-Gens. Durch ein unterschiedliches Inaktivierungsmuster wird das EDA-Rezeptor-
Signal in den in die Odontogenese involvierten Geweben unterschiedlich stark

reduziert.

Plaisancié et al. (2013) beschreiben Patienten mit ektodermaler Dysplasie, welche
EDAR- und WNT10A-Mutationen aufweisen. Sie analysierten die Gene EDA, EDAR
und WNT10A bei 36 Patienten mit ektodermaler Dysplasie. Aufféllig war, dass bei
keinem Probanden eine EDA-Mutation, aber bei 14% der Probanden EDAR-
Mutationen und bei sogar 44% WNT10A-Mutationen gefunden wurden. Bei 42% der
Probanden konnte keine Mutation nachgewiesen werden. Die Versuchspersonen mit
nachgewiesener WNT10A-Mutation zeigten alle nur geringe ektodermale Merkmale,
kennzeichnend waren bei ihnen die Nichtanlagen. 90% der Probanden waren
oligodont. Es scheinen aber Zusammenhange zwischen WNT10A-Mutationen und der
ektodermalen Dysplasie zu existieren. Dies ist wiederum im Schaubild der
kraniofazialen Signalwege nachvollziehbar (s. Abb. I1.5.5). Markant ist der hohe Anteil
der WNT10A-Mutationen. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der Frage nach WNT10A-

Mutationen auch fir Probanden mit nicht-syndromaler Oligodontie.
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Insgesamt sind in der Literatur zehn verschiedene EDA-Mutationen beschrieben (s.
Teil 1). In Abb. 11.5.1 sind diese Mutationen und ihre jeweilige Lokalisation dargestellt.
Hinzugefugt wurde die neue Punktmutation R289H.

Nieminen et al. (2007) fuhrte in weiteren Studien eine genomweite Analyse durch.
Hierbei stellten sie fest, dass es keinen Hauptlokus fir bestimmte Nichtanlagemuster
gibt. Die Analyse zeigte vielmehr eine Existenz zahlreicher Loki, welche bereits
bekannte Kandidatengene beinhalten kénnten. Besonders auffallig war Chromosom
18.

Betrachtet man die vielen Zusammenhdnge des komplizierten Prozesses
»Zahnentwicklung®, so findet sich ein weiterer Diskussionsaspekt: Der Zahnkeim setzt
sich aus den Komponenten Schmelzorgan, Zahnpapille und Zahnsackchen
zusammen. Aus dem Epithel wachst die Zahnleiste in das Mesenchym, diese bildet
Schmelzknospen, welche sich zu Schmelzkappen und weiter zu Schmelzglocken
entwickeln. Die Schmelzglocke hat ein inneres und ein &ul3eres Schmelzepithel. Die
Praameloblasten entstehen aus den Zellen des inneren Schmelzepithels und
regulieren durch ihre Anordnung die spatere Zahnform. Es kommt zur
Zelldifferenzierung: In der Einziehung der Schmelzglocke entwickelt sich die
Zahnpapille. Mesenchymzellen grenzen an die Basallamina am inneren
Schmelzepithel und entwickeln sich zu Praodontoblasten. Die Basallamina leitet die
Odontoblastendifferenzierung ein, es wird Pradentin gebildet. Hierdurch werden die
Ameloblasten im inneren Schmelzepithel aktiviert. Sobald mineralisiertes Dentin
vorliegt beginnt die Schmelzsekretion. Inneres und &ul3eres Schmelzepithel wachsen
als Hertwigsche Epithelscheide nach apikal und bilden die Wurzel. Hierdurch
differenzieren sich Odontoblasten zur Wurzeldentinbildung in der Papille. Die
Epithelscheide |6st sich auf, die Mesenchymzellen des Zahnsackchens werden so zur
Bildung von Zement angeregt (Lullmann-Rauch, 2003).

Dieser Prozess wird durch eine komplexe Serie von genetischen Interaktionen, welche
die Signalwege manipulieren, kontrolliert (Nieminen, 2007). Es wird vermutet, dass
neben Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGFs) Wingless (WNTs) und Ectodysplasin-A
(EDA) die erste Formation aktivieren (Mustonen et al., 2004; Nieminen, 2007). Die
durch WNT induzierte Aktivierung des Beta-Catenin Signalweges ist fur die Bildung der
Zahnstrukturen notwendig. Es wurde gezeigt, dass die FGF4-Expression im
Schmelzorgan und ebenso die EDA-Expression im Epithel WNT abhangig sind
(Kratochwil et al. 2002; Laurikkala et al. 2001; Mikkola et al. 1999). Eine steigende
EDA-Synthese aktiviert die Sonic Hedgehog (SHH) Expression sowie die Inhibition der
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Aktivitdt von Bone Morphogenetic Proteinen (BMPs). Diese Prozesse ermoglichen eine
korrekte Zahnbildung (Pummila et al. 2007).

Neben den verschiedenen WNTSs, welche wahrend der Zahnbildung exprimiert werden,
spielt WNT10A eine Schlusselrolle bei der Odontoblastendifferenzierung und in der
Zahnbildung (He et al. 2013; Yamashiro et al. 2007). In vitro Studien haben gezeigt,
dass die verminderte Expression von WNT10A die Odontogenese und die
mesenchymale Zellproliferation beeinflusst (Liu et al. 2013). Die Bedeutung von
WNT10A zeigt sich in vielen aktuellen Studien: Bei mehr als 50% der Falle von
isolierten Nichtanlagen liegt eine Mutation des WNT10A Gens vor (van den Boogaard
et al. 2012).

Ahnlich verhalt es sich mit dem EDA-EDAR Signalweg: Dieser spielt eine zentrale
Rolle wahrend der Organogenese. Die Expression des EDA Rezeptors (EDAR) findet
wahrend der friihen Stadien der Zahnentwicklung statt und bleibt bis zur Formation der
Hockerspitzen bestehen (Pispa et al. 2004). Die EDA und EDAR Expression finden im
priméren Ektoderm statt (Tucker et al. 2000). Nach der Bildung des Zahnsackchens
wird EDAR exprimiert. EDA hingegen zeigt eine komplementéare Expression. Spater
kann EDAR in ektodermalen Signalzentren nachgewiesen werden (Laurikkala et al.
2001).

Bis heute wurden keine nachgewiesenen Zusammenh&nge zwischen Typ sowie
Lokalisation  der  Genmutation und dem  Schweregrad des  hiermit
zusammenhangenden Phanotyps gefunden (Anzahl und Position der fehlenden Zéhne)
(Mues et al. 2010; van Wijk and Tan 2006).

Weitere Funktionsanalysen und eine Charakterisierung der hier beschriebenen

Novelmutation sind notwendig um ihre Relevanz im Detail aufzuklaren.
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Abb. I1.5.1: Alle in Teil | dargestellten Mutationen des EDA-Gens, welche in
Zusammenhang mit non-syndromalen Oligodontien herausgearbeitet
wurden. Die neue Punktmutation auf Exon 7 ist rot dargestellt. (NCA:
non-coding area) (Bock et al. 2013)
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Abb. I1.5.2: FDI-Schema des Probanden 3 (Song et al. 2009).
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Abb.11.5.3; FDI-Schemata der Probanden Ill:1 und III:2 der Familie V-EDA-3.
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Abb.11.5.4:

Abb.11.5.5:

Arg 289 bildet mit Asn 272 eine Hydrogenbindung und mit Glu 308 des
benachbarten Homotrimers eine Hydrogen- sowie eine elektrostatische
Bindung (Song 2009). Hierdurch kommt es zu einer Veradnderung der

Protein-Protein-Interaktion.
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2 Zusammenfassungen/Summaries

2.1 Zusammenfassung Teil |

Ziel: Ziel der vorliegenden Studie war die Identifizierung aller bekannten
Genmutationen, die mit der Entstehung nonsyndromaler Oligodontien assoziiert

werden.

Material und Methode: Eine systematische elektronische Literatursuche bis
einschlieBBlich Januar 2013 wurde in zwei Datenbanken (PubMed, Medpilot)
durchgefuhrt und durch eine Handsuche ergéanzt. Folgende Suchbegriff-Kombinationen
wurden verwendet: oligodontia and genes, oligodontia and mutations, tooth agenesis
and genes, tooth agenesis and mutations. Auf der Grundlage des Tooth Agenesis

Codes (TAC) wurde eine Metaanalyse der Daten durchgefihrt.

Nach Akzeptanz des zuvor abgedruckten Artikels (Ruf et al. 2013) bzw. nach Ende des
Inklusionszeitraumes flr diese Publikation, sind in der Literatur neue Studien
erschienen, die Mutationen im WNT10A-Gen fir die Entstehung von Oligodontien
verantwortlich machen. Um die entsprechenden Daten der WNT10A Mutationen mit
den Daten der vorliegenden Publikation vergleichen zu kénnen, wurden auf alle mittels
einer einfachen elektronischen Literaturrecherche identifizierten Artikel zu WNT10A
und Hypo- bzw. Oligodontien, die bestehenden Einschluss- bzw. Ausschlusskritierien

angewandt.

Ergebnisse: Zwischen den sieben bisher bekannten Genen, die nonsyndromale
Oligodontien verursachen koénnen, variiert sowohl die Anzahl der identifizierten
Mutationen (M) je Gen als auch die Anzahl der in der Literatur beschriebenen
Patienten (P): PAX9 (33 M, 93 P), EDA (10 M, 51 P), MSX1 (12 M, 33 P), AXIN2 (6 M,
17 P), EDARADD, NEMO und KRT17 (je 1M, 1P). Der TAC-Summenwert 250 besal}
Trennwerteigenschaften: TAC < 250 (100% MSX1- und 80% EDA-Patienten); TAC >
250 (96,9% PAX9- und 90% AXIN2-Patienten). Des Weiteren fand sich ein ungerader

TAC-Wert in mindestens in einem Quadranten bei 94,3% der EDA-Patienten, aber nur
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bei 28,6% der MSX1-Patienten. Ein TAC-Wert von 112 in mindestens in einem
Quadranten trat bei 72,7% der PAX9-, jedoch bei keinem der AXIN2-Patienten auf.

Den Ein- bzw. Ausschlusskriterien entsprachen auf Ebene des ,Systematic Reviews*
zwei WNT10A Artikel, diese beschreiben zehn verschiedene WNT10A-Mutationen und
insgesamt 39 oligodonte Patienten. Keine bisher publizierte WNT10A-Studie erfullte

die Einschlusskriterien der ,Metaanalyse®.

Schlussfolgerung: Bisher waren sieben Gene bekannt, die nonsyndromale
Oligodontien verursachen kénnen, dies sind in abnehmender Haufigkeit: PAX9, EDA,
MSX1, AXIN2, EDARADD, NEMO und KRT17. Hinzu kommt das Gen WNT10A, bei
welchem Mutationen non-syndromale Oligodontien verursachen kénnen. Auf der Basis
des Tooth Agenesis Codes (TAC) war innerhalb des Patientengutes der Metaanalyse
ein Zusammenhang zwischen Oligodontie-Phanotyp und Genotyp darstellbar. Die
Studien, welche WNT10A-Mutationen im Zusammenhang mit Oligodontien

untersuchen, erfiilllen nicht die Einschlusskriterien der Metaanalyse.
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2.2 Summary Part |

Objectives: The goal of this work was to identify all known gene mutations that have

been associated with the development of non-syndromic oligodontia.

Material and Methods: A systematic literature search was performed electronically in
two databases (PubMed, Medpilot) supplemented by a hand search. Articles published
up to January 2013 were considered. Search terms were combined as follows:
oligodontia and genes, oligodontia and mutations, tooth agenesis and genes, tooth
agenesis and mutations. A meta-analysis of the data was conducted based on the
Tooth Agenesis Code (TAC).

After permission of the article (Ruf et al. 2013) new studies were published, which give
further evidence for an association between WNT10A and oligodontia. To compare the
current data of the WNT10A mutations with the data of the published studies, we used
the inclusion criteria to select the studies. The studies were found by conducting a

systematic literature review.

Results: Seven genes are currently known to have a potential for causing non-
syndromic oligodontia. All these genes vary both in terms of number of identified
mutations and in terms of number of documented patients: 33 mutations and 93
patients are on record for PAX9, 10 mutations and 51 patients for EDA, 12 mutations
and 33 patients for MSX1, 6 mutations and 17 patients for AXIN2, and 1 mutation in 1
patient for EDARADD, NEMO and KRT17 each. A total TAC score of 250 was found to
have cutoff properties, as 100% of MSX1 and 80% of EDA patients exhibited TAC <
250, whereas 96.9% of PAX9 and 90% of AXIN2 patients but only 28.6% of MSX1
patients exhibited odd-numbered TAC scores in at least one quadrant, and 72.7% of
PAX9. But none of the AXIN2 patients were found to show TAC scores of 112 in at
least one quadrant.

Two WNT10A articles were in accordance with the inclusion criteria and could be
included in the systematic review. These articles describe 10 different WNT10A
mutations and 39 patients. None of the currently published studies fulfilled the inclusion

criteria for the meta-analysis.

Conclusion: In order of decreasing frequency, PAX9, EDA, MSX1, AXIN2, EDARADD,

NEMO and KRT are the seven genes currently known to have a potential for causing
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non-syndromic oligodontia. In literature also WNT10A mutations have been described
for causing oligodontia. TAC scores enabled us to identify an association between
oligodontia phenotypes and genotypes in the patients covered by this meta-analysis.
The studies describing WNT10A mutations did not fulfill the inclusion criteria of the

meta-analysis.
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2.3 Zusammenfassung Teil I

Ziel: Ziel der vorliegenden Studie war die Verifizierung, ob sich der in Teil | gedul3erte
Verdacht einer Assoziation von Genotyp und Phanotyp bei non-syndromalen
Oligodontien in einem unselektierten Oligodontiepatientengut bestétigen lasst. Es
wurde analysiert, ob eine TAC basierte Prognose des Genotyps mdglich ist.

Material und Methode: In der Poliklinik fir Kieferorthopadie des Zentrums fur Zahn-,
Mund- und Kieferheilkunde der Justus-Liebig-Universitat Giel3en behandelte Patienten
(von Januar 1986 bis April 2013) mit non-syndromalen Oligodontien wurden
kontaktiert. Einschlusskriterien waren das Vorliegen einer nicht-syndromalen
Oligodontie, die Nichtanlagen mussten durch Orthopantomogramm (OPG) oder FDI-
Zahnschema verifizierbar sein und es musste mindestens ein weiterer hypo-
/oligodonter Fall in der Familie vorliegen. Familienmitglieder wurden beziglich
vorliegender Hypo- oder Oligodontien befragt.

Zur Auswertung und zum Vergleich genspezifischer Phanotypen der Probanden
wurden nach Erhebung des Zahnstatus gemaf FDI-Zahnschema die Nichtanlagedaten
der eingeschlossenen oligodonten Probanden analysiert. Dies geschah mit Hilfe des
Tooth Agenesis Codes (TAC) (van Wijk et al. 2006) (s. Abb. 1.2.1), anhand dessen eine
Genotypprognose gestellt wurde (gemaf der Abb. 4 und 5, S. 177). Mutationen auf
den Genen MSX1, EDA und AXIN2 wurden evaluiert. Die Gendiagnostik erfolgte durch
Analyse von Speichelproben der Patienten/Probanden im Labor und wurde durch
spezifisch geschultes Fachpersonal durchgefuhrt. Bei positivem
Untersuchungsergebnis wurden alle verfigbaren Familienmitglieder genetisch
untersucht. Die Sequenzierungsresultate wurden mit korrespondierenden Eintragen

der NCBI Genbank sowie von Ensembl verglichen.

Es wurden jeweils folgende Exons sowie die Exon begrenzenden Bereiche analysiert:
MSX1: Exon 1, Exon 2; EDA: Exon 1-8; AXIN2: Exon 8, Exon 9.

Ergebnisse: Nach Durchsicht der Patientenakten, Beachtung der Einschlusskriterien
sowie Kontaktaufnahme nahmen 20 Patienten teil. Diese zeigten auf der Grundlage

ihrer TAC-Codes bzw. ihrer TAC-Summen folgende Mutationsvermutung: Bei elf
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Patienten bestand MSX1-Verdacht, drei Patienten lieRen einen AXIN2-Verdacht zu und
bei sechs Patienten konnte ein EDA-Verdacht gestellt werden.

Die Untersuchung des MSX1-Gens ergab bei zwei Probanden eine 3’"UTR Variante auf
Exon 2, diese zeigten zusétzlich eine heterozygote Missense-Variante der
Aminosauresequenz an Position 40 des Exon 1. Isoliert wurde diese Missense-
Variante auch bei zwei weiteren Probanden gefunden Beide Varianten fihren zu keiner
funktionellen Mutation und sind daher (It. Ensembl) nicht pathologisch. Der Single
Nucleotid Polymorphismus (SNP) in Form einer 3’"UTR Variante im Exon 2 des MSX1
Gens flhrt zu einer Substitution von T zu C an Stelle 864876. Die Missense Variante
der Aminosauresequenz an Position 40 des Exon 1 resultiert in der Bildung von Glycin
statt Alanin an Aminoséaureposition 40.

Die Analyse des EDA-Gens zeigte folgende Ergebnisse: Die Untersuchung der finf
Familien mit Verdacht auf EDA-Mutation ergab eine neue Punktmutation. Zwei
Patienten derselben Familie zeigten eine Genmutation in Exon 7 des EDA-Gens,
welche anschlieRend auch bei Familienangehdrigen gefunden wurde. Es handelt sich
um eine Substitution, durch welche an Aminosaureposition 289 Histidin statt Arginin
entsteht. Keine der drei Familien mit der Verdachtsdiagnose AXIN2 zeigte Mutationen
des Gens AXIN2.

Schlussfolgerung: Der auf der Grundlage der Literatur (Teil 1) vermutete
Zusammenhang zwischen Oligodontiephénotyp und -genotyp konnte in dem
vorliegenden weitestgehend unselektierten Oligodontie-Patientengut nicht bestatigt
werden, da eine phéanotypbasierte Genotypprognose nur in 33,3% der EDA-
Verdachtspatienten und 10% der Oligodontiepatienten erfolgreich war.
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2.4 Summary Part Il

Objectives: The aim of this study was to verify the hypothesis if a genotype-phenotype
association of non-syndromic oligodontia in a cohort of unselected patients with non-
syndromic oligodontia exists. We analyzed if there is a possibility to forecast a TAC
based prognosis of the genotype.

Material and Methods: All non-syndromic oligodontia patients who were treated in the
Department of Orthodontics, Medical Center for Dental and Oral Medicine, Justus-
Liebig-Universitat GieRen, Germany, between January 1986 and April 2013 were
contacted. The inclusion criteria for the study were: The existence of a non-syndromic
oligodontia. The tooth agenesis had to be proven using an orthopantomogram (OPG)
or a FDI notation. At least one family member had to be suffering from hypo- or
oligodontia. Family members were asked if they were affected by a hypodontia or an
oligodontia, too.

After assessing the dental status according to the FDI notation the data regarding the

tooth agenesis of each proband suffering from oligodontia was analyzed.

Using the Tooth Agenesis Code (TAC) (van Wijk et al. 2006) (Fig. 1.2.1, Part 1), we
forecasted a prognosis of a possible genotype (Fig. 4 and 5, S. 177). Gene mutations
of the genes MSX1, EDA und AXIN2 were evaluated. Diagnostics of the genes were
carried out with saliva samples of the patients/probands. The diagnostic was conducted
in a laboratory by a qualified person. In the case of positive results of investigation all
available family members were examined genetically. The outcomes of the sequencing
were compared with correspondent data set entries of the NCBI Gene Database. The
following exons and the exon/intron boundaries were analyzed: MSX1: Exon 1, Exon 2;
EDA: Exon 1-11; AXIN2: Exon 8, Exon 9.

Results: After checking the health records and considering the inclusion criteria as well
as contacting all possible patients 20 patients finally participated in the study. Based on
their TAC-Codes respectively their TAC-Sums it was assumed that they might be

carriers of the following mutations: 11 patients were suspected to have a MSX1-
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suspicion, 3 patients seemed to have an AXIN2-suspicion and 6 patients were thought

to have an EDA-suspicion.

The examination of the MSX1-gene showed in two cases a 3'UTR variant on exon 2,
these two probands had an additional heterozygous missense-variant of the amino acid
sequence at position 40 of exon 1. Two other probands had also this heterozygous
missense-variant without any other mutation. Both variants do not lead to a functional
mutation, so they are not pathologic (http://www.ensembl.org/index.html). The Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) described as a 3'"UTR variant in exon 2 of the MSX1
gene leads to a substitution of T to C at the position 864876. The missense variant of
the amino acid sequence at position 40 of exon 1 results in an appearance of glycine
instead of alanine at the amino acid position 40.

The analysis of the EDA-gene showed the following results: The gene-sequencing of
the five families suspected to have an EDA-mutation revealed an EDA missense
mutation involving a G>A transition at ¢.866. This substitution results in a change from
arginine (CGC) to histidine (CAG) at the amino acid position p.289 on exon 7. Two
patients out of one family had a mutation. The described mutation was also found in
family members. None of the three families suspected to have AXIN2 mutations carried

a mutation in the AXIN2 gene.

Conclusion: The assumed correlation between the geno- and the phenotype of a non-
syndromic oligodontia in a mostly unselected group of patients could not be verified,
because a phenotype based genotype prognosis showed less success: in 33,3% of the
potential EDA patients and in 10% of the patients suffering from oligodontia the

prognosis was correct.
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4  Anhang
4.1 Primersequenzen MSX1, EDA und AXIN2

Die purifizierte DNA wurde bei dem Verdacht auf EDA-Mutation an die Firma
Microsynth, Zurich weitergeleitet. Diese Primersequenzen wurden von der Firma

festgelegt und sind nicht bekannt.

Die Analyse der Gene MSX1 und AXINZ2 erfolgte in der Poliklinik fiir Kieferorthopédie
der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

Verwendete Primersequenzen MSX1 und AXIN2:

MSX1

Exonl

Fw 5 CCCGGAGCCCATGCCCGGCGGCTG 3

Rv 5 CTCCCTCTGCGCCTGGGTTCTGGCTZJ
Exon 2

Fw 5ACT TGG CGG CACTCAATATC 3

FwSeq. 5 TTTCTT TCG GCC CTC AG 3

Rv 5 GTT AAAGGG AAGGCG GCTG 3

Fur Exon 2 des Gens MSX1 wurden zwei Forward Primer (Fw) verwendet. Der erste
wurde zur Amplifizierung genutzt. Da das Exon 2 eine Poly-T-Region, also eine
Region, in der viele (in der Regel neun) Thymin-Basen vorkommen, aufweist und diese
weiterhin bei vielen Probanden Polymorphismen zeigte, musste fiir die Sequenzierung
ein anderer Primer (Fw. Seq) verwendet werden. Ohne Verwendung des zweiten

Primers kommt es bei der Sequenzierung nicht zur Bindung des ersten Primers.

AXin2

Exon 8

Fw 5 CTG AGC AGAATAGACAAGTTTCTA 3
Rv 5 GAG ACC CAG GCA GAA AGAGAG 3
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Exon 9
Fw 5 CAATTG CTC TGG GGACAACATZ
Rv 5 CTC CAG ATA GCG AAT ATTCTG 3

4.2 PCR-Ansatze MSX1, EDA und AXIN2

Der PCR-Ansatz fir MSX1 und AXIN 2 war identisch, der PCR-Ansatz fir EDA

unterschied sich von diesem.

Die PCR Ansatze fur MSX1 und AXIN2 wurden mit einem HotStar HiFidelity
Polymerase Kit (100) (Cat. N: 202602) der Firma Qiagen hergestellt. Der PCR Ansatz
fur EDA wurde durch die Firma Microsynth, Zirich durchgefiihrt und ist nicht bekannt.

Der PCR-Ansatz fUr eine Reaktion lautet:

Tab. 4.2.1: PCR-Ansatz fur MSX1 und AXIN2

Ansatz zur Amplifizierung
Bi Dest. Wasser: 18 pl
5x HotStar HiFidelity PCR Buffer (incl. 10 pl
dNTPs):
5x Q-Solution: 10 pl
Primer Fw (Dil. 20pmol/ul): 5 pl
Primer Rv (Dil. 10pmol/ul): 5ul
100 units HotStar HiFidelity DNA 1l
Polymerase:
DNA 1 pl (22,5 ng/100 Basenpaare PCR 1l
Produkt auf 15 ul Volumen)
TOTAL 50 pl
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4.3 Familienbeschreibungen der Familien ohne Genmutation

Im nachfolgenden Anhang sind alle teilnehmenden Oligodontiefamilien beschrieben,
bei denen keine Mutationen der Gene MSX1, AXIN2 bzw. EDA gefunden werden
konnten.

4.3.1 Familien mit MSX1-Verdacht

Familie V-MSX1-3

Der Proband llI:1 der Familie V-MSX1-3 wurde behandelt (Abb. 4.3.1). Der Proband
lll:1 zeigte anamnestisch sechs Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 60 (TAC
Quadrantenwerte 18, 18, 8, 16). Bei dem Vater (II:3) und bei der Tante (ll:7) sind
ebenso Zéhne nicht angelegt. Der Halbbruder des Probanden (111:2), die Cousinen
(M1:3, 111:4) wie auch die Mutter (11:2), die Stiefmutter (I11:4), zwei Tanten (lI:1, II:5) und
der Onkel (11:6) zeigen keine Nichtanlagen. Die Grof3eltern sind verstorben; jedoch war
die Grol3mutter (1:2) anamnestisch oligodont. Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.2
dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden 11:2, II:3, 1I:4, 1I:7, 11I:1 und 11:2 teil.

120



Anhang

6§ 54 32 1|12 3 4506 7 TAC Summe
X x x x
1818 0
X X g |16
765432 1|1 23 45867

Abb. 4.3.1: Familie V-MSX1-3. Proband Ill:1 im Alter von 11 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb.4.3.2: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-3.
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Familie V-MSX1-4

Ein Sohn der Familie V-MSX1-4 wurde behandelt (Abb. 4.3.3). Die Proband II:1 zeigte
anamnestisch sechs Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 80 (TAC
Quadrantenwerte 24, 24, 16, 16). Bei der Mutter (I:1) sind ebenfalls Nichtanlagen
vorhanden. Der Vater (I:2) und die Geschwister (II:2, 11:3) haben eine normale

Dentition. Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.4 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, 1:2, 1I:1, 1I:2, 11:3 teil.
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Abb. 4.3.3: Familie V-MSX1-4. Proband II:1 im Alter von 20 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.4: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-4.
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Familie V-MSX1-5

Eine Tochter der Familie V-MSX1-5 wurde behandelt (Abb. 4.3.5). Die Probandin 11:1
zeigte anamnestisch acht Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 96 (TAC
Quadrantenwerte 24, 24, 24, 24). Bei dem Vater (I:2) und bei den Geschwistern (ll:1,
[1:3, 11:4) sind ebenfalls Nichtanlagen vorhanden. Der Familienstammbaum ist in Abb.

4.3.6 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden [I:1, 2, 11, 12, 1:3 teil.
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Abb. 4.3.5: Familie V-MSX1-5. Proband Il:1 im Alter von 15 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.6: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-6.
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Familie V-MSX1-7

Ein Sohn der Familie V-MSX1-7 wurden behandelt (Abb. 4.3.7). Der Proband III:7
zeigte anamnestisch sieben Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 178 (TAC
Quadrantenwerte 8, 10, 80, 80). Bei der Mutter (II:5) und bei der Gro3mutter (I:1) sind
ebenso wie bei der Cousine (lll:1) Z&hne nicht angelegt. Der Bruder des Probanden
(l11:6), die Cousins und Cousinen (111:2, IlI:3, 1lI:4, 11I:5) wie auch der Vater (1I:6), beide
Onkel (11:2, 11:4) und die Schwestern der Mutter (ll:1, 11:3) zeigen keine Nichtanlagen.

Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.8 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, II:1, 1I:3, II:4, 1I:5, lII:1, 1lI:2, 11I:3, 1:4, 1lI:5,

[11:6 sowie |17 teil.
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Abb. 4.3.7: Familie V-MSX1-7. Proband IlI:7 im Alter von 15 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.8: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-7.
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Familie V-MSX1-8

Eine Tochter der Familie V-MSX1-8 wurde behandelt (Abb. 4.3.9). Die Probandin IV:2
zeigte anamnestisch zehn Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 214 (TAC
Quadrantenwerte 24, 26, 80, 84). Bei beiden Elternteilen (Ill:1, 111:2) sind ebenso wie
bei den Geschwistern (IV:1, 1V:3, [V:4) keine Nichtanlagen vorhanden. Der

Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.10 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden IlI:1, 11I:2, VI:1, VI:2, VI:3 sowie VI:4 tell.
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Abb. 4.3.9: Familie V-MSX1-8. Proband 1V:2 im Alter von 15 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-
Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.10: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-8.
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Familie V-MSX1-9

Drei Tochter der Familie V-MSX1-9 wurden behandelt. Die Probandin 11:1 (Abb. 4.3.11)
zeigte anamnestisch sechs Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 132 (TAC
Quadrantenwerte 34, 34, 32, 32) wahrend bei ihrer jungeren Schwester 11:2 (Abb.
4.3.12) zwei Zahne kongenital fehlten. Die TAC-Summe dieses Probanden betrug 4
(TAC Quadrantenwerte 2, 2, 0 und 0). Bei der jungsten Schwester wurde im Verlauf
der Studie ein OPG angefertigt, sie zeigt eine Nichtanlage (Abb. 4.3.13). Der Vater
weist ebenfalls Nichtanlagen auf (Abb. 4.3.15). Bei der Mutter (I:2) (Abb. 4.3.14) sind

keine Nichtanlagen vorhanden. Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.16 dargestellit.
An der Studie nahmen die Probanden I:1, 1:2, 1I:1, 1I:2, sowie 1I:3 teil. Der Zahnstatus

der Probanden I:1 sowie |:2 wurde anhand eines vom Hauszahnarzt erstellten

Orthopantogramms erhoben.
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Abb. 4.3.11: Familie V-MSX1-9. Proband Ill:1 im Alter von 13 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.12: Familie V-MSX1-9. Proband II:2 im Alter von 11 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.13: Familie V-MSX1-9. Proband 1[l:2 im Alter von 10 Jahren.
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.14: Familie V-MSX1-9. Proband [I:1, erwachsen (29 Jahre).
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.15: Familie V-MSX1-9. Proband 1:2, erwachsen (34 Jahre).

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.16: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-9.
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Familie V-MSX1-11

Ein Sohn der Familie V-MSX1-11 wurde behandelt (Abb. 4.3.17). Der Proband II:1
zeigte anamnestisch sechs Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 70 (TAC
Quadrantenwerte 22, 16, 16, 16). Bei der Mutter (I:1) sind ebenfalls Nichtanlagen
vorhanden. Der Vater (1:2) und die Schwester (11:2) haben eine normale Dentition.

Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.18 dargestellit.

An der Studie nahmen die Probanden I:1und II:1 teil.
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Abb. 4.3.17: Familie V-MSX1-11. Proband II:1 im Alter von 15 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-
Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.18: Familienstammbaum der Familie V-MSX1-11.
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4.3.2 Familien mit EDA-Verdacht

Familie V-EDA-1

Der Proband Ill:1 der Familie V-EDA-1 war oligodont und zeigte anamnestisch acht
Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 74 (TAC Quadrantenwerte 34, 34, 3, 3) (Abb.
4.3.19).

Nach Aufstellung eines Familienstammbaumes stellte sich heraus, dass bei der Mutter
(II:1) sowie bei dem Vater (I1:2) des Probanden alle Zdhne angelegt sind. Der Vater
(I1:2) hat zwei Bruder mit normaler Dentition (I1:4, 11:6), wovon ein Bruder (Il:4) zwei
Tochter hat, bei denen ebenfalls alle Zahne angelegt sind. Der Bruder 11:6 hat eine
Tochter, welche hypodont ist. Die Grof3eltern des Patienten (Il:1, 11:2) haben beide
keine Nichtanlagen. Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.20 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, I:2, 1I:1, 1I:2, 1I:3, II:4, 1I:5, 1I:6, I1I:1, 1lI:2, 11I:3

sowie Ill:4 teil.
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Abb. 4.3.19: Familie V-EDA-1. Proband Ill:1 im Alter von 14 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.20: Familienstammbaum der Familie V-EDA-1.
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Familie V-EDA-2

Der Proband I1:3 der Familie V-EDA-2 war oligodont und zeigte anamnestisch sieben
Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 54 (TAC Quadrantenwerte 18, 18, 1, 17)
(Abb. 4.3.21).

Nach Aufstellung eines Familienstammbaumes stellte sich heraus, dass bei der Mutter
(I1:1) ebenfalls Nichtanlagen zu finden waren. Der Vater (I1:2) des Probanden sowie die
beiden é&lteren Schwestern (ll:1, 11:2) hatten eine normale Dentition. Der

Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.22 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, I:2, 1I:1, 1I:2 sowie |I:3 teil.
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Abb. 4.3.21: Familie V-EDA-2. Proband I1lI:3 im Alter von 7 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.22: Familienstammbaum der Familie V-EDA-2
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Familie V-EDA-4

Die Probandin II:1 der Familie V-EDA-4 war oligodont und zeigte anamnestisch acht
Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 44 (TAC Quadrantenwerte 2, 2, 19, 19) (Abb.
4.3.23). Nach Aufstellung eines Familienstammbaumes zeigt sich, dass bei der Mutter
(I1:2) und ebenso bei der Schwester (I1:2), zwei Nichtanlagen zu finden sind. Der Vater
(I1:2) des Probanden hat eine normale Dentition. Der Bruder der Probandin II:1 hat drei

Nichtanlagen. Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.24 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, I:2, 1I:1, 1I:2 sowie |I:3 teil.
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Abb. 4.3.23: Familie V-EDA-4. Proband Il:1 im Alter von 22 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.24:

111 II:2 -3

Familienstammbaum der Familie V-EDA-4.

153



Anhang

Familie V-EDA-5

Der Proband V:1 der Familie V-EDA-5 war oligodont und zeigte anamnestisch sechs
Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 38 (TAC Quadrantenwerte 2, 2, 17, 17) (Abb.
4.3.25). Nach Aufstellung eines Familienstammbaumes zeigt sich, dass bei der Mutter
(IV:2), ebenso bei der Urgrof3mutter (11:2) sowie bei der Urgrof3tante (11:3) Nichtanlagen
zu finden sind. Der Vater (lI:2) und die Schwester (V:2) des Probanden haben eine
normale Dentition. Die Tante (IV:3) und auch GroReltern des Probanden (lI:1, 11:2)
haben ebenso keine Nichtanlagen. Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.26

dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden II:2, 11:3, 1ll:2, IV:1, IV:2, IV:3, V:1, V:2 teil.
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Abb. 4.3.25: Familie V-EDA-5. Proband V:1 im Alter von 11 Jahren. Enface-Bild,
Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.

155



Anhang

Il:1

1V:1

V1

g

I
2

Q

I1:2

V2 IV:3

II:2

11:3

Abb. 4.3.26: Familienstammbaum der Familie V-EDA-5.
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4.3.3 Familien mit AXIN2-Verdacht

Im Probandengut fanden sich drei Familien mit Verdacht auf AXIN2-Mutation (Familie
V-AXIN2-1, Familie V-AXIN2-2, Familie V-AXIN2-3). Nach Ruf et al. 2013 liegen die
TAC-Summen in 90% der Falle bei = 250; aber bei 0% mindestens in einen
Quadranten ein TAC-Wert von 112 (s. Teil 1). Ein TAC-Wert von 112 in mindestens

einem Quadranten spricht allerdings in 72,7% der Falle fur eine PAX9-Mutation.

Familie V-AXIN2-1

Eine Tochter der Familie V-AXIN2-1 wurde behandelt. Die Probandin II:2 zeigt
anamnestisch 19 Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 352 (TAC-Quadrantenwerte
110, 78, 55, 109) (Abb. 4.3.27) wahrend bei ihrem alteren Bruder (ll:1) alle Zéhne
angelegt sind. Bei der Mutter (I:1) und dem Vater (I:2) sind ebenso alle Zahne
angelegt. Der Bruder der Mutter (1:3) ist nach dem Bericht der Familie oligodont, aber
nicht kontaktierbar. Der Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.28 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, [:2, 1:1, I:2  teil.
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Abb. 4.3.27: Familie V-AXIN2-1. Proband II:2 im Alter von 18 bzw. 19 Jahren.
Enface-Bild (18 Jahre), Orthopantomogramm (19 Jahre), FDI-Schema,
TAC-Quadrantenwerte  sowie  TAC-Summe sind  angegeben.
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Abb. 4.3.28: Familienstammbaum der Familie V-AXIN2-1.
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Familie V-AXIN2-2

Eine Tochter und ein Sohn der Familie V-AXIN2-2 wurden behandelt. Die Proband II:3
(Abb. 4.3.29) zeigte anamnestisch 17 Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von 314
(TAC Quadrantenwerte 94, 78, 71, 71) wahrend bei seiner altesten Schwester (lI:1)
(4.3.30) funf Z&hne fehlen. Bei der Mutter (I:1), dem Vater (I:2) sowie bei der
Schwester I1:2 und dem Bruder 11:4 sind alle Zahne angelegt. Der Familienstammbaum
ist in Abb. 4.3.31 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden 1:2, 11:2, 11:3 und I1:4 teil.
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Abb. 4.3.29: Familie V-AXIN2-2. Proband 1I:3 im Alter von 18 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.30: Familie V-AXIN2-2. Proband II:1 im Alter von 10 bzw. 13 Jahren.
Enface-Bild (13 Jahre), Orthopantomogramm (10 Jahre), FDI-Schema,

TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.31: Familienstammbaum der Familie V-AXIN2-2.
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Familie V-AXIN2-3

Eine Tochter und ein Sohn der Familie V-AXIN2-3 wurden behandelt. Die Probandin
[11:1 (Abb. 4.3.32) zeigte anamnestisch neun Nichtanlagen mit einer TAC-Summe von
260 (TAC Quadrantenwerte 82, 18, 80, 80) wahrend bei ihrem jingeren Bruder (l1I:2)
und auch bei der Mutter (Il:1) alle Z&hne angelegt sind. Bei dem Vater (II:1), bei seiner
Schwester (II:3) und auch bei seiner Mutter (I:2) liegen ebenfalls Nichtanlagen vor. Bei
der Mutter der Patientin (:2) sind keine Nichtanlagen vorhanden. Der

Familienstammbaum ist in Abb. 4.3.33 dargestellt.

An der Studie nahmen die Probanden I:1, II:1, I:2, 1I:3, 11 und MI:2 teil.
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Abb. 4.3.32: Familie V-AXIN2-3. Proband Il:1 im Alter von 12 Jahren. Enface-Bild,

Orthopantomogramm, FDI-Schema, TAC-Quadrantenwerte sowie TAC-

Summe sind angegeben.
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Abb. 4.3.33: Familienstammbaum der Familie V-AXIN2-3
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Genetic background of nonsyndromic oligodontia:
a systematic review and meta-analysis

Genetischer Hintergrund nonsyndromaler Oligodontien -
ein systematisches Review mit Metaanalyse

Sabine Ruf', Dana Klimas?, Mario Honemann?, Sarah Jabir’

Abstract

Objectives. The goal of this work was to identify all known
gene mutations that have been associated with the development
of nonsyndromic oligodontia.

Methods.

A systematic literature search was performed electronically in two
databases (PubMed, Medpilot) supplemented by a hand search.
Articles published up to March 2012 were considered. Search
terms were combined as follows: ofigodontia and genes, oligodon-
tia and mutations, tooth agenesis and genes, and tooth agenesis
and mutations. A meta-analysis of the data was conducted based
on the Tooth Agenesis Code (TAQ).

Results. Sevengenesare currently known to have a potential for
causing nonsyndromic oligodontia. All these genes vary both in
terms of number of identified mutations and in terms of number of
documented patients: 33 mutations and 93 patients are on record
for PAX9, 10 mutations and 51 patients for EDA, 12 mutations and
33 patientsfor MSX1, 6 mutationsand 17 patients for AXIN2, and 1
mutationin 1 patient for EDARADD, NEMO, and KRT17 each. A total
TAC score of 250 was found to have cutoff properties, as 100% of
MSX1 and 80% of EDA patients exhibited TAC <250, whereas 96.9%
of PAX9 and 90% of AXIN2 patients exhibited TAC >250. Further-
more, 94.3% of EDA patients but only 28.6% of MSX1 patients ex-
hibited odd-numbered TAC scores in at least one quadrant, and
72.7% of PAX9 but none of the AXIN2 patients were found to show
TAC scores of 112 in at least one quadrant.

Conclusion. In order of decreasing frequency, PAX9, EDA,
MSX1, AXIN2, EDARADD, NEMO, and KRT17 are the seven genes
currently known to have a potential for causing nonsyndromic
oligodontia. TAC scores enabled us to identify an association be-
tween oligodontia phenotypes and genotypes in the patients
covered by this meta-analysis.
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Zusammenfassung

Fragestellung Identifizierung aller bekannten Genmutatio-
nen, die mit der Entstehung nonsyndromaler Oligodontien asso-
Ziiert werden.

Methodik. Eine systematische elektronische Literatursuche bis
einschlieBlich Mérz 2012 wurde in zwei Datenbanken (PubMed,
Medpilot) durchgefiihrt und durch eine Handsuche ergénzt. Fol-
gende Suchbegriff-Kombinationen wurden verwendet: ofigodon-
tia and genes, oligodontia and mutations, tooth agenesis and ge-
nes, tooth agenesis and mutations. Auf der Grundlage des Tooth
Agenesis Codes (TAC) wurde eine Metasnalyse der Daten durch-
gefiihrt.

Ergebnisse. Zwischendensieben bisher bekannten Genen, die
nonsyndromale Oligodontien verursachen kdnnen, variiert so-
wohl die Anzahl deridentifizierten Mutationen (M) je Gen als auch
die Anzahl der in der Literatur beschriebenen Patienten (P): PAX9
(33 M, 93 P), EDA (10M, 51P), MSX1 (12M, 33P), AXIN2 (6M, 17P),
EDARADD, NEMO und KRT17 (je 1M/1P). Der TAC-Summenwert
250 besal Trennwerteigenschaften: TAC <250 (100% MSX1- und
80% EDA-Patienten); TAC >250 (96,9% PAX9- und 90% AXIN2-Pa-
tienten). Des Weiteren fand sich ein ungerader TAC-Wert in min-
destens einem Quadranten bei 94,3% der EDA-Patienten, aber nur
28,6% der MSX 1-Patienten. Ein TAC-Wert von 112 in mindestensin
einem Quadranten trat bei 72,7% der PAX9-, jedoch bei keinem
der AXIN2 Patienten auf.

Schlussfolgerung. Bisher sind sieben Gene bekannt, die non-
syndromale Oligodontien verursachen kdnnen, dies sind in ab-
nehmender Haufigkeit: PAX9, EDA, MSX1, AXIN2, EDARADD, NE-
MO und KRT17. Auf der Basis des Tooth Agenesis Codes (TAC) war
innerhalb des Patientengutes der Metaanalyse ein Zusammen-
hang zwischen Oligodontie-Phadnotyp und Genotyp darstellbar.

J Orofac Orthop 2013;74:295-308
DOI110.1007/s00056-013-0138-z
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Introduction

Aplasia of permanent teeth is one of the most common dental
anomalies in humans [41]. It may take the form of hypodontia,
oligodontia, or anodontia [12]. While anodontia of the perma-
nent dentition is unequivocally defined as complete absence of
all permanent teeth, lack of a consistent distinction between
hypodontia and oligodontia is a major obstacle when trying to
compare studies in the literature. The definition of oligodontia
by Schalk-van-der-Weide [60], ie., agenesis of >6 permanent
teeth other than third molars, has previously met with accept-
ance [4, 18, 60, 64] and has also been adopted for the present
review. Available data about the prevalence of oligodontia also
vary, ranging from 0.08-0.16% as reported by Relling et al.
[59] among Danish schoolchildren to 1.1% among a Cauca-
sian population reported by Gébris et al. [18].

Tooth development is predominantly genetically controlled
[70]. Over 200 genes are expressed during tooth development
[71]. The most frequently reported genes associated with non-
syndromic oligodontia are PAX9 (paired box gene 9), MSX1
(muscle segment homeobox 1), EDA (ectodysplasin A), and
AXIN2 (axis inhibition protein 2) [11, 13, 14, 23, 36, 48]. Muta-
tions of these genes have an impact on agenesis patterns, al-
though in notably different ways. While PAX9 sequence altera-
tionslead to agenesis mainly of molars [12,13, 16, 25, 34,49, 64],
MSX1 mutations have been implicated primarily in congenitally
missing premolars [29, 76]. Severe agenesis of both molars and
premolars has been noted in patients with an AXIN2 mutation
[35], whereas missing incisors are the chief manifestation of
EDA -associated nonsyndromic oligodontia [5, 22,47, 48, 63, 68].

It should be realized, however, that the agenesis patterns as-
sociated with all these genes are subject to considerable interin-
dividual variation, and some of the aforementioned gene muta-
tions will cause not only oligodontia but are also associated with
other anomalies or an increased risk for cancer. Disturbances in
MSX1 gene expression, for instance, are known to be involved in
the development of cleft lip and cleft palate malformations [24]
and have also been found to be associated with an increased risk
of breast cancer [62]. EDA mutations are capable of causing not
only nonsyndromic oligodontia [5, 47, 63, 68] but also ectoder-
mal dysplasia [27]. Patients with AXIN2 gene defects are docu-
mented as having a predisposition for colorectal and breast can-
cers [35, 40].

Currently available studies about nonsyndromic oligodontia
are purely descriptive and, as noted above, lack a uniform defini-
tion as to what constitutes oligodontia. It is, therefore, nearly
impossible for clinicians to suspect specific gene mutations
(genotype) behind specific patterns of oligodontia (phenotype).
However, an ability to link phenotypes to genotypes would be
reasonable taking into consideration the aforementioned back-
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Einleitung

Aplasien von bleibenden Zihnen gehdéren zu den hiufigsten
dentalen Anomalien des Menschen [41], sie kénnen in Form
einer Hypodontie, einer Oligodontie oder einer Anodontie
auftreten [12]. Wihrend eine Anodontie der permanenten
Dentition zweifelsfrei als komplettes Fehlen aller Zihne des
bleibenden Gebisses definiert ist, wird die Differenzierung
zwischen Hypodontie und Oligodontie nicht einheitlich ge-
handhabt, was den Literaturvergleich stark erschwert. Die in
der aktuellen Literatur am ehesten anerkannte Definition, die
auch fir die vorliegende Publikation gilt, ist die Definition
nach Schalk-van-der-Weide [60]. Danach liegt eine Oligodon-
tie beim angeborenen Fehlen von sechs oder mehr bleibenden
Zihnen, ausschliefSlich der Weisheitszihne, vor [4, 18, 60, 64].
Auch die Angaben zur Prévalenz der Oligodontie variieren in
der Literatur. Wihrend Relling et al. [59] unter dinischen
Schulkindern 0,08-0,16% mit Oligodontie fanden, beschrei-
ben Gébris et al. [18] eine Privalenz von 1,1% fiir eine kauka-
sische Population.

Die Zahnentwicklung ist tiberwiegend genetisch bestimmt
[70]. Mehr als 200 Gene werden wihrend der Zahnentwicklung
exprimiert [71]. In der Literatur werden insbesondere Mutatio-
nen von vier Genen (Paired-Box-Gen 9= PAX9, Musdle seg-
ment homeobox-Protein 1= MSX1, Ektodysplasin-A = EDA,
Axis inhibition Protein 2= AXIN2) im Zusammenhang mit
non-syndromalen Oligodontien beschrieben [11, 13, 14, 23, 36,
48]. Thre Auswirkungen auf die Dentition bzw. das Nichtanla-
genmuster sind durchaus unterschiedlich. Wihrend Verdnde-
rungen der PAX9-Gensequenz vorwiegend ein Fehlen von Mo-
laren [12, 13,16, 25, 34,49, 64] bewirken, wird fiir MSX1-Muta-
tionen vor allem ein Fehlen von Pramolaren [29, 76] beschrie-
ben. Demgegentiber zeigen Patienten mit einer AXIN2-Muta-
tion eine grofle Zahnunterzahl sowohl im Molaren- als auch im
Prdmolarenbereich [35]. Die EDA-assoziierten non-syndroma-
len Oligodontien duflern sich hingegen tiberwiegend durch ein
Fehlen von Inzisiven [5, 22, 47, 48, 63, 68].

Jedoch gibt es unter allen beteiligten Genen eine nicht un-
erhebliche interindividuelle Variation hinsichtlich des Nichtan-
lagenmusters. Einige der oben genannten Genmutationen be-
wirken jedoch nicht nur das Auftreten von Oligodontien, son-
dern sind auch mit anderen Fehlbildungen oder einem erhéh-
tem Malignomrisiko assoziiert. So ist bekannt, dass Stérungen
in der MSX1-Gen-Expression an der Entstehung von Lippen-
Kiefer-Gaumen(LKG)-Spalten beteiligt sind [24]. Ferner wer-
den MSX1-Mutationen auch in Zusammenhang mit einem er-
hohten Mammakarzinomrisiko gebracht [62]. EDA-Mutatio-
nen kdnnen neben non-syndromalen Oligodontien [5, 47, 63,
68] auch ektodermale Dysplasien (ED) verursachen [27]. Fir
Patienten mit AXIN2-Gendefekten ist ein vermehrtes Auftreten
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Figure 1. Tooth agenesis code (TAQ) calculatedin an exermnplary case with agen-
esis of the teeth 12, 22,and 32-42. Eachmissing tooth is assigned a type-specif
icuniquevalue (here 2 for each lateral and 1 for each central incisor). Theseval-
ues are added up for each quadrant. The sum of all four quadrants yields the
total TAC score (in this case 10)

Abbildung 1. Tooth Agenesis Code (TAQ: Berechnung am Beispiel eines Pa-
tienten mit Nichtanlage der Zahne 12, 22, 32-42. Jedem fehlenden Zahn wird
der korrespondierende TAC-Wert zugeordnet, dies ist fir den Beispielfall der
Wert 2 fiir die seitlichen und der Wert 1 fiir die mittleren Schneidezdhne. An-
schlieffend werden die TACG-Werte innerhalb eines Quadranten addiert. Aus der
Sumrme der TAC-Wer te der vier Quadranten ergibtsich die TAC-Summe (imvor-
liegenden Fall 10)

ground of a predisposition for malignant diseases or the risk of
anomalies in future generations. Although numerous web-
based gene mutation databases (e.g., HGMD or OMIM) also
contain information about mutations known to be associated
with agenesis of teeth, the task of assigning genotypes to pheno-
types is complicated by the lack of a uniform definition of oligo-
dontia even at this level.

With these considerations in mind, the present systematic re-
view and meta-analysis was performed to identify all mutations
in the human genome that havebeen linked in previous publica-
tions to nonsyndromicoligodontia and to provide gene-specific
details on the different patterns of agenesis involved.

Materials and methods

Two electronic databases (PubMed, Medpilot) were screened
for articles published until March 2012. While the search was
not restricted to specific languages, lack of appropriate transla-
tors led to the subsequent exclusion of articles in Slavic lan-
guages. Search terms were combined as follows: oligodontia
and genes, oligodontia and mutations, tooth agenesis and genes,
and tooth agenesis and mutations. An additional hand search
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von kolorektalen Karzinomen und von Mammakarzinomen
beschrieben worden [35, 40].

Die bisher vorliegenden Publikationen zu non-syndromalen
Oligodontien sind rein deskriptiven Charakters und verwen-
den, wie oben erwihnt, keine einheitliche Definition der Oligo-
dontie. Daher ist es fiir den Kliniker bisher weitgehend unmég-
lich, ein bestimmtes Oligodontiemuster (Phidnotyp) verdachts-
weise mit einer bestimmten Genmutation (Genotyp) zu assozi-
ieren, obwohl dies aufgrund des oben beschriebenen, mégli-
cherweise erhhten Risikos fiir Krebserkrankungen bzw. eines
erhdhten Fehlbildungsrisikos fiir kiinftige Generationen durch-
aus sinnvoll wire. Zwar gibt es derzeit zahlreiche Internetdaten-
banken fiir Genmutationen (z.B. HGMD, OMIM), in denen
auch Informationen zu den bekannten Mutationen im Zusam-
menhang mit Nichtanlagen von Zihnen verzeichnet sind, je-
doch erschwert auch auf dieser Ebene die uneinheitliche Hand-
habung der Oligodontiedefinition die zweifelsfreie Zuordnung
von Genotyp zu Phinotyp.

Daher war es Ziel des vorliegenden systematischen Reviews
und der darauf aufbauenden Metaanalyse, alle in der Literatur
beschriebenen Mutationen des menschlichen Genoms im Zu-
sammenhang mit non-syndromalen Oligodontien zu identifi-
zieren und die Nichtanlagen genspezifisch zu beschreiben.

Material und Methoden

Eine systematische elektronische Literatursuche wurde in zwei
Datenbanken (PubMed, Medpilot) durchgefiihrt, wobei Publi-
kationen bis Mdrz 2012 beriicksichtigt wurden. Auch wenn
primédr keine Sprachlimitation angewandt wurde, erfolgte
mangels Ubersetzer spiter ein Ausschluss von Publikationen
in slawischen Sprachen. Folgende Suchbegriffkombinationen
wurden verwendet: oligodontia and genes, oligodontia and mu-
tations, footh agenesis and genes, tooth agenesis and mutations.
Zusitzlich wurde eine Handsuche der kieferorthopidischen
und molekularbiologischen Literatur sowie aller Referenzlisten
der ausgewihlten Artikel durchgefiihrt. Ein dreistufiges Aus-
wahlverfahren (Titel > Abstract > Volltext) wurde unabhingig
voneinander von allen vier Autoren durchgefiihrt Nach jedem
Schritt wurden die Fille der Unstimmigkeit besprochen, bis
ein Konsens erreicht war. Folgende Einschlusskriterien kamen
zur Anwendung:
- humane In-vivo-Studien,
- non-syndromale Oligodontie (Nichtanlage von mindestens 6
permanenten Zihnen, Ausnahme: Weisheitszihne),
- Beschreibung der Anzahl der fehlenden Zihne (zwingend
erkennbarer Ausschluss der Weisheitszihne) und
- durchgefiihrte genetische Analyse.

Im nichsten Schritt wurde eine Metaanalyse durchgefiihrt. Im
Gegensatz zum systematischen Review, wo die Angabe der
Anzahl der Nichtanlagen seitens der Autoren geniigte, muss-
ten bei der Metaanalyse die nicht angelegten Zihne durch ein
abgebildetes Orthopantomogramm, ein dargestelltes Zahn-
schema oder die zahnspezifische Auflistung zweifelsfrei zu ve-
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Figure 2. PRISMA flowchart 1 (data actualization until Srdies indadedin
March2012) meta-analysis
Abbildung 2. PRISMA Flussdiagramm 1(Datenaktual- (n=16)
isierung bis Marz 2012)

covered the orthodontic and molecular biology literature and

all reference lists of the selected articles. Publications were se-

lected by all four authors independently of each other in a

three-step process (title > abstract - full text). Each step was

followed by discussing points of disagreement until consensus
was reached. Articles were only considered if they reported on

— human in vivo studies dealing with nonsyndromic oligodon-
tia (defined as agenesis of >6 permanent teeth other than
third molars),

— included details about the number of congenitally missing
teeth (with clearly identifiable exclusion of wisdom teeth),
and

- genetic analysis.

A meta-analysis was performed next, this time using more re-
strictive inclusion criteria than for the systematic review.

While the latter had included any studies containing informa-
tion about the number of congenitally missing teeth, each
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rifizieren sein. Dariiber hinaus kamen folgende zusitzliche
Einschlusskriterien zur Anwendung:

— durchgeftihrte Linkage- Analyse,

- normale (nicht-oligodonte) Patientenkontrollgruppe und

— Nachweis einer funktionellen Mutation.

Zur Auswertung und zum Vergleich der genspezifischen Phi-
notypen wurden die Nichtanlagedaten der eingeschlossenen
Publikationen mit Hilfe des Tooth Agenesis Code (TAC) [74]
ausgewertet. Der TAC ist ein numerischer Code der die An-
zahl und die genaue Position nicht angelegter Zdhne fur jeden
Quadranten beschreibt (Abbildung 1).
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study included in the meta-analysis had to offer a clear basis to Ergebnisse

obtain confirmation for all specifically congenitally missing
teeth (i.e, an orthopantomogram, a dental chart, or a detailed
listing of teeth). Furthermore, only studies were considered
that included a linkage analysis, a control group of normal pa-
tients without oligodontia, and demonstration of a functional
mutation. The Tooth Agenesis Code (TAC)—a numerical
score system detailing the number and exact position of con-
genitally missing teeth in each quadrant—was used to analyze
and compare the gene-specific phenotypes of the agenesis
cases reported in the various studies (Figure 1; [74]).

Results
Systematic literature review to identify gene mutations

The review was conducted in accordance with the PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
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Systematische Literaturiibersicht zur Identifizierung von
Genmutationen

Die einzelnen Schritte des Auswahlverfahrens sind in zwei
Flussdiagrammen gemifl der Richtlinie des PRISMA-State-
ments [43] dargestellt (Abbildung 2, Abbildung 3). Die Haupt-
grinde fiir den Ausschluss von Abstracts bzw. Artikeln be-
standen darin, dass 1) die Patienten mit Oligodontie auch Zei-
chen und Symptome anderer betroffener Strukturen zeigten
und somit syndromal waren, 2) weniger als sechs Zihne (aus-
schliellich Weisheitszdhne) fehlten, 3) keine neuen Daten pri-
sentiert waren oder 4) keine genetische Analyse durchfithrt
worden war. Insgesamt wurden 53 Artikel in die Analyse ein-
geschlossen. Von diesen erfiillten 6 Studien zwar alle Ein-
schlusskriterien des systematischen Reviews, wurden aber
dennoch nicht ausgewertet, da sie entweder bei keinem Pa-
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Table 1. Results of the systematic literature review for gene mutations associated with nonsyndromic oligodontia

Tabelle 1.  Ergebnisse der systematischen Literaturiibersichtzu Genmutationenim Zusammenhang mit nonsyndromalen Oligodontien

Identified genes  Mutations (n) Patients(n)  References

PAX9 33 93 [1,6,12,13,16,23, 25,26, 30, 34, 38,42, 44,45, 49, 54, 64, 65, 67, 78, 80, 82, 83, 85]
MSX1 12 33 [6,11, 14,29, 39,46,53,75,81]

EDA 10 51 [5,22,37,47,48, 56,63, 68,69]

AXIN2 6 17 [6, 35,40]

Put/PAX9 1 7 [42

EDARADD 1 1 [6]

NEMO 1 1 [32]

KRT17 1 1 [19]

AXIN2 axis inhibition protein 2, FDA ectodysplasin A, EDARADD EDAR-associated death domain gene, KRT17 keratin, type | cytoskeletal 17,
MSXT muscle segment homeobox 1, NEMO NF-kappa-B essential modulator, PAX9 paired box gene 9, Put/PAX9 putative PAX9 promoter

Analyses) statement. Two flow charts are provided to outline
the selection process (Figure 2, Figure 3). Most of the excluded
abstracts and articles (1) dealt with patients who were consid-
ered syndromic as they showed additional signs and symp-
toms other than oligodontia or (2) had fewer than six congeni-
tally missing teeth other than third molars, included (3) no
new data, and/or (4) no genetic analysis. A total of 53 articles
were included in the analysis. Six of these met all inclusion cri-
teria but were not evaluated either because they had failed to
demonstrate gene mutations in any of the patients [15, 20, 55,
58, 66] or because an alteration had been identified on chro-
mosome 16q12.1 without giving details [2].

The remaining 47 studies disclosed that seven genes are cur-
rently known to have a potential for causing nonsyndromic oli-
godontia: PAX9 (paired box gene 9), MSX1 (muscle segment
homeobox 1), EDA (ectodysplasin A), AXIN2 (axis inhibition
protein), NEMO (NF-kappa-B essential modulator), KRT17
(keratin 17), and EDARADD (EDAR-associated death domain).
In addition, one report described a mutation in a putative PAX9
promoter region. A summary of these genes along with the
number of reported mutations and patients is given in Table 1.
There is great variation between both the number of identified
mutations and the number of patients reported for each gene.
The PAX9 gene has the highest rate of mutations, with 33 known
gene variants and detailed reports on 93 oligodontia patients.
The MSX1 and EDA genes exhibit 12 or 10 gene variants with 33
or 51 oligodontia patients, respectively. Considerably fewer mu-
tations have been reported for AXIN2 (6 gene variants, 17 pa-
tients). EDARADD, NEMO, and KRT17 are on record with only
1 gene variant in 1 patient each. One mutation in 7 patients is
documented for the putative PAX9 promoter region.

However, not all reported cases had an identifiable genetic
background. As noted above, five studies included oligodontia
patients but were not able to identify associated gene mutations
[15,20,55, 58, 66]. Another eight studies reported no associated
mutations in some patients [3, 6, 21,49, 53, 54, 63, 85]. Overall,
mutations were not detected in 53 patients, accounting for
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tienten Genmutationen nachweisen konnten [15, 20, 55, 58,
66] bzw. nur eine nicht niher beschriebene Genverinderung
auf dem Chromosom 16q12.1 festgestellt wurde [2].

Bei den verbleibenden 47 Studien zeigte sich, dass bisher 7
Gene bekannt sind, die non-syndromale Oligodontien verursa-
chen kénnen (Tabelle 1): Paired-Box-Gen 9= PAX9, Muscle
segment homeobox-Protein 1= MSX1, Ektodysplasin-A =
EDA, Axis inhibition Protein 2= AXIN2, NF-kB-essential mo-
dulator-Protein = NEMO, Keratin 17= KRT17und EDAR-asso-
ciated death domain gene = EDARADD. Weiterhin ist eine Mu-
tation in einer méglichen PAX9-Promotorregion in einem Arti-
kel beschrieben worden. Sowohl die Anzahl der identifizierten
Mutationen je Gen als auch die Anzahl der in der Literatur be-
schriebenen Patienten variiert stark zwischen den Genen. Das
PAX9-Gen hat die héchste Mutationsrate mit 33 bekannten
Genvarianten und 93 detailliert beschriebenen Oligodontie-Pa-
tienten. Die MSX1- und EDA-Gene zeigen 12 beziehungsweise
10 Genvarianten mit 33 beziehungsweise 51 Oligodontiepatien-
ten. Deutlich seltener treten AXIN2-Mutationen (6 Genvarian-
ten, 17 Patienten), EDARADD-Mutationen und NEMO- sowie
KRT17-Mutationen (je eine Genvariante und je ein Patient) auf.
Fur die mogliche PAX9-Promotorregion ist eine Mutation mit 7
Patienten beschrieben.

Doch nicht fiir alle in der Literatur beschriebenen Patienten
war ein genetischer Hintergrund identifizierbar. Wie oben be-
schrieben wurden in 5 Studien [15, 20, 55, 58, 66] bei keinem
der untersuchten Patienten oligodontieassoziierte Genmutatio-
nen nachgewiesen. In acht weiteren Studien [3, 6, 21, 49, 53, 54,
63, 85] war dies bei einigen der untersuchten Patienten der Fall.
Dies betraf insgesamt 53 Patienten bzw. 15,5% aller in der Lite-
ratur beschriebenen Oligodontiepatienten (n=343), bei denen
eine genetische Analyse durchgefithrt worden ist. Bei der Mehr-
zahl derjenigen Studien die ganz oder teilweise keine Mutatio-
nen feststellen konnten, waren ausschliefSlich isolierte Sequen-
zierungen von Einzelgenen durchgefithrt worden.
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15.5% of all genetically analyzed oligodontia cases reported in
the literature (n=343). The majority of all studies reporting non-
detectable mutations did so exclusively based on isolated se-
quencing of individual genes.

Meta-analysis linking phenotypes to genotypes

Meta-analysis was performed to see whether specific pheno-
types could be linked to specific genotypes. Of the 47 studies
included in the systematic review; 31 studies did not meet the
additional inclusion criteria for meta-analysis. Among them
were 3 studies respectively 3 genes (NEMO, KRT17, EDAR-
ADD) deemed inappropriate for statistical analysis as they re-
ported on only 1 patient each [6, 19, 32]. Also excluded were
the cases with mutations in the putative PAX9 promoter re-
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TAC score < 250

MSX1 = 100%

EDA = 80%

uneven TAC value
in one quadrant

EDA = 94.3% MSX1 =28.6%
TAC score > 250
PAX9 = 96.9%
AXIN2 = 90%
TACvalue112in
one quadrant
PAX9 =72.7% AXIN2 = 0%

A Figure 5. Results of the meta-analysis: assodation between phenotype and
genotype. Frequency (%) of the disaiminative TAC score (250) and the modal
quadrant values (uneven TAC or TAC-Value 112) in patients with MSX1, EDA,
PAX9, and AXIN2 mutations

Abbildung 5. Ergebnisse der Meta-Analyse: Assoziation zwischen Phanotyp
und Genotyp. Haufigkeit (%) der TAC-Trennwertes (250) und der Quadranten-
modalwerte (ungerader TAC bzw. TAC-Wert 112) bei Patienten mit MSX1, EDA-
PAX9-und AXIN2-Mutationen

< Figure 4. Results of the meta-analysis: frequency (%) distribution of TAC
scores in patients with MSX1, EDA, PAX9, and AXIN2 gene mutations. The dis-
aiminating TAC score of 250is indicated as a dottedfine

Abbildung 4. Ergebnisse der Metaanalyse: Haufigkeitsverteilung (%) der TAC-
Summen bei Patienten mit MSX1, EDA, PAX9 und AXIN2 Genmutationen. Die
Trennwert-TAC-Summe 250 ist als gestrichefte L inie dargestellt

Metaanalyse zur Assoziation zwischen Genotyp und Phéno-
typ

Ziel der Metaanalyse war es zu untersuchen, ob ein Zusam-
menhang zwischen Phidno- und Genotyp nachweisbar ist. Von
den 47 Studien, die im systematischen Review Berticksichti-
gung fanden, wurden aufgrund der zusitzlichen Einschluss-
kriterien 31 Studien nicht in die Metaanalyse einbezogen. Aus-
geschlossen wurden dabei drei Gene (NEMO, KRT17, EDAR-
ADD), fiir die jeweils nur ein einziger oligodonter Patient in
der Literatur beschrieben ist [6, 19, 32], weshalb eine statisti-
sche Analyse per se nicht sinnvoll ist. AufSerdem erfolgte keine
weitere Analyse der Patienten mit Mutationen in der mogli-
chen PAX9 Promotorregion [42], da es sich nur um Mitglieder
einer einzigen Familie handelte, was eine mégliche Extrapola-
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gion [42], because all these patients were members of the same
family which would have called any extrapolation to the gen-
eral population greatly into question. Thus, 15 studies includ-
ing 33 PAX9, 14 MSX1, 35 EDA, and 10 AXIN2 cases re-
mained for meta-analysis [5, 11, 13, 16, 22, 23, 35, 37, 39, 45,
56, 64, 68, 69, 75]. All these patients happened to show familial
inheritance of oligodontia, the only exception being a single
patient with a spontaneous de novo mutation of the AXIN2
gene reported by Lammi et al. [35].

The total TAC scores ofall four quadrants per patient revealed
that the percentage distribution of specific values clearly dif-
fered between the four genes analyzed (Figure 4). Furthermore,
they were empirically found to have cutoff properties at <250
versus >250 based on the patients covered by this meta-analysis
(Figure 5). All patients with MSX1 and 80% of those with EDA
mutations showed total TAC scores below 250, whereas values
higher than 250 were found in 96.9% of patients with PAX9 and
in 90% of those with AXIN2 mutations. The modal TAC value
per quadrant indicated additional differences in distribution be-
tween the various genes (Figure 5). Odd-numbered TAC scores
in at least one quadrant were seen in 94.3% of EDA compared to
only 28.6% of MSX1 patients, while 72.7% of PAX9 compared to
none of the AXIN2 patients exhibited TAC values of 112 in at
least one quadrant. The individual TAC values of all patients
included in the meta-analysis are available from the authors.

Discussion

This systematic review was performed in accordance with the
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) statement [43]. Due to restrictive exclu-
sion criteria, only 53 studies were included in the review and
only 15 in the meta-analysis. Traditionally, a clear line has
been drawn between both essential forms of oligodontia, one
being part of a syndrome and the other one occurring in isola-
tion. Nowadays, however, the view is becoming prevalent that
both forms might just represent different severities of specific
gene alterations. Mues et al. [48] showed that while EDA mu-
tations causing nonsyndromic oligodontia involved only a re-
duced expression, receptor binding or signal intensity of the
mutated EDA1 protein, those causing syndromic disease were
characterized by a total loss of protein function.

The present study was nevertheless strictly confined to non-
syndromic patients who appeared perfectly healthy aside from
their oligodontia, as this makes them especially interesting from
a prevention and screening perspective. Similar to the blurred
line between nonsyndromic and syndromic forms of disease,
the transition between hypodontia and oligodontia is naturally
smooth and basically a question of definition. The rationale of
confining this study to oligodontia patients was the assumption
that in case of >6 congenitally missing permanent teeth other
than third molars [60], a significant loss of function of the mu-
tated protein with potentially more far-reaching consequences
can be expected.
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tion auf die Grundgesamtheit prinzipiell stark in Frage gestellt
hitte. Somit konnten 15 Studien [5, 11, 13, 16, 22, 23, 35, 37,
39, 45, 56, 64, 68, 69, 75] mit insgesamt 33 PAX9-, 14 MSX1-,
35 EDA- und 10 AXIN2-Patienten im Rahmen der Metaana-
lyse ausgewertet werden. Mit nur einer Ausnahme wiesen alle
in der Metaanalyse berticksichtigten Patienten per Zufall einen
familidren Erbgang der Oligodontie auf. Der einzige Patient
mit einer spontanen, De-novo-Mutation entstammte der Stu-
die von Lammi et al. [35] und wies eine AXIN2-Mutation auf.

Bei der Ermittlung der TAC-Summe aller vier Quadranten
zeigte sich, dass die prozentuale Haufigkeit bestimmter TAC-
Summen deutlich zwischen den vier analysierten Genen vari-
ierte (Abbildung 4). Ferner wurde deutlich, dass der empirisch
ermittelte TAC-Summenwert 250 fiir das untersuchte Patien-
tengut Trennwerteigenschaften besitzt (Abbildung 5). Bei 100%
der Patienten mit MSX1-Mutationen und 80% der Patienten
mit EDA-Mutationen lagen die TAC-Summen-Werte unterhalb
von 250, wihrend bei 96,9% der Patienten mit PAX9-Mutatio-
nen und 90% der Patienten mit AXIN2-Mutationen Werte tiber
250 auftraten. Auflerdem fanden sich Unterschiede hinsichtlich
der TAC-Quadrantenmodalwerte zwischen den Genen (Abbil-
dung 5). Ein ungerader TAC-Wert in mindestens einem Quad-
ranten zeigte sich bei 94,3% der EDA-Patienten aber nur bei
28,6% der MSX1-Patienten. Ferner kam ein TAC-Wert von 112
in mindestens einem Quadranten bei 72,7% der PAX9-Patien-
ten, jedoch bei keinem der AXIN2 Patienten vor. Die individu-
ellen TAC-Werte aller in die Metaanalyse eingeschlossenen Pa-
tienten sind tiber die Autoren erhéltlich.

Diskussion

Das vorliegende systematische Review wurde nach den Richt-
linien des PRISMA-Statements [43] durchgefithrt. Aufgrund
strikter Ausschlusskriterien konnten nur 53 Studien fur das
Review und 15 fiir die Metaanalyse verwendet werden.
Grundsiitzlich kann eine Oligodontie als isolierte, non-syndro-
male Form oder als Teil eines Syndroms vorkommen. Wih-
rend man frither streng zwischen den syndromalen und non-
syndromalen Formen trennte, setzt sich heute vermehrt die
Meinung durch, dass es sich méglicherweise nur um unter-
schiedliche Schweregrade genetischer Verdnderungen handelt.
So konnten Mues et al. [48] zeigen, dass bei EDA-Mutationen
die non-syndromale Oligodontien verursachen, die Expres-
sion, Rezeptorbindung oder Signalstirke des mutierten EDA1-
Proteins lediglich herabgesetzt war, wihrend die Proteinfunk-
tion bei syndromalen Oligodontien véllig fehlte.

Dennoch wurden in die vorliegende Studie ausschliefilich
non-syndromale Patienten eingeschlossen, weil diese abgese-
hen von der Oligodontie véllig gesund erschienen und somit
unter Priventions- und Screeningaspekten besonders interes-
sant sind. Analog zum flielenden Ubergang zwischen non-syn-
dromalen und syndromalen Formen einer Erkrankung ist na-
turgemif auch der Ubergang zwischen Hypo- und Oligodontie
flieend und genau genommen nur definitionsbedingt. Es wur-
den dennoch ausschliefllich oligodonte Patienten eingeschlos-
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As a possible disadvantage of our restrictive inclusion criteria,
the number of new genes uncovered by the present review was
small. Besides the previously known involvement of PAX9,
MSX1, EDA, AXIN2, cases of nonsyndromic oligodontia were
also found to be associated with EDARADD, NEMO, and
KRT17. Furthermore, a link of oligodontia to mutations in a pu-
tative PAX9 promoter region is suspected. To put things in per-
spective, a role of EDARADD, NEMO, and KRT17 has merely
been reported in isolated cases of one patient each [6, 19, 32].
Clearly, the list of genes in this review is still not exhaustive and
will continue to grow in the coming years, not least because a
number of studies in which hypodontia and oligodontia were
not distinguished have revealed involvement of other genes
such as TGFA [9], WNT-10 [8], or LTBP3 [50].

Although the TAC [74] does not give any truly new informa-
tion about the congenitally missing teeth in individuals or pa-
tients with specific genotypes, it does make the information
clearer and more easy to structure in comparison with the pure-
ly descriptive data in the literature. The high total scores (>250)
identified for patients with PAX9 and AXIN2 mutations con-
firm reports that the former give rise primarily to missing mo-
lars [12,13, 16, 25, 34, 48, 63] and the latter to severe agenesis of
both molars and premolars [35]. Unlike the descriptive data,
however, those of our meta-analysis distinguished between both
genotypes acceptably well, as 72.7% of PAX9 but none of the
AXIN2 patients revealed TAC scores of 112 (reflecting agenesis
of the first and second molars and the second premolar) in at
least one quadrant.

The lower range of total TAC scores (<250) was also found to
confirm descriptive data in the literature, in that MSX1 muta-
tions are mainly associated with missing premolars [29, 75] and
that cases of nonsyndromic oligodontia related to the EDA gene
are characterized by agenesis of central incisors [5, 22,47, 48, 61,
66]. However, the agenesis patterns associated with all these
genes vary considerably between individuals, one documented
example being agenesis of permanent incisors even in the pres-
ence of PAX9 mutations [6]. Our meta-analysis, however, ac-
ceptably separated the genotypes when the total TAC scores of
all four quadrants were combined with findings of odd-num-
bered TAC scores (expressing agenesis ofa central incisor) in at
least one quadrant, as 94.3% of EDA patients but only 28.6% of
MSX1 patients congenitally lacked at least one central incisor.

It is not possible to judge at this time whether, and to what
extent, the results of this meta-analysis can be extrapolated to all
cases of oligodontia in the general population. Further studies
are needed to address this question, particularly with regard to
the observed association between oligodontia phenotypes and
genotypes. A limiting factor not to be ignored is that our meta-
analysis was coincidentally almost exclusively based on patients
with familial oligodontia. Bergendal et al. [6] investigated a sam-
ple of 93 oligodontia patients not selected for familial genesis
and, in effect, identified gene mutations in only 11% of cases.
While this finding would not support the notion of phenotypes
being strongly associated with genotypes, one reason may have
been, as stated in the discussion by the authors themselves, that
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sen, da bei einem definitionsentsprechenden Fehlen [60] von
sechs oder mehr bleibenden Zihnen ausschliefllich der Weis-
heitszdhne von einem deutlichen Funktionsverlust der mutier-
ten Proteine auszugehen ist, der moglicherweise weiter reichen-
de Folgen hat.

Als moglicher Nachteil der strikten Einschlusskriterien ist zu
sehen, dass das vorliegende systematische Review nur wenige
neue Gene aufdecken konnte. So zeigte sich, dass neben den be-
kannten Genen PAX9, MSX1, EDA, AXIN2 auch EDARADD,
NEMO und KRT17 an der Entstehung von non-syndromalen
Oligodontien beteiligt sind. Ebenso besteht der Verdacht, dass
Mutationen in einer mdglichen PAX9-Promotorregion in Zu-
sammenhang mit Oligodontien stehen. Jedoch ist fiir EDAR-
ADD, fur NEMO und auch fir KRT17 nur je ein einziger Pa-
tient in der Literatur beschrieben worden [6, 19, 32]. Sicher ist
die Liste dieser Gene nicht abschlieflend und wird sich in den
kommenden Jahren weiter erthéhen, zumal in einigen Studien,
in denen keine Differenzierung zwischen Hypodontie und Oli-
godontie vorgenommen wurde, andere Genbeteiligungen auf-
gedeckt wurden: TGFA [9], WNT-10 [8], LTBP3 [50].

Auch wenn die Anwendung des TAC [74] keine grundsétz-
lich neue Information hinsichtlich der nichtangelegten Zihnen
bei einem Individuum bzw. bei Patienten eines speziellen Geno-
typs liefert, so macht er die Information dennoch klarer und
strukturierbarer als die bisher in der Literatur vorliegenden rein
deskriptiven Daten. Die hohen TAC-Summen >250 fuir die Pa-
tienten mit PAX9- und AXIN2-Mutationen bestétigen die Be-
schreibungen in der Literatur, dass Verdnderungen der PAX9-
Gensequenz vorwiegend ein Fehlen von Molaren [12,13, 16, 25,
34, 48, 63] und AXIN2-Mutationen eine grofle Zahnunterzahl
sowohl im Molaren- als auch im Primolarenbereich [35] zur
Folge haben. Der im vorliegenden Patientengut identifizierte
PAX9-charakteristische TAC-Quadranten-Wert von 112, der
einer Nichtanlage des ersten und zweiten Molaren sowie des
zweiten Primolaren entspricht, gestattete jedoch im Gegensatz
zur deskriptiven Form eine akzeptable Differenzierung zwi-
schen den beiden Genotypen, da er bei 72,7% der PAX9-Patien-
ten, jedoch bei keinem der AXIN2-Patienten vorkam.

Auf der anderen Seite bestitigen auch die niedrigen TAC-
Summen <250 die deskriptiven Daten in der Literatur, dass bei
MSX1-Mutationen vor allem Prdmolaren fehlen [29, 75] und
EDA-assoziierte non-syndromale Oligodontien durch ein Feh-
len von zentralen Inzisiven charakterisiert sind [5, 22, 47, 48, 61,
66]. Jedoch gibt es unter allen beteiligten Genen eine nicht un-
erhebliche interindividuelle Nichtanlagenvariation. So kénnen
beispielsweise auch bei PAX9-Mutationen bleibende Inzisiven
fehlen [6]. Durch die Kombination von TAC-Summe und EDA-
charakteristischem ungeraden TAC-Quadrantenwert, der die
Nichtanlage eines mittleren Schneidezahnes zum Ausdruck
bringt, war aber im vorliegenden Patientengut eine befriedigen-
de Trennung zwischen den Genotypen méglich. So fehlte bei
94,3% der EDA-Patienten ein zentraler Inzisivus in mindestens
einem Quadranten, wihrend dies nur auf 28,6% der MSX1 -Pa-
tienten zutraf.
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their sample did not include enough patients with the same type
of mutations.

Despite this current lack of conclusive scientific evidence for
an actual association between oligodontia genotypes and phe-
notypes, orthodontists should be aware of their medical respon-
sibility in this regard. Unlike other abnormalities, like those seen
in association with mild ectodermal dysplasia, congenitally
missing teeth are a very straightforward ectodermal manifesta-
tion whose diagnosis is unambiguous. The fact is that only
around one-third of oligodontia patients referred to dental care
facilities will arrive there with an established diagnosis of being
syndromic [61], whereas two-thirds of the same patients are
known to show extraoral ectodermal signs affecting their hair,
nails, or sweat glands [51]. Identifying patients with low-level
manifestations/microsymptoms and as such genetic risk pa-
tients could, thus, be greatly facilitated through extended ortho-
dontic diagnostics and, most importantly, by an increased vigi-
lance for related signs and symptoms.

As the relative frequency of oligodontia cases that have been
associated with specific genes varies considerably, it is reasona-
ble to assume that orthodontists will be faced with different
genotypesto varying extents in daily clinical practice. The PAX9
gene is associated with both the highest rate of known mutations
(33 variants) and the largest number of detailed reports on oli-
godontia cases (93 patients), which have exclusively presented
as nonsyndromic disease [23, 45, 49]. Hence, for all we know,
patients of the PAX9 type do not have an increased risk of syn-
dromic diseases or abnormalities other than oligodontia. Muta-
tions of the EDA gene appear to be the second most common
cause, with 10 documented variants of the gene in a total of 51
oligodontia patients. EDA mutations are capable of causing not
only nonsyndromic oligodontia [5, 47, 63, 68] but also ectoder-
mal dysplasia [27], a heterogeneous genetic disease that may af-
fect any structures of the outer cell germ layer (i.e., the ecto-
derm) like hair, nails, teeth, skin, and sweat glands to varying
degrees and, in its completely manifested form, may lead to hy-
pohidrotic or anhidrotic ectodermal dysplasia syndrome [17,
31,48, 57].

In infancy and early childhood—due to the reduced ability of
these patients to secrete sweat—this can potentially give rise to
life-threatening hyperthermia with resultant cerebral damage or
sudden infant death [33, 72]. As infant mortality continues to be
clearly increased to this day [31] with a reported rate of 28%
among male infantsaffected [52], early diagnosis in the neonatal
stage is essential. Frequently, however, the decisive pointers
leading to the eventual diagnosis of ectodermal dysplasia are
tooth agenesis or hypotrichosis at the age of 2-3 years [77]. Men
are more severely affected than women due to the X-chromo-
somal inheritance, i.e., the manifestations in women are com-
monly mild, as by taking the form of nonsyndromic oligodontia
[28, 48]. 1t is, therefore, important that notably women with
nonsyndromic oligodontia are identified as potential carriers of
ectodermal dysplasia [7] to facilitate diagnosis in descendant
generations and to initiate appropriate steps in infants. In addi-
tion, orthodontists faced with the usually unavoidable need for
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Ob und inwiefern sich die Ergebnisse dieser Metaanalyse auf
die Allgemeinheit bzw. die Gesamtpopulation der Patienten mit
Oligodontien tibertragen lassen, ist derzeit nicht beurteilbar und
muss im Rahmen weiterfithrender Studien untersucht werden.
Dies gilt vor allem fir den beobachteten Zusammenhang zwi-
schen dem Oligodontie-Phénotyp und Genotyp. Diesbeztiglich
muss einschrinkend berticksichtigt werden, dass es sich im vor-
liegenden Patientengut per Zufall fast ausschliefSlich um Fille
mit familifirem Oligodontievorkommen handelte. Bergendal et
al. [6] fanden in einem bezlglich der familidren Genese unselek-
tierten Oligodontie-Patientengut von 93 Patienten tiberhaupt
nur in 11% der Fille Genmutationen. Die Ergebnisse von Ber-
gendal et al. [6] sprechen demnach nicht fiir eine ausgeprigte
Assoziation zwischen Phidnotyp und Genotyp. Doch die Autoren
konzedieren selbst, dass diese fehlende Assoziation auch daran
gelegen haben konnte, dass im untersuchten Patientengut zu we-
nig Patienten mit gleichartiger Mutation vertreten waren.

Auch wenn derzeit aufgrund der wissenschaftlichen Datenla-
ge nicht gekldrt werden kann, ob tatsdchlich ein Zusammenhang
zwischen Genotyp und Phinotyp bei Patienten mit Oligodon-
tien besteht, muss sich der Kieferorthopdde seiner diesbeziigli-
chen medizinischen Verantwortung bewusst sein. Nichtanlagen
sind ein ektodermales Zeichen, das im Gegensatz zu anderen ek-
todermalen Abnormititen, z. B. im Rahmen einer schwach aus-
geprigten ektodermalen Dysplasie, sehr einfach und zweifelsfrei
diagnostiziert werden kann. Nur etwa ein Drittel der an Zahn-
kliniken tiberwiesenen Oligodontiepatienten haben bereits eine
medizinische Syndromdiagnose [61]. Dagegen zeigen etwa zwei
Drittel der Oligodontie-Patienten extraorale ektodermale Symp-
tome an Haaren, Négeln oder Schweifldrtisen [51]. Eine erwei-
terte kieferorthopédische Diagnostik und vor allem eine erhéhte
Aufmerksambkeit hinsichtlich der Zusammenhénge kénnten we-
sentlich beitragen zur Identifizierung von Patienten mit Mikro-
symptomen, d. h. genetischen Risikopatienten.

Da die Anzahl der in der Literatur beschriebenen Oligodon-
tiepatienten deutlich zwischen den Genen variiert, liegt die Ver-
mutung nahe, dass der Kieferorthopdde im klinischen Alltag
auch unterschiedlich hdufig mit den einzelnen Genotypen kon-
frontiert sein wird. Das PAX9-Gen hat diehéchste Mutationsrate
mit 33 bekannten Genvarianten und 93 detailliert beschrieben
Oligodontiepatienten. PAX9-Mutationen sind bisher nur als
non-syndromale Erkrankungen beschrieben [23, 45, 49], d. h.
nach heutigem Kenntnisstand haben PAX9-Patienten kein er-
hohtes Risiko fiir syndromale Erkrankungen oder Fehlbildun-
gen abgesehen von der Oligodontie. Am zweithdufigsten schei-
nen EDA-Mutationen zu sein, dafiir sind in der Literatur zehn
Genvarianten und 51 Oligodontie-Patienten beschrieben. EDA-
Mutationen kénnen neben non-syndromalen Oligodontien [5,
47,63, 68] auch ektodermale Dysplasien (ED) verursachen [27].
Die ektodermale Dysplasie ist eine heterogene genetische Er-
krankung, die in variablem Ausmaf alle Strukturen des dufleren
Keimblattes, also des Ektoderms betreffen kann (Haare, Négel,
Zihne, Haut, Schweif3driisen). Eine vollstindige Ausprigung
des Krankheitsbildes fithrt z.B. zum hypohydrotischen bzw. an-
hydrotischen ektodermalen Dysplasiesyndrom [17, 31, 48, 57].
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multibracket treatment in nonsyndromic oligodontia patients
should realize that a reduced salivary flow rate in carriers of mi-
croforms of ectodermal dysplasia might increase the risk of car-
ies [51].

MSX1 mutations were the third most frequent mutation in
our review, including 12 reported gene variants in a total of 33
oligodontia patients. In addition to potentially causing nonsyn-
dromic oligodontia, disturbances in MSX1 gene expression may
also be involved in the development of cleft lip and cleft palate
[24]. Boogaard et al. [73] and De Muynck et al. [14] described
patients with MSX1 mutations in whom oligodontia and cleft
lip/palate were simultaneously present at the same time. MSX1
mutations are also documented in patients with simultaneous
oligodontia and nail dysplasia [24]. Since it is conceivable that
any descendants of nonsyndromic oligodontia patients suspect-
ed of carrying an MSX1 mutation might develop syndromic
cleft lip/palate, it would be useful to offer genetic counseling to
any affected couples planning to have children. MSX1 muta-
tions have also been implicated in breast cancer [62], and al-
though a link to tooth agenesis was not investigated in that
study, others have shown that the risk of ovarian cancer was in-
creased eightfold in hypodontia compared to nonhypodontia
patients [10].

As to the nonsyndromic oligodontia cases that have been as-
sociated with EDARADD, NEMO, and KRT17, both the gene
variability (1 mutation each) and the number of cases (1 patient
each) is so small that we shall refrain from discussing these re-
ports in detail [6, 19, 32]. The same applies to the mutation of
the putative PAX9 promoter region, which has been reported in
7 members of the same family [42].

AXIN2 mutations turned out at an intermediate frequency in
our review, including reported 6 gene variants in 17 patients.
Lammi et al. [35] reported on a family with 9 pertinent oligo-
dontia members and 1 spontaneous mutation in an unrelated
oligodontia patient. Colonoscopic and sigmoidoscopic exami-
nations of those family members available for further analysis
showed that 6 out of 7 oligodontic individuals also developed
colorectal neoplasia of varying severity, including cases of color-
ectal cancer. Marvin et al. [40] reported on another family in-
cluding 4 members who showed oligodontia, very mild ectoder-
mal manifestations (sparse hair and eyebrows), and frequent
and early occurrence of colorectal and breast cancers. By con-
trast, Bergendal et al. [6] reported on 3 carriers of AXIN2 muta-
tions who did not show any conditions other than oligodontia
and whose parents did not have a history of malignant diseases.
While there was no evidence of colorectal cancers in the grand-
parents, 25% of these had developed cancers at an advanced age.
Thus, it appears useful to refer patients suspected of an AXIN2
mutation who also have a positive family history of malignant
diseases for genetic testing early and, if required, to initiate fur-
ther prophylactic examinations.
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Aufgrund der verminderten Schweifisekretionsfihigkeit die-
ser Patienten kann es im Siuglings- und Kleinkindalter zu einer
lebensbedrohlichen Hyperthermie mit daraus resultierenden ze-
rebralen Schdden bzw. zu einem plétzlichen Kindstod kommen
[33, 72]. Die Siuglingssterblichkeitsrate ist demzufolge auch
heute noch deutlich erhéht [31]. Die Mortalitdt betroffener
ménnlicher Kleinkinder liegt bei 28% [52]. Daher ist eine friih-
zeitige Diagnosestellung in der neonatalen Phase essenziell. Je-
doch geben oft erst im Alter von 2 bis 3 Jahren die Nichtanlage
von Zihnen und die Hypotrichose bei ED die entscheidenden
Hinweise zur Diagnosefindung [77]. Aufgrund des X-chromo-
somalen Erbganges sind Minner stirker betroffen als Frauen, d.
h. Frauen zeigen héufig nur milde Symptome, z. B. in Form einer
non-syndromalen Oligodontie [28, 48]. Vor diesem Hinter-
grund ist es wichtig, vor allem Frauen mit non-syndromalen Oli-
godontien friihzeitig als mogliche ED-Trédgerinnen zu erkennen
[7], um in Folgegenerationen die Diagnosefindung zu erleich-
tern und geeignete Mafinahmen schon im Kleinkindalter ein-
leiten zu kénnen. Im Hinblick auf die meist unumgingliche Mul-
tibracketbehandlung bei Patienten mit non-syndromalen Oligo-
dontien sollte sich der Kieferorthopide ferner bewusst sein, dass
die Speichelsekretionsrate bei ED-Mikroform-Trégern reduziert
sein kénnte, was ein héheres Kariesrisiko bedingt [51].

Am dritthdufigsten waren im vorliegenden systematischen
Review MSX1-Mutationen. Hierflir sind in der Literatur zwolf
Genvarianten und 33 Oligodontie-Patienten beschrieben. St6-
rungen in der MSX1-Genexpression kdnnen nicht nur non-
syndromale Oligodontien verursachen, sondern auch an der
Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalten beteiligt sein
[24]. So beschreiben van den Boogaard et al. [73] und De
Muynck et al. [14] Patienten mit MSX1-Genmutationen, bei
denen die Oligodontie und LKG-Spalten gleichzeitig auftreten.
Des Weiteren werden MSX1-Mutationen bei Patienten mit N4-
geldysplasie bei gleichzeitiger Oligodontie beschrieben [24]. Es
ist somit denkbar, dass Patienten, die bisher nur eine Oligodon-
tie mit Verdacht einer MSX1-Mutation haben, in spéteren Ge-
nerationen syndromale Ausprdgungen in Form einer LKG-
Spalte entwickeln. Daher ist es hier sinnvoll, Paare mit Kinder-
wunsch und bestehender Oligodontie humangenetisch zu be-
raten. Ferner werden MSX1-Mutationen auch in Zusammen-
hang mit einem erhhten Brustkrebsrisiko gebracht [62]. Ob-
wohl in dieser Studie kein Zusammenhang zu Nichtanlagen
untersucht wurde, ist aus einer anderen Untersuchung bekannt,
dass Patienten mit Hypodontie gegentiber Patienten ohne Hyp-
odontie ein 8-fach héheres Risiko fir Ovarialkarzinome auf-
wiesen [10].

Die Mutationsvariabilitdt sowie die Anzahl der betroffenen
Patienten war bei EDARADD, NEMO, KRT17 (je eine beschrie-
bene Mutation und ein Patient) und in der méglichen PAX9-
Promotorregion (eine beschriebene Mutation bei sieben Patien-
ten) [6, 19, 32, 42] so gering, dass an dieser Stelle auf eine weite-
re Ausfihrung verzichtet wird.

Darauf folgend waren AXIN2-Mutationen in der Literatur
am seltensten (6 Genvarianten, 17 Patienten). Lammi et al. [35]
beschreiben diesbeziiglich eine Familie mit 9 oligodonten Mit-
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Conclusion

Seven genes—including PAX9, EDA, MSX1, AXIN2, EDAR-
ADD, NEMO, and KRT17 in order of decreasing frequency—
are currently known to have a potential for causing nonsyn-
dromic oligodontia. One additional genetic alteration that
seems to be associated with oligodontia concerns a putative
PAX9 promoter region. Meta-analysis of TAC scores enabled
us to link specific phenotypes of oligodontia to specific geno-

types.
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gliedern und einen Oligodontie-Patienten mit einer Spontan-
mutation. Weiterfithrende kolonoskopische bzw. sigmoidosko-
pische Untersuchungen innerhalb dieser Familie zeigten, dass
sechs von sieben oligodonten Familienmitgliedern, die fiir wei-
terflihrende Analysen zur Verfligung standen, kolorektale Neo-
plasien unterschiedlichen Auspragungsgrades (bis hin zu Karzi-
nomen) zeigten. Von Marvin et al. [40] wird eine weitere Fami-
lie mit vier Oligodontiepatienten bei sehr schwachen ektoder-
malen Symptomen (schiitteres Haar und Augenbrauen) und
gehduftem sowie frithem Auftreten von Kolorektal- und Mam-
makarzinomen beschrieben. Im Gegensatz dazu waren in der
Studie von Bergendal et al. [6] alle Triger von AXIN2-Mutatio-
nen (drei Patienten) abgesehen von der Oligodontie gesund.
Ebenso ergab ein Interview der Eltern der Bergendal-Patienten
bezogen auf Krebserkrankungen keine positiven Befunde. Auch
bei den entsprechenden Grof3eltern gab es keine Angaben zu
kolorektalen Karzinomen; wohl aber hatten 25% von ihnen Ma-
lignome im hoheren Alter. Es scheint daher sinnvoll, Patienten
mit Verdacht auf eine AXIN2-Mutation und positiver Familien-
anamnese auf Krebserkrankungen friithzeitig zu einer human-
genetischen Abkldrung zu tiberweisen und ggf. weitere Vorsor-
geuntersuchungen zu veranlassen.

Schlussfolgerung

Bisher sind sieben Gene bekannt, die non-syndromale Oligo-
dontien verursachen kdénnen, dies sind in abnehmender Hiu-
figkeit: PAX9, EDA, MSX1, AXIN2, EDARADD, NEMO und
KRT17. Eine Mutation in einer mdglichen PAX9-Promoterre-
gion scheint ebenso mit dem Auftreten von Oligodontien as-
soziiert zu sein. Auf der Basis des Tooth Agenesis Codes
(TAC) war innerhalb des Patientengutes der Metaanalyse ein
Zusammenhang zwischen Oligodontie-Phénotyp und Geno-
typ darstellbar.
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5.1.2 Case Report: Novel mutation in the EDA gene associated with oligodontia

Ruiz-Heiland G, Jabir S, Wende W, Bock N, Ruf S. Novel mutation in the EDA gene
associated with oligodontia. J Orofac Orthop., submitted 2014.

Abstract:

Mutations in the EDA-EDAR-EDARADD genes and more recently mutations in the
WNT10a gene have been described as the cause of syndromic and non-syndromic
tooth agenesis concomitant with diverse abnormalities of ectodermally derived tissues.
In the present work, two brothers presenting severe tooth agenesis (oligodontia) as
well as six family relatives were analyzed. Genomic DNA was isolated from saliva and
genetic screening was performed by means of direct sequencing of PCR fragments
covering the entire coding regions and the intron-exon junctions of the EDA, EDAR,
EDARADD as well as the WNT10a genes. Mutation analysis was performed using the
Mutations Surveyor Software. We identified a novel maternally inherited G>A mutation
located on exon 7 at nucleotide position ¢.866 in the EDA gene. The nucleotide change
results in a substitution of arginine by histidine (p.R289H). In addition, the genetic
analysis showed synonymous SNPs variants in EDAR and EDARADD whereas no
variants or mutations in the WNT10a gene were detected. Based on a computerized
protein structure analysis, we suggest that this novel mutation impairs the protein-
protein interactions of EDA resulting in oligodontia concomitant with a mild ED

phenotype.
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Introduction:

Tooth agenesis is a common developmental abnormality. It's most severe form, known
as oligodontia, is defined as the absence of more than six permanent teeth excluding
third molars and has been reported to affect around 0.08 to 0.16% of the caucasian
population (Rolling and Poulsen, 2001; Ruf et al., 2013). Oligodontia can occur as a
non-syndromic abnormally or concomitant with other forms of congenital pathologies in

which ectodermally derived organs are frequently affected.

Mutations in the EDA gene have been described in X-linked ectodermal dysplasia
whereas mutations in the WNT10A gene are responsible for onycho-odontodermal-
dysplasia and Schopf-Schulz-Passarge syndrome. In addition, mutations in the EDA-
EDAR-EDARADD genes as well as mutations in the WNT10a gene have been shown
in around 90 % of hypohidrotic/anhidrotic ectodermal dysplasia cases (Cluzeau et al.,
2011). The phenotypic expression of WNT10A mutations and to a larger extent those
of EDA-EDAR-EDARADD mutations can vary in severity between patients. Recently,
different studies have linked single or digenic mutations in these genes to non-
syndromic isolated cases of tooth agenesis (He et al., 2013; Ruf et al., 2013; Tao et al.,
2006).

The EDA gene, located at the long arm of the X chromosome (Xq12-13.1) codes for
Ectodysplasin-A, a soluble protein member of the tumor necrosis factor (TNF)
superfamily composed by a transmembrane domain, a furin cleavage site, a collagen
type area and a C-terminal TNF-like structure. After proteolysis at the furin consensus
site, the C-terminal portion containing the collagen domain and the TNF homology
domain is released as soluble trimer (Sadier et al., 2014). The isoform EDAL interact
with the receptor EDAR whereas the isoform EDAZ2 interacts with XEDAR. Activation of
EDAR by interaction of its death domain with an adaptor protein (EDARADD) results in
NF-KB translocation into the nucleus where it induces the transcription of many
essential genes for the initiation and differentiation of ectodermally derived tissues as
skin, hair, teeth and sweat glands (Courtney et al.,, 2005; Mikkola et al., 1999).
Activation of XEDAR commits NF-KB activation without EDARADD involvement.
However, only EDA/EDAR interactions seem to be relevant for ectodermal appendages
development (Botchkarev and Fessing, 2005; Mues et al., 2010; Newton et al., 2004).

In the present study, two patients presented oligodontia and different signs of
ectodermal abnormalities in conjunction with a family history of hypo and/or oligodontia

were genetically analyzed.

186



Publikationsverzeichnis

Methods:

Two brothers affected from oligodontia and six consanguineous relatives were included
in the study. The patients belong to a mixed ethnical group, maternally caucasian and
paternally afro-american. For the description of the missing teeth the international TAC
agenesis code was used (van Wijk and Tan, 2006). Signed consent prior to genetic
analysis was obtained from all individuals. Approval of this study was granted by the
Ethic Committee of the University of Giessen (File number: 122/12).

Saliva was collected under medical supervision using OG-500 Saliva self-collection 2
ml kits (DNAGenotek, Canada) and DNA was isolated according to
manufacturer  instructions. Based on the human RefSeq database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/proteins) the coding region of the EDA, EDAR,
EDARADD and WNT10A genes as well as their intron-exon boundaries were identified
and a PCR strategy was developed. The newly established PCR protocol was
validated on a human DNA reference sample before amplifying the respective patient
samples. Standard PCR conditions were used. Primer sequences are presented as
supplementary tables 1, 2, 3 and 4.

PCR purification and bi-directional Sanger sequencing of the EDA, EDAR and
EDARADD genes was performed at Microsynth (Balgach, Switzerland) and that of the
WNT10A gene was performed at the research laboratory of the Department of
Orthodontics at the Justus-Liebig University in Giessen.

All coding regions and intron-exon boundaries were analyzed for mutations (SNPs and
Indels) using the software Mutation Surveyor v3.2 (SoftGenetics, USA). In addition,
mutations were checked visually using the software ChromasLite 2.1 (Technelysium
Pty Ltd.).

SNPs were validated using the gene database www.ensembl.org. The SNP

prevalence within the general population was described using and the Global MAF
(Minor Allele Frequency) code.

The model of the Ectodysplasin-A protein, with the position of the novel mutants
indicated, is based on the 1RJ7 structure in the RCSB protein data bank and was
generated using the PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.6 Software
(Schrofinger, LLC).
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Results:

Oligodontia concomitant with signs of skin abnormalities (hypopigmented skin) and
sparse wiry hair (hypotrichosis) were observed in both individuals. The younger patient
shows an abnormal ear shape (pointed ears).

The oral examination of patient Ill:1 revealed the absence of six permanent teeth with
the TAC quadrant values 2,2,3,3 (Figure 1) while his younger brother (lll:2) had an
agenesis of twelve permanent teeth. His TAC quadrant values are 14,14,19,19 (Figure
2).

Gene sequencing revealed an EDA missense mutation involving a G>A transition at
c.866 (Figure 3 A). This substitution results in a change from Arginine (CGC) to
Histidine (CAC) at the amino acid position p.289 corresponding to the TNF homology

subdomain.

The topology diagram of the EDA monomer indicates that this amino acid position is
located on a beta hairpin and sticks out of protein core. (Figure 3 B-C). The surface
representation of the EDA trimer shows that the location of the p.H289 presumably
could interfere with protein-protein contacts (Figure 3 D).

The EDA receptor (EDAR) mutation analysis revealed a synonymous variant (silent
mutations) at ¢.846 C>T (p.S282) in both individuals. This variant occurs in 7% of the
population (MAF:0.07).

The patient 1lI:1 had a second synonymous variant S=S (p.S306) at ¢.918 C=C/C>A
(MAF: 0.02) whereas the patient Ill:2 presented another synonymous variant in the
cysteine amino acid at c1152 C=C/C>T (p.C384) (MAF value: 0.23). Both patients
presented also a synonymous variant on the EDARADD gene at the position ¢.339
C=C/C>T, resulting in a silent mutation at the amino acid Alanine (p.D113). This
variation has a MAF value of 0.15. No mutations were found within the four exons or

the exon-intron boundaries of the WNT10A gene.

The family pedigree indicated that the mother of both patients (11:2) presented no dental
abnormalities or agenesis whereas her deceased father (I:1) had suffered from
oligodontia. The mother has two more children with a second partner (11:3), a son (l11:3)
presenting normal dentition and a daughter (Ill:4) in which a milder form of tooth
agenesis (hypodontia) is observed. The mother has also one sister (I1:4) without tooth

agenesis, who's two daughters (l11:5-6) present a normal dentition (Figure 4).
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Mutation analysis for EDA showed heterozygosity at the position ¢.866 G=G/G>A in
probands I1:2; II:4; Ill:4 and 111:5, whereas no mutations were detected in the probands
[1:3 and III:3, indicating a maternal inheritance pattern of the novel EDA mutation.

Discussion:

A novel maternally inherited X-linked G>A mutation in the EDA gene located at
nucleotide position c¢.866 resulting in the substitution of arginin by histidin
(p.Arg289His) in a family affected by oligodontia was discovered.

According to the protein model of Ectodysplasin-A, it is presumed that variations at the
position p.289 abolish the stabilization of EDA, resulting in the impairment or
disturbance of protein-protein interactions whereas internal EDA-trimer bindings remain
unaffected. Based on these observations, the mutation ¢.866 G>A on the EDA gene

could be consider pathogenic.

Other mutations at this position have also been described in asiatic oligodontia cases:
Song et al. (Song et al., 2009) reported the mutation ¢.865C>T (p.R289C) in a severe
case of non-syndromic tooth agenesis lacking any other signs of ectodermal
abnormalities. Recently, Lee et al. (Lee et al., 2014) reported a novel ¢.866G>T
(p-R289L) in a family suffering from oligodontia that presented abnormal curly hair in
affected males. However, the present substitution of the p.289 Arginine to the amino
acid Histidine seems to have a more pronounced effect on phenotypic signs of
ectodermal abnormalities despite tooth agenesis, since the two affected patients
showed areas of hypopigmented skin, hypotrichosis and abnormal ear shape.

Tooth formation is a complex process that shares many similarities with other
ectodermal organs such as hair, including the initiation from an epithelial placode and
reciprocal interactions of the epithelial and mesenchymal components (van Wijk and
Tan, 2006). The growing epithelium forms a bud around which the dental mesenchyme
condenses. During dental morphogenesis, the epithelial tissue folds to a cap and then
to a bell shape, in which enamel knots regulate the growth and shape of the tooth.
Later on, cell differentiation occurs when enamel-secreting odontoblasts and dentin
secreting dentinoblasts mature from the epithelial and mesenchymal cell compartments
respectively (Jussila and Thesleff, 2012). This process is governed by a complex series
of genetic interactions that orchestrate sequential and reciprocal signaling actions
(Nieminen, 2007). It has been proposed that fibroblast growth factors (FGFs) as well as
wingless (WNTs) and ectodysplasin-A (EDA) promote the primary placode formation
(Mustonen et al., 2004; Nieminen, 2007). WNTSs initiated activation of the Beta-Catenin

pathway is required for the formation of primary teeth structures since it has been

189



Publikationsverzeichnis

shown that the expressions of FGF4 in the enamel knots as well as EDA in the early
epithelium are WNT dependent (Kratochwil et al., 2002; Laurikkala et al., 2001; Mikkola
et al., 1999). EDA upregulation will subsequently promote sonic hedgehog (SHH)
expression and bone morphogenetic proteins (BMPSs) activity inhibition, processes that
allow for a proper tooth morphogenesis (Pummila et al., 2007).

Among the different WNTSs that are expressed during tooth formation, WNT10A plays a
key role in odontoblast differentiation as well as in tooth morphogenesis (He et al.,
2013; Yamashiro et al., 2007) . In vitro studies have shown that WNT10A down-
regulation impairs odontogenesis and mesenchymal cell proliferation (Liu et al., 2013).
Its relevance has also been demonstrated in several recent studies which show that
mutations in the WNT10A gene are present in more than 50% of the cases of isolated
tooth agenesis (van den Boogaard et al., 2012).

Likewise, the EDA-EDAR signaling pathway plays a central role during organogenesis.
The expression of the EDA receptor (EDAR) is detected in early stages of tooth
development until cusp formation (Pispa et al., 2004). EDA as well as EDAR are
coexpressed in the primary ectoderm (Tucker et al., 2000). After placode formation,
EDAR remains expressed in the placode itself whereas EDA shows a complementary
expression. In later stages, EDAR is detected in ectodermal signaling centers such as
in primary and secondary enamel knots (Laurikkala et al., 2001).

According to a recent systemic literature review published by our group, the known
mutations in the EDA gene that are associated with selective tooth agenesis are
located on exons 1, 3, 6, 7 and 8. The majority of these mutations affects the coding
area for the TNF homology subdomain (Ruf et al., 2013). However, to date, no
correlations between the type and location of the gene mutation and the severity of the
corresponding phenotypes (number and position of missing teeth) could be established
(Mues et al., 2010; van Wijk and Tan, 2006)

Sequencing analysis of EDAR as well as EDARADD showed diverse synonymous
variants in our patients, however no adaptive mutations that could compensate for the
structural changes caused by the novel EDA ¢.866 G>A mutation (p.R289H) could be
detected. Further, functional analysis and characterization of the here-described novel

mutation is necessary to elucidate its relevance in detail.
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Figure legends:

Figure 1: A) Patient (lll:1) presents areas of skin hypopigmentation and wiry sparse
hair (hypotricosis). B) The radiological examination of the dental structures revealed

the absence of both upper lateral and all lower incisors.

Figure 2: A) Patient (lll:2) presents abnormal ear shape and wiry sparse hair
(hypotricosis). B) Panoramic radiography showing the absence of the upper lateral
incisors, canines and first premolars. In the lower jaw, the four incisors, the right first
premolar and the left second premolar are absent. The four deciduous molars are

persisting.

Figure 3: A) Sequencing graphic showing the substitution G>A at the coding position c.
866 of EDA. B-C) Ribbon representation and topology diagram of EDA monomer (pdb:
1RJ7). The mutations found in the patients determine the new agenesis-causing EDA
variant p.R289H. The position of p.289 is located on a beta hairpin and the amino acid
side chain sticks out of protein core. D) Model of EDA trimer in a surface representation
(pdb: 1RJ7). The position of p.289 is marked in pink.

Figure 4: Schema representing the family pedigree. Individuals suffering from hypo or
oligodontia are marked in blue. The patients presenting oligodontia (lll:1 and 111:2) are

labeled with the letter O. The letter H signs the subject (lll:4) presenting hypodontia.

Supplementary table 1: Primers employed for the amplification and sequencing of the
EDA gene.

Supplementary table 2: Primers employed for the amplification and sequencing of the
WNT10a gene.

Supplementary table 3: Primers employed for the amplification and sequencing of the
EDAR gene.

Supplementary table 4: Primers employed for the amplification and sequencing of the
EDARADD gene.
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Supplementary table 1

Exon 1

Fw SCTTITGCTCTACTTTCTTITCCY

Rv AGTCCTGCCCTCTAAATTGS
Exon 2

Fw S CTACATGATTGGAATAATAATGGTATCY

Rv 5 AGTAGAGACAGGGTTITCACS
Exon 3

Fw 5 CAGGAGTCAGAAGACAGAATGY

Rv 5 AACTACAATACTCAAGAAGATAACATT
Exon 4

Fw S GTAATCCCAGTTACTCCAGAGY

Rv S CTTGTCCAATTCCTAGTTTITACY
Exon 5

Fw S TGGAGAATAAAGCTCAGACAG]

Rv S CTATTCATAGAGATGGGAGGGY
Exon 6

Fw NATATTACCCTCTAGTAGAAATGTAGSY

Rv 5 GAGCAAAGAATGACTTCGTATGY
Exon T

Fw STGCTTTCAAATGCTCTTCTTAY

Rv R TCTCTCTTTCCTCCTTTCAACS
Exon &

Fw 5 AAGATTCTGTCAATTCACCACY

Rv S AATTCAGACCATCTTCCTTICY
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Supplementary table 2

Exon 1
Fw GAGTCGGAGCTGTGTGTCGCAS
Rv S CCCAGCAAGAGCATCAGAGGCY
Exon 2
Fw S GACAGAGTGTGTGTTGTTAGATGI
Rv S GCCAACAGATGOGTGTGTGTGY
Exon 3
Fw BAGTTTCTCCTTGGAATGATGAT
Rv S AGAAGATTGCCAAGGTGTGACATS
Exon 4
Fw S CCTCAGCGTTTGCCTCTGTATAATGGY
Rv B GTGGTCCAATCTCCTCTTCCCAAG 3
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Supplementary table 3

Exons 1-2

Fw A CTGTTTGCTGGAAGGCT

Rv BGCTCTTGCCATCAATCTCY
Exon 3

Fw STTGTAGCAAGCTGAGGAAAGS’

Rv S CCACTTAGGAGACACAGAGT
Exon 4

Fw S AAAGAATGCTCCATTTCAAGACT

Rv HS'GACTCAAGGCTCAGATGTGT
Exon 5

Fw M ACAATAACGATGACTCTITAGGY

Rv B CCAGTGATAGAATTGCTGTTAACY

Exons 6-8

Fw S TTCTCAGTCTAAGCAAGCY

Rv STCGGATGTTAAGGAGGAAGT
Exon 9

Fw A GTGTATGTCTCGTCTCATGS

Rv S ATCTTIGCTGTGAACTTGTCY
Exon 10

Fw S CAAGTATCTTACGAGTCTGACY

Rv 5 GAGATGCCTTCCGATATCY
Exon 11

Fw S TCATTGTCAATATAGCAGTCY

Rv S AGTCCTCAACATTIGICTCY
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Supplementary table 4

Exon 1

Fw 5 AGGCAGACCAAGAGGAAGY

Ry 5 CTCAGCTCTGAGAAATCCAGY
Exon 2

Fw A GGAGTAAGGTTTTCTTCAGLCY

Ry B CTTTGGGGETTTCTGATGCS
Exon 3

Fw 5 AGCATTAACCTCTTGTCAACS

Ry 5 CACAAGTCACGAGCTAATCY
Exon 4

Fw S CACCACGGAGTGTGTGCTTY

Ry S CCCTGTTTATGATCTAGAAATCCTGY
Exon 5

Fw 5 GTGTCTGCTGTGTATCAAGT

Ry 5 GTTCAAGCGATTCTCCTGY
Exon 6

Fw S CGAGCATTCTGAAATAGTCY

Ry S CAGTGTCCACTGTTCCAS’
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5.2 zitierfahige Abstracts

5.2.1 Jabir S, Bock N, Ruiz-Heiland G, Ruf S. Non-syndromic oligodontia—a
risk marker for cancer? Eur J Orthod (2013) 35 (5): e3-e207.

030 NON-SYNDROMIC OLIGODONTIA — A RISK MARKER FOR CANCER?
S Jabir, N C Bock, G Ruiz-Heiland, S Ruf, Department of Orthodontics, University of Giessen, Germany

el8

AIM: To systematically search the literature for the location of known mutations associated with non-
syndromic oligodontia (NSO = at least six congenitally missing permanent teeth excluding third molars)
and to compare them with the location of cancer associated mutations on the same genes.

MATERIALS AND METHOD: A systematic electronic search of two databases (PubMed, Medpilot) was
carried out with supplemental hand searching until 03-2012 (search terms were: oligodontia and genes,
oligodontia and mutations, tooth agenesis and genes, tooth agenesis and mutations). The search was
limited to the AXIN2-, MSX1-, PAX9- and EDA-genes. Furthermore, PubMed was searched for cancer
associated mutations (search terms: AXIN2/MSX1/PAX9/EDA and mutation and cancer).

RESULTS: Cancer/NSO associations were found for AXIN2 and MSX1. One hundred per cent of all
known NSO causing AXIN2 mutations and 66 per cent of all cancer causing AXIN2 mutations (different
cancer types) are located on exons 8 and 9. In addition, cancer mutations are known for the MSX1
intron, while the main location for NSO causing MSX1 mutations is on exon 2 (50%). No cancer/NSO
association was found for PAX9 and EDA. While for PAX9 a marked clustering of the NSO mutations
was seen (84% on exon 2), this effect was reduced for EDA (50% on exon 8).

CONCLUSION: For PAX9 and EDA, no cancer/NSO association was found, but the NSO causing
mutations showed a marked to moderate clustering. However, a strong association seems to exist
between the locations of NSO and cancer causing mutations on AXIN2. A minor cancer/NSO
association was found for MSX1. Therefore, AXIN2 and MSX1 non-syndromic oligodontia phentoypes
might be a risk marker for cancer.
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5.2.2 Ruiz-Heiland, Jabir S, Bock N, Nolte D, Ruf S. Identification of a novel
mutation in the EDA gene associated with non-syndromic oligodontia.
Eur J Orthod (2014) 36 (5): el-e244.

394 IDENTIFICATION OF A NOVEL MUTATION IN THE EDA GENE ASSOCIATED WITH NON-SYNDROMIC
OLIGODONTIA

G Ruiz Heiland?, S Jabir!, N Bock®, D Nolte?, S Ruf', Departments of 'Orthodontics and ?Human Genetics, Justus-
Liebig University, GieRen, Germany

AIM: Mutations in the EDA gene are commonly associated with X-linked hypohydrotic ectodermal dysplasia.

Recently, mutations in this gene have been associated with non-syndromic tooth agenesis. In the present study

a novel EDA mutation in two brothers presenting oligodontia is described.

SUBJECTS AND METHOD: Two brothers suffering from oligodontia without clear syndromic features as well as

their available relatives were analyzed. A total of eight family members (Patients A-H) were evaluated.
el98

Genomic DNA of all subjects was isolated from saliva. Genetic screening was performed by means of direct
sequencing of polymerase chain reaction (PCR) fragments covering the entire coding regions and the intron exon
junctions of the EDA gene, as well as the WNT10a gene. Mutation analysis was performed using the Mutations
Surveyor Software.

RESULTS: A novel G to A mutation located in exon 7 at nucleotide position 866 (c.866G>A) was identified in the
EDA gene. The nucleotide change resulted in the substitution of an arginine by a histidine (P.R289H). This
mutation was inherited maternally. The two brothers (Patients A and B) presented few signs of skin
abnormalities and wiry hair. Patient A had six missing teeth with a tooth agenesis code (TAC) sum of 10 (TAC
quadrant values 2, 2, 3, 3) while his younger brother (Patient B) had agenesis of 23 permanent teeth. The TAC
sum of this subject was 66 (TAC quadrant values 14, 14, 19, 19). The pedigree evaluation indicated that the
mother (Patient C) of both individuals presented no dental abnormalities or agenesis whereas her deceased
father had suffered from oligodontia. The mother has two more children with a second partner: a son
presenting a normal dentition (Patient D) and a daughter with hypodontia (Patient E). The mother has one sister
(Patient F) who did not show any tooth agenesis like her two daughters (Patients G and H).

CONCLUSION: The EDA signalling pathway plays a key role during tooth formation. Here, a novel EDA gene
mutation concomitant with Oligodontia is shown.
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Novel mutation in the EDA gene associated with
non-syndromic oligodontia
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Conclusion

The novel EDA (c.866G>A) missense mutation causes oligodontia by interfering with protein interactions.

Introduction

B O
Mutations in the EDA Gene are commonly associated with X- Fig. 1 ‘ :
linked hypohydrotic ectodermalldyspllasm, butlmlutatlonls in this Family pedigree * [ ] OO O O
gene have also been described in association with non- ' : : T
syndromic tooth agenesis.

Aim "REDe QOQ

In the present study we describe a novel EDA mutation in two
brothers presenting oligodontia.

Method Fig. 2

Two brothers suffering from oligodontia without unequivocal Patient lll:1
syndromic features as well as six consanguineous relatives were
analyzed. The tooth agenesis pattern of the two brothers
suggested a mutation of the EDA gene.

DNA was isolated from saliva, and the coding region of the EDA,
EDAR, EDARADD and WNT10a genes as well as their intron-
exon boundaries were analyzed for mutations (SNPs and Indels) |Fig. 3
using the software Mutation Surveyor v3.2 (SoftGenetics, USA). |Patient I11:2
In addition, mutations were checked visually using the software
ChromasLite 2.1 (Technelysium Pty Ltd.). SNPs were validated 7esx321|123x587
using the gene database (www.ensembl.org). 7ESAIAX [XNI4KET
Results

The family pedigree (Fig. 3) revealed that the patients’ mother
(I1:2) presented no dental abnormalities or agenesis whereas her
father (I:1) had suffered from oligodontia. The mother has two
more children with a second partner (lI:3), a son (lll:3) with
normal dentition and a daughter (lll:4) with hypodontia.

The mother has also one sister (Il:4) without tooth agenesis,
whose two daughters (l1:5-6) present a normal dentition.

Gene sequencing revealed an EDA missense mutation (G>A
transition at c.866), which results in a change from Arginine
(CGC) to Histidine (CAC) at position p.289 (Fig. 4)
corresponding to the TNF homology subdomain. The topology
diagram of the EDA monomer indicates that this amino acid
position is located on a beta hairpin and sticks out of protein
core. The tridimensional surface representation of the EDA trimer
shows that the location of the p.H289 could interfere with protein-
protein contacts.

No other mutations were found in any of the genes analysed.

7654321 | 1234587
76643%2% | 1234667

Fig. 4 EDA - sequence, topology, 3D surface

ARFARAAS S
RERRL AN g

Contact sabine.ruf@dentist. med.uni-giessen.de
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_Nicht-syndromale Oligodontie: eine neue Mutation im EDA-Gen

N. Bock', G. Ruiz-Heiland', S. Jabir', W. Wende?, D. Nolte®, S. Ruf'
Poliklinik fiir Kieferorthopadie’, Institute fur Biochemie? und Humangenetik®, Justus-Liebig-Universitat Giessen

Schlussfolgerung

Die neue Mutation des EDA-Genes (c.866G>A) bedingt eine Oligodontie durch Stérung der Protein-Interaktionen.

Einleitung E O
Eine Mutation des EDA-Genes steht mit einer X-chromosomalen app 4 ' ?
erblichen, hypohydrotischen ektodermalen Dysplasie in Ver- giommbaum 0 £3-T] OO
bindung, wird aber auch mit nicht-syndromalen Aplasien von T B s T E
Zéhnen assoziiert.
Ziel -EEe OO0
Der Fallbericht beschreibt eine neue Mutation des EDA-Genes
anhand von zwei Bradern mit Oligodontie.

Methode Abb. 2
Zwei Bruder mit Oligodontie ohne eindeutig syndromale Patientlil:1
Eigenschaften sowie sechs Verwandte (Abb. 1) wurden untersucht. =
Das Nichtanlagenmuster der beiden Brider (Abb. 2-3) lies eine 7654321 1234567
Mutation des EDA-Genes erwarten.

Das genetische Screening der aus Speichel gewonnen DNA
umfasste eine direkte Sequenzierung von PCR-Fragmenten der
EDA-, EDAR- EDARADD- und WNT10a-Gene (gesamte APP-3
kodierende Region inklusive der Intron-Exon-Verbindungen). Die Fatient lll:2
Untersuchung auf Mutationen (SNPs und Indels) wurde unter
Anwendung der Software ,Mutation Surveyor® v3.2" durchgefiihrt.

AuRerdem wurden die Mutationen optisch mit Hilfe der Software |
“ChromasLite 2.1” Uberprift. SNPs wurden anhand der |Abb. 4 EDA - Sequenz, Topologie und
Gendatenbank “Ensembl” (www.ensembl.org) validiert. 3D-Oberflache

76543!x|x134567

765&321|1::&557
7esl3!x|x:34sa7

Ergebnisse

Der Stammbaum zeigt, dass die Mutter (ll:1) keinerlei
Nichtanlagen bleibender Zahne aufweist, ihr verstorbener Vater
(I:1) jedoch eine Oligodontie hatte. Die Mutter hat zwei weitere
Kinder mit einem zweiten Partner (11:3) einen Sohn (l11:3), mit
normaler Dentition und eine Tochter (lll:4) mit Hypodontie. Die
Mutter hat auBerdem eine Schwester (ll:4), welche ebenfalls
keinerlei Nichtanlagen bleibender Z&hne aufweist, ebenso wie
deren beide Tochter (l11:5-6).

Eine neue Mutation wurde im EDA-Gen in Exon 7 an
Nukleotidposition 866 entdeckt (c.866G>A). Die Verdnderung
resultiert in einem Austausch von Arginin durch Histidin (p.R289H).
Diese Aminosé&urenposition ist auf einem Beta-Hairpin lokalisiert
und sticht aus dem Proteinkdrper hervor (Abb. 4). Die
dreidimensionale Oberflaichendarstellung des EDA-Trimers |&sst
vermuten, dass die Verdnderung an dieser Position die Protein-
Protein-Interaktionen stort. . - - —
Bei keinem der beiden Brider wurde eine weitere Mutation in =~ Di€S€s Projektwird mit Mitteln aus dem
einem der anderen untersuchten Gene entdeckt. | Wissenschaftsfond der DGKFO gefordert.

Kontakt niko.c.bock@dentist.med.uni-giessen.de

208



Ehrenwortliche Erklarung

5 Ehrenwdrtliche Erklarung

LHiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig und ohne unzulassige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemaf aus verdffentlichten oder nichtverdoffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mundlichen Auskunften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefihrten und in der
Dissertation erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis niedergelegt sind, eingehalten sowie
ethische, datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundséatze befolgt. Ich
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen
fur Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen, oder habe diese nachstehend spezifiziert. Die vorgelegte Arbeit
wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ahnlicher Form einer anderen
Prifungsbehodrde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prifungsverfahrens
vorgelegt. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen Ubernommene
Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird,
wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die
direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der
Uberprifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein

internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich mich einverstanden.”

Ort, Datum Sarah Jabir

209



Danksagung

6 Danksagung

Die Erarbeitung dieser Dissertation gelang nur mit der Unterstiitzung einiger Personen,

denen ich an dieser Stelle herzlich danken moéchte.

Mein ganz besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. Sabine Ruf. Ich danke lhnen fir die
Uberlassung des Dissertationsthemas und die hervorragende Betreuung. Die
produktiven, engagierten sowie einfallsreichen Anregungen, ebenso lhre Unterstiitzung
auch im Rahmen der Vortrage, die wahrend dieser Dissertation entstanden sind, waren
ausgezeichnet.

Ein weiterer Dank gilt Dr. Niko Bock, der mir wahrend der Entstehung dieser Arbeit
immer hilfsbereit und engagiert zur Seite stand.

Ich bedanke mich bei Frau Dr. Ruiz-Heiland fiur die Untersuchung der Speichelproben

und ihre Geduld bei der Erlauterung von Vorgéngen.
Herrn Dr. Wende gilt mein Dank fur die Erstellung der Graphiken der EDA-Mutationen.

Meinen Kollegen aus der Klinikzeit danke ich dafiir, dass sie mich vertreten haben,
wahrend ich die Probanden aufgesucht habe. Laura und Eddy, Ihr habt mir sehr
geholfen, als wir in meine Wohnung eingebrochen sind, um den vergessenen

Schlussel zu holen, damit ich zu den Probanden fahren konnte. Vielen Dank dafiir!

Ein weiterer Dank richtet sich an alle Studienteilnehmer, die sich viel Zeit genommen

haben und alle miteinander sehr nett und terminlich flexibel waren.

Der gré3te Dank aber gebiihrt meiner Familie. Ich danke meinem Vater, dass er mit
seiner Motivation und seiner Filrsorge dazu beigetragen hat, dass ich so weit
gekommen bin. Du hattest immer ein offenes Ohr und hast mit grol3em Interesse die
Entstehung dieser Arbeit verfolgt. Meiner Mutter danke ich fur ihre unermudliche
Hilfsbereitschaft, fur ihre Geduld und fur die guten Ratschlage, die mir bei sehr vielen
Entscheidungen geholfen haben. An dem Tag, als ich meinen Schlissel in der
Wohnung vergessen habe, bist Du, direkt als Du davon erfahren hast, trotz des

Winterwetters in Paderborn losgefahren, um mir den Ersatzschlissel zu bringen und

210



Danksagung

um mir letztendlich den Erhalt der Speichelproben einer Familie zu ermdglichen. Es ist
unglaublich, was Ihr beide fur mich getan habt. Ich danke Euch fir Eure Unterstitzung
und dafir, dass Ihr mir das Studium und die Weiterbildung ermdglicht habt.

Meiner Schwester Susan méchte ich ebenfalls von Herzen danken. Du hast Dir immer
viel Zeit genommen, um mich regelméafig zu besuchen, wenn ich keine Zeit hatte zu
Dir zu fahren. Mit dem Stopp auf der Fahrt von Minster nach GieRen hast Du mir sehr
geholfen. Du hast mir oft zugehdrt, mich wieder aufgebaut und mir gute Tipps

gegeben. Vielen lieben Dank dafir!

Meinem Freund Cornelius danke ich besonders fir seine nie endende Geduld und die
Aufrechterhaltung meiner Motivation wahrend der gesamten Entstehungsphase dieser
Dissertation. Vielen Dank fur die unglaublich vielen Kilometer, die Du gefahren bist,
damit wir uns sehen konnten und auch manches Mal nur, um mich wieder aufzubauen.

Du hast mir gezeigt, was ,Work-Life-Balance® bedeutet.

211



Legende

betroffen, rein anamnestisch

betroffen, Oligodontie verifiziert
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betroffen, Hypodontie verifiziert

alle Zahne angelegt

verstorben

N

Abb.: Legende Familienstammbaum
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