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Hipotézis és a kutatomunka hattere

A velesziiletett fogazati rendellenességek koziil leggyakrabban a fogcsirahiany, a
hypodontia fordul el6. Az altalunk hasznalt definicié hypodontia egy vagy tobb maradd fog
hianyaval, mig ezen beliil egy szélsdségesebb anomalia, az oligodontia hat vagy annal tobb
marado fog hianyaval jellemezhet6. A hypodontia a leggyakoribb fogorvosi abnormalitas és a
lakossag koriilbeliil 20%-at érinti vilagszerte. A foghidny leggyakrabban a harmadik
molarisokat érinti. A bolcsességfogon kiviili foghianyok eléfordulasa valtozo, 2-54% kozatti,
a vizsgalt populaciotdl, illetve attol fliggden, hogy tej vagy maradd fogakrol van-e szo.
Marado fogak esetében, az altalunk vizsgalt magyar populacidban mintegy 16%-ban fordul
el6. A foghianyok etiologiaja komplex, mind genetikai, mind kornyezeti elemekkel
Osszefiiggésbe hozhat6. A genetikai polimorfizmusok vizsgalata és az allatokon végzett
génmutacios kisérletek ramutattak arra, hogy a fogfejlédés szamos gén befolyasa alatt all. Bar
az egyes tényezOk sulyat nem ismerjiik, a fogfejlédés bonyolultsdgat mutatja, hogy az egér
odontogenezisének molekularis tanulmanyozasa tobb mint, 300 gén részvételét mutattak ki a
fog kifejlodesében. Az eddig elvégzett genetikai vizsgalatok kiilonb6zd etnikai csoportokban
nagyon kiilonb6z0 eredményeket mutattak a hypodontia tekintetében. Ezért is tartottuk
fontosnak egy kifejezetten a kozép-kelet eurdpai populaciot érintd atfogd genetikai-genomikai
vizsgalat kivitelezése, amelytdl azt varjuk, hogy a hazai populacidoban a genetikai faktorok
szerepére is fény deriil.

Vizsgalataink f6 célja a gyakori velesziiletett fogazati rendellenesség, a fogcsira hiany
genomikai hatterének megismerése VoIt a magyar populacioban. Olyan egyedi nukleotid
polimorfizmusokat kerestiink, amelyekrél korabban nem tudtuk, hogy a hypodontia
rizikotényez6i. Ennek eredményeként azt reméltiik, hogy a hazai populaciora nézve atfogd
képet kaphatunk a fogak csirahianyat befolyasold gének egyszerti nukleotid
polimorfizmusair6l (SNP), ezen feliil Gj géneket azonosithatunk, amelyeket korabban nem
hoztak 0sszefiiggésbe a hypodontia kialakulasaval. Varakozasaink szerint mindezek
megismeréséhez a fogfejlddés soran. A genetikai/genomikai hattér felderitése jO alapot
szolgaltathat 01j diagnosztikus modszerek kifejlesztésére és a génterdpia megalapozasara a
szajlregi korfolyamatok kezelésében.

Fé6 céljaink a kovetkezok voltak:

1. Mar ismert, a foghianyok kialakulasaban feltételezhetéen szerepet jatszo MSX1 és
PAX9 gének egyedi polimorfizmusainak célzott feltérképezése a magyar populaciéban.

2. Vizsgalataink masodik, populacio genetikai/genomikai fazisaban a fogfejlodésben
valészintisithetéen szerepet tobb, a fog és fogkornyéki szovet fehérjéit kodolo és a fogak
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organogenezisében kulcsszerepet jatszé gén polimorfizmusait teszteltiik nagy mintaszam
gazdasagos vizsgalatara lehetgséget adé berendezés segitségével.

3. Mindezekhez kapcsolddtak klinikai vizsgalataink, amelyek kozvetleniil vagy kozvetve
kapcsolodtak a mintagyiijtéshez, illetve sejtbiolégiai vizsgalataink, amelyhez a vizsgalati
anyagot ugy nyertiik, hogy a megfeleld etikai engedélyek birtokaban, természetesen a
megfelelé klinikai indikacié esetén a paciensekbdl nemcsak genomikai vizsgalathoz
sziikséges nyalkahartya mintat, de fogak eltavolitasa kapcsan nyerhetd fogkornyéki és
fogbél szovetmintakat is nyertiink. Ezek a vizsgalatok fontos informaciokkal egészitik ki
vizsgalati eredményeinket.

Elért eredménvek, kidolgozott modszerek, eljarasok

1. Médszertani megalapozds

A vizsgalatok modszertani megalapoz6 szakaszdban kozel 150 paciens mintait gytijtottiik,
allapot felmérés utan nyalkahartya kaparék mintat gyijtottiink a genetikai vizsgalatokhoz, a
vizsgalt személyek DNS-ét izolaltuk. Vizsgalataink korai szakaszdban a mintdk egy része
sériiltnek bizonyult. A DNS degradécio kivédésére modositottunk a mintavételi és tarolasi
protokollon, melyek utan a DNS-ek mind felhasznalhatéak tovabbi vizsgalatokban, mivel a
kontrollként alkalmazott konstitutivan expresszalodo génnel, a B-actinnal végzett vizsgalatban
mind pozitiv eredményt adtak. Polimorfizmus vizsgalatainkat minden esetben az irodalomban
mar korabban leirt PCR-RFLP kisérleti koriilményekhez hasonléan kezdtiik, ezt tekintettiik
alapnak. Az ellendrzések sordn tobb leirt primer oligonukleotid szekvencidja nem bizonyult
pontosnak, ezért azokat a tényleges nukleotid szekvencianak megfeleléen megvaltoztattuk.
Tobb helyen a PCR reakciok koriilményei sem voltak megfeleldek, ezért azokon is
valtoztattunk. Igy mindegyik vizsgalt polimorfizmus kimutatasara alkalmas reakcidt
optimalizaltunk. Bizonyos esetekben a restrikcids enzimek helyett is mas enzimet
valasztottunk, mert azokat alkalmasabbnak, specifikusabbnak taldltuk. Minden vizsgalt
potencialis SNP helyen taldltunk mindkét allélvaltozatra példat. Az idékdzben
kutatolaboratoriumunkban sikeriilt beszerezniink egy StepOne Applied Biosystems valos
idejli PCR késziiléket, s ennek alkalmazasaval folytattuk az ,,SNP Genotyping” vizsgalatokat.
Eredményeink minden esetben megegyeztek a PCR-RFLP-vel kapott eredményekkel, viszont
az analizis a késziilék segitségével joval gyorsabbnak és egyszerlibbnek bizonyult.

2. Kidolgozott és alkalmazott modszerek

Szovetmintak. Szajnyalkahartya kaparékot gyQjtottink 469 pacienstél a Semmelweis
Egyetem, a Pécsi, és a Szegedi Orvostudomanyi Egyetemek Gyermekfogaszati és
Fogszabalyozasi Klinikain. A mintékat -20°C-on taroltuk DNS kivondsig. A tanulmanyt a
23/2002 V.9-es human kisérleteket szabalyozd EiiM rendelet és a TUKEB engedélye (#84-
258/2008-1018EKU) alapjan végeztiik. Mintavétel el6tt a tanulmanyban résztvevé minden
betegtdl betegtajékoztatd attanulmanyozasa utani beleegyezd nyilatkozatot kaptunk. A
részletes orvosi-fogorvosi vizsgalat kiterjedt az altalanos orvosi, szajhigiénés és
csaladtorténeti vizsgalatra, valamint panoramarontgen felvételre. Az elsddleges bevalasztasi
kritérium hipodoncidra legaldbb egy maradando fog csirahianya, kraniofacialis elvaltozasok
¢s egyeb szisztémas betegség nélkiil. Ugyanezen kritériumok érvényesiiltek oligodoncia
esetén is, de minimum hat hidnyz6 fog esetén. A kontroll csoportban egészséges donkéntesek
voltak szabalyos tej és végleges fogazattal kraniofacialis rendellenességek nélkiil. A kontroll
csoportban 260, a hipodoncidsoknal 192, az oligodoncidsoknal 17 személy volt. A résztvevok
hianyz6 fogainak eloszlasat az 1. abra mutatja.
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DNS izolidlas és SNP genotipizalas Szijnyalkahartya kaparékbol DNS-t izoldltunk
Nucleospin Tissue kit segitségével, a gyartd instrukcidi alapjan. A kivont DNS-t -20°C-on
taroltuk. A DNS integritdsat 1%-os agaréz gélelektroforézissel ellendriztik. A
koncentraciokat Qubit fluorométerrel mértiik. Az alléldiszkriminacidés teszteket 2
parhuzamossal végeztiik Applied Biosystems-Tagman genotipizaldo tesztek segitségével
StepOne AB Real Time PCR késziiléken. A genotipizald reakciokat 12,5 ul térfogatban
végeztik, 3 ng DNS hasznalataval, 6,25 pl Tagman Universal PCR Master Mix-szel €s 0,625
ul Tagman SNP assay-vel. Az eredményeket az AB Stepone software analizalta.

Statisztikai analizis moédszertani megalapozasa. Excel tablazatkezeldvel kiszamoltuk a
genotipus eloszlasokat és allélfrekvencidkat. Ellendriztik a Hardy Weinberg egyensulytol
valo eltérést, ahol p<0,05 alatti értékeket vettilk szignifikansnak. Az allél és genotipus
egyvaltozos assziociacios analiziseket a németorszagi Helmholtz Huméngenetikai Intézet
software-ével (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl) végeztik. A paros
kapcsoltsag egyenlOtlenségi és a haplotipus elemzést a Haploview software-rel
(http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/programs/medical-and-
population-genetics/haploview/hap) végeztiik. Bayes-i halozat alapt tobbszintli valoszinliségi
analizist alkalmaztunk, mely lehetdvé teszi az asszociacidk analizisét kiillonbozd absztrakcids
szinteken: modell alapti paros valdszintiség (direkt asszociacid), valtozd készletek
valdszinlisége és relevans valtozok statisztikai egyiitthatasai. Elvégeztiik a Bayes-i elemzés
eredményét tobbvaltozos statisztikai analizis logisztikai regresszidos modellezéssel SPSS
programmal is, eliils6 valtozé szelektalasos modszerrel PIN=0,05 valosziniiségi kiiszobbel a
valtozo bevalasztashoz, valamint POUT=1 kizar6 kiiszobbel a valtozo kivételéhez.

3. A foghianyok megoszlisa

Tanulmanyunkban a hypodontia csoportban (192 eset) a hianyz6 fogak szama 363 volt. 73
személynek volt egyetlen hianyz6 foga (38%), 83 (43%)-nak kettd, 18 (9%)-nak harom, 15
(8%)-nak négy és 3 (2%)-nak o6t. Egy hianyzo fognal a bal als6 masodik kisorl volt a
leggyakoribb. Két hidnyzo fognal a hianyzo6 felsd lateralis metszOk voltak a leggyakoribbak.
A hianyz6 fogcsoportok a kdvetkezok voltak csokkend sorrendben: 105 felsd lateralis metszo
(28,9%), 101 als6é masodik kisdrldk (27,8%), 55 felsé masodik kisorldk (15,2%), 30 also
harmadik 6116 (8,3%) és 19 also centralis metszd (5,2%) (1.4bra). 111 (58%) csirahidnyos eset
volt aszimmetrikus és 81 (42%) szimmetrikus. A hianyzo6 fogak szdma magasabb volt a hatso
szegmensben (kisdrlok és Orlok 224, 62%), mint az elsében (metszok és szemfogak 139,
38%), kissé tobb a jobb oldalon, mint a balon (189, 52% és 174, 48% a balon), magasabb a
maxillaban (189, 52%), mint a mandibulaban (174, 48%). A kiilonbségek nem adodtak
szignifikansnak T-teszttel. Az oligodoncia el6fordulasa 8/% volt a csirahianyosok kozott, de a
szamuk alacsony volt statisztika készitéséhez.

Egy vagy tobb fog fejlddési hidnya nem szokatlan jelenség. Azonban a hianyz6 fogak
eléfordulasa nagy variabilitdst mutat a populdciok kozott tobbféle faktornak kdszonhetden,
mint a genomikai és kornyezeti elemek. Egy recens cikk a kaukédzusi populaciokrol 3 és 11 %
koz¢ teszi az el6fordulasi ardnyokat. Vilagszerte a legtdbbet hidnyz6 fogak az alsd6 masodik
kisorlok, ezt koveti a fels6 masodik metszOk hidnya. Ez a sorrend forditott a magyar
populécidban, amint errdl régebbi cikkek tanuskodnak, és a jelen tanulmany is megerdsiti: az
eléfordulasi gyakorisdg fels6 masodik metsz6>als6 masodik kisérlo>felsé masodik
kisOrl6>alsé harmadik Orlé>alsé centralis metsz0. Ezek az adatok egybeesnek a terminalis
redukcios elmélettel, mely szerint a hatsd tagok az egyes fogcsoportokban gyakrabban
hidnyoznak, mint az eliils6 tagok.

Ezért a masodik kis6rl6k, a masodik metszOk és a harmadik 6rl6k azok, amelyek a
leggyakrabban hianyoznak. Ezek az adatok aldtdmasztjdk azt az altalanos szabalyt, hogyha
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kevés fog hianyzik, a hidnyzé csira a leghatsobb lesz mindegyik csoportban. Mas
szemszdgbdl nézve az adatok egyeznek a Butler-féle morfologiai mezd elmélettel, miszerint
az eldrébb allo fog stabilabb minden morfologiai csoportban. Minden fejlédési mezdben egy
fogcsoportban van egy genetikailag stabil , kulcsfog”, mig a mezd végén a fogak kisebb
stabilitist mutatnak. Erdekes megjegyezni, hogy a kinai populacié kiviilallo a tobbihez képest
a magasabb szami mandibularis metsz6 hianyaval.

Tobb korabbi cikk taldlt magasabb szimmetrikus foghidnyt mint asszimmetrikusat, de a
magyar populaciéban mi tobb asszimetriat talaltunk, magasabb jobb maxilla lateralis metszo
hidnnyal és tobb hats6 hidnyz6 foggal. Tovabba a mi eredményeink egyeznek azokkal a
cikkekkel, ahol hasonlé jobb és baloldali csirahiany el6fordulast irnak le, ellentétben azokkal
akik szignifikans kiilonbséget talaltak.
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4. A foghianyt potencidlisan befolyasolo egyszerii nukleotid polimorfizmusok eléfordulasa
a magyar populdcioban

A kovetkez6 8 SNP-t vizsgaltuk SNP genotipizald analizissel: PAX9 -912 C/T, PAX9 -1031
A/G, MSX1-8755 A/G, FGFR1-26190464 T/C, IRF6-1149 T/C, AXIN2-8150 A/G, AXIN2-
8434 A/G, és AXIN2-30224 C/T. Minden SNP esetén a kontroll csoport Hardy-Weinberg
egyensulyban volt. A hypodontia esetekben a PAX-912, AXIN2-8150, és AXIN2-8434;
oligodoncia esetekben FGFR1, AXIN2-8434, AXIN2-30224 nem volt HW egyensulyban.

A kapcsoltsagi egyenlétlenség (LD) analizis megmutatta, hogy a PAX9 SNP-k kapcsoltak
voltak (2A abra), mig az AXIN2 8150 és 8434 SNP-k nem voltak kapcsoltak (2B abra). Az
AXIN2 30224 SNP-t nem tartalmazta a program.
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Az allélfrekvenciak Chi2 probaval nem adtak szignifikansan kiilonb6z6 eredményt kontrollok
¢és hipodonciasok, illetve kontrollok és oligodoncidsok kozott egy SNP-re sem. A genotipus
frekvenciak FGFR1, IRF6 és AXIN2 SNPk esetén nem kiilonboztek a vizsgalt csoportokban.
Masfeldl a genotipus frekvencidk szignifikansan kiilonbozdek voltak dominans és recessziv
modell szerint hipodonciaban a PAX9-912, p=0,0128 (OR=1,672); PAX9-1031, p=0,0333
(OR=1,546) ¢és MSXI1 p=0,0143 (OR=2,553) SNP-knél a kontrollokhoz képest. Az
oligodoncia esetek szama tul kevés volt statisztikai vizsgalathoz. Nem volt szignifikdns
kiilonbség férfiak és ndk kozott allél és genotipus frekvencia kiilonbségekben. A Bonferroni
korrekcioval szamolva 8 SNP esetén (ami a szignifikancia szintet p<0,05-r6l p<0,00625-re
csOkkenti), a fent leirt tendenciak csak marginalisként értékelhetdk.

5. Bayes statisztika — a complexitis megragaddsa

A hagyomanyos statisztikdk til szigort tobbszords hipotézis tesztelése miatt, tekintettel a
tobbvaltozos kontextusra, egy tovabbi statisztikai elemzést végeztiink Bayes statisztikai
modszerekkel, hogy a vizsgalt SNP-k kozotti kdlcsonhatasokat megvizsgaljuk. A BN-BMLA
elemzés szerint a PAX9 gén 2 SNP-je relevans asszociaciot mutatott a hipodonciaval (PAX9 -
912 C/T: 152073246, Pr= 0.994977 és PAX9 -1031 A/G: rs2073244, Pr= 0.995578). Ez a
valosziniiségi érték (Pr) adja a Markov takarohalmazba vald tartozas valoszinliségét, ami az
adott valtozd paros modell alapi asszocidcidos mérése a célvaltozohoz képest (itt a
hypodontia). Minél magasabb ez a valoszintiségi érték (1-hez kdzelebbi), annal relevansabb a
valtoz6 a célvaltozd szempontjabol. Ezért mindkét SNP magasan relevansnak tekinthetd.
Hasonl6an korabbi tanulmanyokhoz, a beteg neme relevans faktor a hipodoncidban, ahogy a
hozzatartozo esélyek (OR) kiilonbdznek feérfiak és ndk esetén (1,23 €s 0,57). Tehat a nemet
bevalasztottuk kovariansnak minden modellben.

Tovabba a BN-BMLA elemzés megmutatta, hogy a PAX9 SNP-k statisztikai kapcsolatot
mutatnak, aminek a csirahidnyra egyiittes hatdsa van. Ezt logisztikus regresszioval is
validaltuk. A BN-BMLA elemzést 0Osszevont genotipusokra is  elvégeztik
(heterozigotathomozigdtal és heterozigdta+thomozigota?). Eredményként a PAX9 SNP-k
mellé még az MSX1 SNP is asszocidciot mutatott a hipodonciaval (Pr=0,81546) (3.4bra).

A logisztikus regresszid az erds szignifikanciat megerdsitette a PAX9-912 és PAX91031
interakcidra, (exp(B)=0,002, C.1.95% [0,00009-0,034], p érték<0,00002, és a mérsékeltebb
szignifikancidt is MSX1 esetére (exp(B)=0,354, C.1.95%:[0,153-0,817], p érték<0,01498).

A Haploview analizis szintén kapcsolatot mutatott a PAX9-1031 és PAX9-912 SNP-k esetén.
Az AC, AT, GC haplotipusok gyakoribba teszik a hipodonciat, a legmagasabb szignifikancia
az AT haplotipusra adodott. Az MSX1-PAX9 GT haplotipus marginalis szignifikancidju volt.
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6. A genomikai komplexitds értelmezése

A munka f6 célja az egyszerii nukleotid polimorfizmusok, mint genetikai/genomikai
rizikdtényezOk azonositdsa volt egy velesziiletett fogéaszati rendellenességben, a
fogcesirahidnyban a magyar populacidban. Megvizsgaltunk nyolc esélyes polimorf poziciot az
AXIN2, FGFR1, IRF6, MSX1 és PAX9 géneknél. Ez a genetikai polimorfizmus panel azért
lett kivalasztva, mert kordbban asszocidltnak taladltdk a hipodoncidval, vagy a fogfejlddésben
fontos molekulakat kodolnak. Mindegyik esetben megtalaltuk a vad és ritka allélt, ahogy azt
korabban leirtak.

Azt talaltuk, hogy a PAX9 SNP-k egyenként csak akkor voltak szignifikdnsak
hagyomanyos statisztikdval Osszehasonlitva, ha nem volt Bonferroni korrekcid. De ezek
egylittesen mar fontos faktornak bizonyultak hipodoncidban, ahogy az erds relevancia
kimutatdsra hasznalt BN-BMLA elemzés megmutatta. A mi populacionkban a vad TT
genotipus PAX9-912 esetén ¢és a vad GG genotipus PAX9-1031 esetén novelte a csirahidnyok
eléfordulasat. A PAX9-912 SNP hatasa direktebb volt, mig az 1031-es a 912-esen keresztiil
hatott, az MSX1 gyengébb egyiitthatonak bizonyult.

A haplotipus szintli elemzés megmutatta, hogy a két PAX9-es SNP kapcsolt és szintén

bebizonyitotta, hogy a PAX9 SNP haplotipusoknak erds relevanciajuk van a hypodontia
eléfordulasra, mig az egyedi SNP-knek korlatozott.
Az elvégzett Bayes analizis megmutatta, hogy a PAX9 -912 és 1031 tridadot ad a beteg
allapotaval, a PAX9-1031 SNP-nek markéns egylittes hatdsa van a 912-essel egyiitt, amig az
egyediili hatdsa alacsony. Ezt az egylitthatast megerdsitette a hagyomdnyos statisztika.
Tovéabb az elemzés kimutatta, hogy az MSX1-nek egy hasonloan erds szinergikus hatdsa van
a PAX9 SNP-kkel (3.abra). Az IRF6, FGFR1, Axin2 SNP-knek sem egyediil, sem mas SNP-
kkel egyiitt nem volt hatasa, hozzatéve, hogy a mintaszam power-je ezen SNP-kre relativ
alacsony volt (<0,2).

Az MSX1 és PAX9 kulcs transzkripcios faktorok a korai fogfejlédésben, dontd
szereplik van az odontogén mesenchyma fejlddésében. A molekuldris kolcsonhatdsuk
transzkripcids szinten érvényesiil. Bayes-i elemzésiink megerdsitette az egyiittes erds
relevanciat PAX9 és MSXl1-re (Pr=0,8150). Amint a 3.abra mutatja, a PAX9-es SNP-k
kapcsoltak és erdsitették egymast. Mostowska és tarsai hasonld hatast talaltak AXIN2 SNPk
esetén, melyek szintén kapcsoltak voltak. Most megerdsithetjiik ezt a tipust kolcsonhatést a
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kapcsolt PAX9 SNP-k kozott Bayes-i modszerekkel. Feltételezhetjikk, hogy az optimalis
proteinszerkezet vagy a transzkripcios faktor kotohely tobb Iépésben torzul, kiilonbozéd
mértékli funkcidvesztéssel, tobb vagy kevesebb SNP-t kicserélve.

Eredményeink egyeznek Peres-szel, aki ugyanezen PAX9 SNP-knél a genotipus

frekvencia kiilonbségeket szignifikdnsnak talalta kontrollok és hipodoncidsok kozott, de
komplex hatasokat nem vizsgalt. Az O tanulmanyukban a 912-es SNP magasabb
szignifikanciat adott mint a mi esetiinkben, de az ¢ csirahianyos csoportja tobb harmadik 6rl6
hianyt tartalmazott. A harmadik 6rlék hidnya a 8981-es SNP-hez kotott, tehat a 912-es SNP
valosziniileg nem egy elsddleges okozo faktor harmadik 6rlé agenezisnél, de bizonyos
kockazatot jelenhet. Ellenkezdleg egy kinai populacios tanulmany nem talalt szignifikans
hatast az 1031-esnél fog csirahidnyra, noha masik harom SNP-vel egyiitt haplotipust alkotva
csokkentette a csirahiany kockazatat. Mas PAX9 SNP-s tanulményok kiilonféle eredményeket
adtak. Emberekben a stlyos fenotipusos elvaltozas a kodold régidé mutacidjabol vagy
deléciojabol szarmazik.
Tanulmanyunk megmutatta, hogy a magyar populacidoban a ritka GG genotipus MSX1 SNP-
nél szignifikdnsan novelte a csirahiany eléfordulast. Az MSX1-et normalisan a dentalis
mesenchyma fejezi ki, de nincs jelen a dentalis epitheliumban a csira, sapka, harang
stadiumokban. Valoszinilileg az MSX1 kodolo régids mutécioi hidnyzo kisérlokhoz vezetnek
elsésorban. Az egyetlen populécié szintii kutatas a Rio de Janeiro-i brazil. Azok az adatok azt
sugalljak, hogy 0Osszefiiggés van az MSXI1, PAX9 és TGFa (amit az MSXI1 és PAX9
szabalyoz) kozott, de tovabbi tanulmanyok szilikségesek a pontos kdlcsonhatds megértéséhez
ezen faktorok kozott.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget FGFR1, IRF6 és AXIN2 esetén. Ezeket az
SNP-ket el6zdleg mind kapcsoltnak talaltak a fogcesira hiannyal. Az IRF6 lokusz valtozasa
hozzéjarulhat ritka szindromakhoz, nem szindromas hasadékokat és csirahianyt okozhat,
els6sorban a metszOknél és a kisOrléknél. Az FGFR1 szigndl ttvonal az arcfejlodést
szabalyozza. Ez egy mutacidjanal deriilt ki, ami autoszomalis dominans Kallmann-szindromat
okozott. Az IRF6 mutaciok ajak és szajpad hasadékokkal és kisérld agenezissel kapcsoltak.
Vieira és munkatéarsai szignifikans Osszefiiggést talaltak az IRF6 génpolimorfizmus és a
fogesirahiany kozott egy brazil kevert populacioban, akik féleg kaukazusi portugal 8sokkel
rendelkeztek. De nem tudtdk megismételni ezeket az eredményeket egy ohio-i, USA
populécioban, akik szintén kaukazusiak, de foleg észak eurdpai eredettel. Hasonldan az ohioi-
hoz mi sem talaltunk Osszefliggést FGFR1 és IRF6 esetén a magyaroknal, ezzel genetikai
heterogenitast feltételezve a kiilonb6z6 kaukazusi populaciok kozott. A mi FGFR ritka allél
frekvenciank hasonlé volt az ohio-iakhoz, ahol nem volt hypodontia asszociacid
megfigyelhetd.

Az axin2 egy allvanyfehérje, ami a B-catenint foszforildlja, a Wnt-utvonal tagja az
embriofejlddésben. Eldszor egy finn oligodoncids csaladnél talaltdk meg. Egy késébbi
kozlemény javasolta, hogy az Axin2 polimorf véltozatok asszocialtak lehetnek a hipo és
oligodonciaval is. Harom 0j AXINZ2 génvaridns lett azonositva. A ¢.956+16G és a ¢.2062T
allélok emelt fog agenezis kockézattal jartak. Ezenfelil a ¢.2062C>T tranzicio
megvaltoztathatja az exon splice fokozo specifikus kotohelyeket az SC35 és SF2/ASF fehérje
splicing szabalyozoknal. A magyar populdcidban nem talaltunk szignifikdns Gsszefiiggést a 3
pozici6 és a hianyzo fogak kozott. Ki kell hangsulyozni, hogy a magyar populdcié inkabb
homozigéta ezekre az SNP-kre. A 30224 ritka alléllja sokkal kisebb frekvenciaji a magyar
populécidban, mint a lengyelben (3 és 13%), még ha a tobbi frekvencidja hasonlo is.

Osszefoglalva a PAX9 és MSX1 igen, az IRF6, FGFR1 és AXIN2 SNP nem jatszik fontos
szerepet a magyar populacioban a foghianyok kialakulasaban. Adataink alatamasztjak
a populacioszintii genomikai tanulmanyok jelentoségét és bebizonyitjak a kockazati
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faktor felmérés sziikségességét a kiilonbozo populaciokban. Szintén megerositi, hogy a
Bayes-i elemzés normativ megoldast nytdjt a tobbszoros hipotézis tesztelés
korrekcidjahoz, és a Bayes-i halézat alapu modszerek, foleg a Bayes-i statisztikai keret
megengedi az erdés relevancia elemzését még tobbszoros célvaltozok és kis mintaszam
esetében Is.

1. Kiegészito vizsgadlatok eredményei

Szajpad hasadék és foghiany kapcsolata. A fent leirt vizsgalatokon tal egy ujabb munkaba
fogtunk, ami azonban id6ben mar talnyulik a jelen palyazaton. Elézetes eredményeink a
kovetkezok: A szédjpad hasadékos esetek genomikai vizsgalata soran négy vizsgalati csoportot
alkottunk. A hasadékos (50), hasadék+aplasias (79), aplasias (43) és ehhez tartoz6 kontroll
(46) mintakat is SNP genotipizaldo elemzés ald vetettiik a csirahidanyosokon a mar
rendelkezésre all6 8 SNP probaval, PAX9, MSX1, IRF6, FGFR és AXIN2 génekre. 218-as
esetszamnal szignifikansan kiilonbozott a hasadékos és hasadékos+aplasias betegek MSX1
allélgyakorisaga OR=1,918, p=0,0176, ¢és a hasadékos és csak aplasias betegek
allélgyakorisaga is kozelitett a szignifikdns kiilonbséghez, kiillonbozott a genotipus
gyakorisdg is ugyanezen csoportok koézott, OR=0,458, p=0,0345 és OR=6,674, p=0,0488
sorrendben. FGFR esetén allél és genotipus gyakorisagnal is kozeliten szignifikans
kiilonbséget kapunk kontroll és hasadékosok kozott. A tovabbi vizsgalt SNP-k esetén a
jelenlegi elemszamnal nem taldltunk eltérést. Megbizhatd eredmények eléréséhez tovabbi
mintagytijtést és analizist végziink a jovOben.

Szemfogak hidnya a magyar populicioban. Populacids szintli tanulmanyunk a maradd
szemfog teljes hianyat vizsgalta. Ez az egyik legritkdbb fogazati anomalia. Eléfordulasi
gyakorisdga magasabb az Azsiai populacional. Az ide vonatkozo irodalmi adatok hianyossaga
miatt, célul tlztiikk ki a maradé szemfog aplasia hazai populacion valo vizsgalatat. 4417, 6-8
év kozotti egészséges, gyermekfogaszati és/vagy fogszabalyozasi kezelés céljabdl klinikdnkon
jelentkezd paciens felmérése soran 0,29%-o0s prevalencia volt kimutathato. Ehhez
kapcsolodoan részleteiben elemeztik a szemfog aplasia és a tejfog perzisztencia
Osszefliggéseit. Jelenleg ebben a tekintetben tovabbi mintagytjtés folyik.

Korona/gyokérarany és Talon-csiicsok populacios szintii vizsgalata. Kutatisokat
folytatunk a fog-korona/gyokér arany méretének Osszehasonlitasara magyar német és japan
populédciokban. Kimutattuk, hogy a férfiak szignifikansan magasabb korona/gyokér arannyal
rendelkeznek, mint a ndk. Ezen tényezdben jelentds kiilonbségek mutatkoznak az egyes
nemzeteket reprezentald populaciok kozott. A kiilonbozoség centralis metszok és a szemfogak
esetében a legkifejezettebb. A jelenség hattere genetikai/genomikai hattere még nem
ismert, de ezek az eredmények az ilyen jellegli vizsgalatok sziikségességére mutatnak. Talon-
csiicsokkel kapcsolatos kutatasaink kapcsan 2-6 éves populacion megvizsgaltuk a tejfogakon
a Talon csiicsok megjelenését. Megallapitottuk, hogy a Talon-csiicsok megjelenése ritka és
megjelenése kezelhetd zarodasi problémakhoz vezet. Vizsgalataink ebben a tekintetben is
felvetik a jelenség genetikai/genomikai hatterének vizsgalati lehetdségét.

Szovettani és sejtkultira vizsgalatok — dssejtek a fogban és fogkornyéki szovetekben a
genomikai variabilitas potencialis szerepe. Vizsgalataink stratégiai célja a fogfejlddésben, s
igy potencialisan a fogmegujitasban szerepet jatszo6 tényezok felderitése. Ennek tiikrében fenti
vizsgalataink mellett, az esetek egy kis részében, a klinikai indik4cionak megfeleléen a
bolcsességfogakat tavolitottunk el. Ezen eltavolitott fogak fogbelébdl és a parodontélis
ligamentumbol sikeresen készitettiink sejtkultarat, melyekben &ssejt tulajdonsagokkal
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rendelkezd sejtpopulaciot is sikeriilt kimutattunk. Az igy nyert, alaphelyzetben fibroblaszt
morfologiat mutatd kultardk sikeresen differencialodnak oszteogén iranyba, s6t mas
sejttipusok felé is. Allatkisérletes eredményeink egyértelmiien igazoljak, hogy az igy
sikeresen differencialtatott human fogeredetii sejtek o0szteogén iranyba differencialtatva
befolyasoljak az osszeointegracidt, neurondlis irdnyban pedig képesek sértett agyteriiletre
beépiilni. Ennek kapcsan egy 1j, haromlépéses neurodiffrenciacios protokollt dolgoztunk Ki,
amelynek eredményeként morfologiai, mind funkciondlis bizonyitékokat szolgaltattunk arra,
hogy a sejtek jelentés része idegi iranyba differencialédott. Ezeket a differencialt sejteket
kortikalis sértés mellett patkanyok agyaba juttattuk, s sikeriilt kimutatnunk, hogy a beiiltetett
sejtek még négy héttel a beiiltetés utan is kimutathatok mind a progenitor zonakban,
mind a sértett kortex teriiletén, s mind hisztokémiai, mind elektrofizologiai paraméterek
alapjan funkcionalis idegsejtként viselkednek. Egyértelmli ugyanakkor, hogy az egyes
emberi fogeredetii kultirdk, proliferativ, differencialodasi és regeneracios képessége
nagyfoki variabilitast mutat. Az igy felderitett kiilonbségek genomikai hatterét
elkovetkezo vizsgéalatainkban igyeksziink azonositani.

Budapest, 2012. december 22.

Dr. Tarjan Ildiko
egyetemi tanar
témavezeto

Melléklet: a témaban irt, az Acta Odontologica folyédiratban jelenleg biralat alatt allé
dolgozat
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Abstract
Objectives: We studied the role of multiple single nucleotide polymorphisms in tooth

agenesis in the Hungarian population using a complex approach. Methods: Eight SNPs,
PAX9 -912 C/T, PAX9 -1031 A/G, MSX1 3755 A/G, FGFRI T/C rs881301, IRF6 T/C
15764093, AXIN2-8150 A/G, AXIN2-8434 A/G, and AXIN2-30224 C/T were studied in 192
hypodontia and 17 oligodontia cases and in 260 healthy volunteers. Case-control analysis was
performed to test both allelic and genotypic associations as well as associations at the level of
haplotypes. Multivariate exploratory Bayesian network based multilevel analysis of relevance
(BN-BMLA) as well as logistic regression analysis were performed. Results: Conventional
statistics showed that PAX9 SNP -912 C/T and the MSX1 SNP changed the incidence of
hypodontia, although after Bonferroni correction for multiple hypothesis testing, the effects
were only borderline tendencies. Using a statistical analysis better suited for handling
multiple hypotheses, the BN-BMLA, PAX9 SNPs clearly showed a synergistic effect. This
was confirmed by other multivariate analyses and it remained significant after corrections for
multiple hypothesis testing (p<0.0025). The PAX9-1031-A-PAX9-912-T haplotype was the
most relevant combination causing hypodontia. Interaction was weaker between PAX9 and
MSX1, while other SNPs had no joint effect on hypodontia. Conclusion: Our complex
analysis shows the important role of PAX9 and MSX1 SNPs and of their interactions in tooth
agenesis, while IRF6, FGFRI and AXIN2 SNPs had no detectable role in the Hungarian
population. Our results also reveal that risk factors in hypodontia need to be identified in

various populations since there is considerable variability among them.

Keywords: gene polymorphism, SNP, hypodontia, oligodontia, PAX9, MSX1, FGFR1, IRF6,

AXIN?2, risk factors
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Introduction

Among congenital dental disorders hypodontia is the most frequent one:
approximately 20% of the human population is affected worldwide [1]. The etiology of tooth
agenesis is not fully understood, but is presumably related to both genetic and environmental
factors [2, 3]. The incidence of hypodontia is highly variable. Excluding cases involving
wisdom teeth, 2 to 54 percent of people are affected, depending on the population studied [4-
6].

Congenital lack of six or more teeth, called oligodontia, is observed in less than 1
percent of the population and found to be highly heritable [7-12].

Gene mutation studies in experimental animals have revealed the importance of a high
number of genetic factors in tooth development [13]. The exact weight of the individual
components is not known today, but the complexity of tooth formation is underlined by the
fact that the differential expression of at least 300 genes has been identified during the study
of murine tooth development [14]. However, tooth development in mice is quite different
from that in humans, therefore, extrapolation of animal data requires great precaution.

In humans several mutations of the transcription factors PAX9 and MSX] may lead to
tooth agenesis. Mutation in the coding region of PAX9 [13, 15-19] or the deletion of it [18]
primarily induce conditions with missing molars. Similar data are also available for MSX1
[20, 21].

Mutations of fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) are also associated with tooth
agenesis, as well as with cleft lip and palate [22]. Likewise, interferon regulatory factor 6
(IRF6) gene deletions and point mutations also were shown to be risk factors for cleft lip and
palate and to be associated with premolar agenesis [3, 23]. It has recently been suggested that
mutations of axis inhibition protein 2 (4XIN2) may also contribute to these complex

anomalies [24, 25]. However, nucleotide changes in the genes PAXY, MSX1, FGFRI, IRF6

http://informahealthcare.com/actaodont
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and AXIN?2 present not only as relatively rare mutations resulting in strong phenotypic
changes as described above, but also as single nucleotide polymorphisms which may
represent a low to moderate risk for tooth agenesis [3, 26-29]. Nevertheless, SNP studies on
hypodontia yielded variable results depending on the ethnic groups investigated [3, 5, 19, 25-
27, 30, 31] and on environmental factors. Therefore it is important to determine which
polymorphisms act as actual risk factors in a given ethnic group such as, in our case, the
Hungarian population.

In spite of the well established multigenic origin of tooth agenesis and the relatively large
number of putative genes and polymorphisms involved, complex data analysis is missing up
to now. For such a complex approach a Bayesian multivariate exploratory data analysis of
associations and strong relevance represent a better choice than conventional pairwise
associtation analysis with overstringent corrections for multiple hypothesis testing, where
factors are treated independently. In a complex dependency model, approximation for a joint
relevance based on independently treated posteriors of targets will yield inaccurate and overly
cautious results [32-34]. Probabilistic graphical models in the Bayesian statistical framework
can overcome this problem, especially in the case of complex phenotypes. Bayesian networks
offer a detailed representation of relevance types, dealing with causal, acausal and multitarget
aspects. Thus, they offer a solution for the multiple hypothesis testing problem [32, 35, 36].

In the present work we also used complex statistical analysis, including the Bayesian
Network based Multilevel Analysis of relevance (BN-BMLA) [34] to gene polymorphisms
formerly identified as associated to tooth agenesis. Altogether eight polymorphisms of the
PAX9, MSXI, FGFRI, IRF6, AXIN2 genes were examined in control and tooth agenesis
groups and subjected to both conventional statistics and Bayesian Multilevel Analysis (BN-
BMLA). We expected to identify multiple SNPs as risk factors in the Hungarian population

and also to get an insight into their hierarchical arrangement.

http://informahealthcare.com/actaodont
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Materials and methods

Tissue samples

Oral mucosal scrapings were collected from 469 patients at the Departments of Pedodontics
and Orthodontics at Semmelweis University, University of Pécs and University of Szeged.
Samples were frozen at -20 °C until use for DNA extraction. The study was performed in
conformity with the national law (23/2002 V.9 EiiM) on human experimentation and with the
permission of the National Ethical Committee (#84-258/2008-1018EKU). Before sample
collection, fully informed written consent was received from each individual participating in
the study. A detailed medical and dental examination included general health, oral hygiene
and family history, and also a panoramic X-ray examination. The primary criteria for
hypodontia (Hyp) were at least one missing adult tooth germ, lack of craniofacial
malformation and of any systemic disease. Criteria were the same for Oligodontia (Oli), but at
least 6 missing teeth. The control group (Con) involved healthy volunteers with regular
deciduous and adult denture without any craniofacial abnormalities. There were 260 persons
in the control, 192 persons in the hypodontia and 17 persons in the oligodontia groups. The
clinical and demographic data of participants are displayed in Table I and the distribution of

missing teeth in the sample population is presented in Figure 1.

DNA isolation

DNA was isolated from oral mucosal scrapings using the NucleoSpin Tissue kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany), according to the manufacturer’s instructions. Extracted
DNA was stored at -20 °C. Integrity of the DNA was checked by electrophoresis on 1 %
agarose gel and concentrations were measured using a Qubit fluorometer (Invitrogen-Life
Technologies, Carlsbad, California).

SNP Genotyping

http://informahealthcare.com/actaodont
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Allelic discrimination assays were performed in 2 replicates on a StepOne Real Time
PCR using Tagman SNP Genotyping assays (Applied Biosystems- Life Technologies,
Carlsbad, California). SNP data are described in Table II. Genotyping reactions were
performed in a final volume of 12.5 pl, with the reaction containing 3 ng genomic DNA, 6.25
pl 2x Tagman Universal PCR Master Mix and 0.625 pl 20x Tagman SNP assay. Results
were analyzed using the StepOne software (Applied Biosystems- Life Technologies,

Carlsbad, California).

Statistical analysis

Genotype distribution and the allelic frequencies (Con, Hyp and Oli) were calculated.
Deviation of the observed genotypes from the Hardy—Weinberg equilibrium were tested,
while P values <0.05 were accepted as significant. Allelic and genotypic univariate
association analyses were performed with the statistical software package of the Helmholtz

Institute of Human Genetics, Miinchen, Germany (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-

bin/hw/hwal.pl). Pairwise linkage disequilibrium and haplotype analysis were determined

using the Haploview software (http://www.broadinstitute.org/scientific-

community/science/programs/medical-and-population-genetics/haploview/hap). We applied a

Bayesian network based Bayesian multilevel analysis of relevance (BN-BMLA), which
enables the analysis of associations at different abstraction levels: model-based pairwise
relevance (direct association), relevance of variable sets, and statistical interactions of relevant
variables [34]. Results of the Bayesian multivariate statistical analysis were also confirmed
with logistic regression modeling performed with SPSS using the forward variable selection
method, and PIN=0.05 as the probability threshold for variable entry, and POUT=0.1 as the

threshold of removing a variable from the model.

http://informahealthcare.com/actaodont



Page 9 of 29

©CoO~NOUTA,WNPE

Acta Odontologica Scandinavica

Results

In our study the number of missing teeth in the hypodontia group (192 cases) was 363.
There were 73 (38%) persons with one missing tooth, 83 (43%) with two teeth, 18 (9%) with
three, 15 (8%) with four and 3 (2%) with five. Of single missing teeth, the left lower second
premolar tooth was the most frequent. Of double missing teeth, missing upper lateral incisors
were the most frequent combination. The frequencies of missing tooth groups were the
following, in decreasing order: 105 upper lateral incisors (28.9%), 101 lower second
premolars (27.8%), 55 upper second premolars (15.2%), 30 lower third molars (8.3%) and 19
lower central incisors (5.2%) (Figure 1). 111 (58%) of agenesis cases were asymmetric and
81 (42%) were symmetric. The prevalence of missing teeth was higher in the posterior
segment (premolars and molars 224, 62%) than in the anterior segment (incisors and canines
139, 38%), slightly higher on the right side (189, 52% vs. 174, 48% on the left), and higher in
the maxilla (189, 52%) than in the mandible (174, 48%). However, differences were not
significant by T-test. The prevalence of oligodontia was calculated to be 8% of the agenesis

cases, however, their number (17) was too low for statistical analysis.

Single nucleotide polymorphisms

Control (Con), hypodontia (Hyp) and oligodontia (Oli) groups were examined for the
following eight SNPs: PAX9 -912 C/T, PAX9 -1031 A/G, MSX1-8755 A/G, FGFRI-
26190464 T/C, IRF6-1149 T/C, AXIN2-8150 A/G, AXIN2-8434 A/G, and AXIN2-30224 C/T
by SNP Genotyping analysis. Control populations were in Hardy Weinberg (HW) equilibrium
for all studied SNPs. Of the hypodontia cases PAX9-912, AXIN2-8150 and AXIN2-8434, and

of the oligodontia cases FGFRI, AXIN2-8434 and AXIN2-30224 were not in HW equilibrium.
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Linkage disequilibrium (LD) analysis showed that only the PAX9 SNPs were in LD (Figure 2
A), whereas the AXIN2 8150 and 8434 SNPs were not in LD (Figure 2 B). The AXIN?2
30224 SNP was not handled by the database.

Allelic frequencies compared by Chi-square test were not significantly different
between controls and Hyp or Oli cases for any SNPs. Genotype frequencies of FGFRI, IRF6
and AXIN2 SNPs did not differ in the investigated groups. On the other hand, genotype
frequencies were significantly different under dominant and recessive models in hypodontia
for PAX9-912, p=0.0128, (OR=1.672); PAX9-1031, p=0.0333, (OR=1.546); and MSXI,
p=0.0143, (OR=2.553) SNPs compared to control (TablelIl). The number of Oli patients was
too small for any statistical consideration. There were no significant differences in allelic
frequencies or in genotypes between male and female controls or cases either. When
calculating the Bonferroni correction for the 8 SNPs (resulting in a decrease of acceptable
significance level from p<0.05 to p<0.00625) all the above described tendencies can be

interpreted as trends only.

Bayesian statistics

Because of the overly stringent handling of multiple hypothesis testing by
conventional tools, particularly in a multivariate context, an additional statistical analysis was
performed by Bayesian statistical methods, to identify interactions among the investigated
SNPs. According to BN-BMLA analysis, the two SNPs of PAXY gene (PAX9 -912 C/T:
152073246, Pr=0.994977 and PAX9 -1031 A/G: rs2073244, Pr= 0.995578) showed relevant
association with hypodontia. This probability value (Pr) reflects the Markov blanket
membership probability, which is a pairwise model-based association measure of a given
variable with respect to the target variable (i.e. hypodontia in this case) (for theoretical details

see [32, 34]. The higher this probability value is (i.e. closer to 1) the more relevant the
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variable is with respect to the target variable. Therefore, both of these SNPs are considered as
highly relevant. Similarly to previous studies, gender seemed to be a relevant factor with
respect to hypodontia, as the corresponding odds were remarkably different in case of males
and females (1.23 and 0.57, respectively). Consequently, gender was included as a covariate
in all models.

Furthermore, the BN-BMLA analysis also shows that PAX9 SNPs form a statistical
interaction having a joint effect on tooth agenesis. This was validated with logistic regression.
The BN-BMLA analysis was also performed with merged genotypes
(heterozygote+homozygotel and heterozygote+homozygote 2). As a result, in addition to
PAX9 SNPs, the MSX1 A/G SNP has also been found to show association with hypodontia
(Pr=0.81546) (Figure 3).

Logistic regression analysis (Table IV) confirmed the strong significance of the
interaction of PAX9 -912 C/T and PAX9 -1031 A/G (exp(B)=0.002, C.1.95%: [0.00009-
0.034], p-value < 0.00002), and also the moderate significance of MSX1 A/G (exp(B)=0.354,
C.1.95%: [0.153-0.817], p-value < 0.01498).

Haploview analysis also showed interaction between PAX9 -1031 and PAX9 -912
SNPs. AC, AT, GC haplotype renders hypodontia more frequent, the significance value was
the highest for the AT haplotype. MSX1 - PAX9 GT haplotype frequency was only borderline

significant (Table V).
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Discussion

The developmental absence of one or more teeth is not an uncommon phenomenon.
But the prevalence of developmental missing teeth in the permanent dentition shows great
variations between populations due to multiple factors, such as genomic and environmental
elements. A recent report concerning the Caucasian population recorded prevalence rates of
hypodontia between 3 and 11% [37]. The most often missing teeth worldwide are the lower
second premolars followed by the upper second incisors [38-45]. This order is reversed in
the Hungarian population as reported previously [46] and also confirmed in the present
study: the order of prevalence of agenesis is upper second incisor > lower second premolar
> upper second premolar > lower third molar > lower central incisor. All of these data are in
line with the terminal reduction theory [47], which suggests that the reduction of the distal
element of a tooth group occurs more frequently then that of a mesially placed teeth.
Therefore, the second premolars, the upper second incisors and the third molars are the most
often absent [39, 46, 48]. These findings are also in accordance with the general rule: if only
one or a few teeth are missing, the missing germ ordinarily will be the most distal tooth of
any given type [49-51]. From another point of view, the data correlate with Butler’s field
theory which states that the most mesially situated tooth is the most stable in each
morphological class. In each developmental field in a tooth group, there is a genetically
stable ‘key tooth’, while at the end of the field, the teeth show less stability [52, 53]. It is
interesting to note that the Chinese population is an outlier compared to others with their
highest number of missing mandibular incisors [54].

A number of previous investigations found symmetrical hypodontia to be more

frequent than asymmetrical [39, 41-43, 55]. But in the Hungarian population we found an
asymmetrical prevalence, with right maxillary lateral incisor agenesis and more missing

posterior teeth. Furthermore, our results are in line with most previous findings about similar

http://informahealthcare.com/actaodont 1



Page 13 of 29

©CoO~NOUTA,WNPE

Acta Odontologica Scandinavica

12

frequencies at the right and left sides and in different [5, 39-41, 43, 45, 56], but not with other
papers which report significant differences in this respect [57, 58].

The main purpose of our study was to identify single nucleotide polymorphisms as
genetic/genomic risk factors in tooth agenesis, a congenital dental disorder in the Hungarian
population. We investigated eight different potential polymorphic positions in the AXIN2,
FGFRI, IRF6, MSXI and PAX9 genes. This particular panel of genetic polymorphisms was
selected because they had either been associated previously with hypodontia [3, 26] or these
genes have already been shown to code important molecules in the process of tooth agenesis
[14, 20]. Indeed, in all cases we could demonstrate the existence of wild type and rare alleles
as suggested before [15, 26].

We found that the differences in the genotype frequencies of PAX9 -912 C/T (rs
2073246) and -1031 A/G SNPs (rs 2073244) were significant individually between controls
and agenesis cases only when compared by traditional statistics without Bonferroni
correction. But they are jointly important factors for hypodontia as indicated by the BN-
BMLA method used for the analysis of strong relevance. In our population, the major TT
genotype for PAX9-912 and the major GG genotype for PAX9-1031 increased the incidence
of tooth agenesis. The effect of the -912 SNP was more direct on hypodontia while the -1031
SNP acted through the -912 SNP, while MSX1 seemed to be a weaker contributor.

The haplotype level analysis performed by Haploview indicated that the two PAX9
SNPs are linked (Table V) and also provided evidence that PAX9 SNPs haplotypes have a
strong effect on hypodontia prevalence, whereas single SNPs have a limited one.

The performed Bayesian statistical analysis also showed that the PAX9 -912 and -1031
formed a triade with patients’ state, revealing that Pax9-1031 SNP had a marked joint effect
together with the -912 SNP, while its individual effect was only weak (Figure 3). This

interaction was confirmed by traditional statistics. In addition, the analysis showed that the
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MSX1 SNP is similarly strongly relevant with potential synergistic effect with PAX9 SNPs
(Figure 3). IRF6, FGFRI and AXIN2 SNPs were not associated to hypodontia, neither alone,
nor together with other SNPs, although the power of the sample size for these SNPs was
relatively low (<0.2).

MSXI and PAXY proteins are key transcription factors in the early dental development
having a crucial role in the formation of odontogenic mesenchyme [59]. Their molecular
interaction is at the level of the transcription [21, 60]. Our Bayesian multivariate analysis also
confirmed the joint strong relevance of PAX9 and MSX1 (Pr=0.8150). As Figure 3 shows,
PAX9 SNPs were in linkage and they intensified each others’ effect. Mostowska et al. [24]
found a similar effect between AXIN2 SNPs, which were also in linkage with each other. Now
we could confirm this type of interaction between linked PAX9 SNPs by Bayesian methods.
We can hypothesize a multistep distortion of the optimal protein structure, or transcription
factor binding site with various grades of loss of function, substituting more or less SNPs.

Our results are in concordance with Peres [26], who found genotype frequencies of
both PAX9 -912 and -1031 SNPs significantly different between controls and tooth agenesis
patients, but they did not investigate complex effects. In their study the -912 SNP variation
yielded more significant differences than in our case, but their tooth agenesis group included
mostly third molar hypodontia. The third molar hypodontia is thought to be linked to the 8981
SNP (rs4904210) [61], so the -912 SNP is probably not a primary causative factor for third
molar agenesis, but it may still represent a certain level of risk. On the contrary, an
investigation in Chinese population found no significant effect of -1031 rs2073244 on tooth
agenesis, although when grouped together with three other PAX9 SNPs (rs 2073245,
2073247, 4904210), an AGGC haplotype was found to decrease the risk of tooth agenesis

[54]. Studies with other PAX9 SNPs yielded variable results [61-64]. In humans severe
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phenotype changes result from the mutation of the coding region of PAX9 gene [13, 15-19] or
from the deletion of PAX9 [18].

Our study shows that in the Hungarian population the minor GG genotype for MSX]-
3755 SNP significantly increased the incidence of tooth agenesis. MSXI is normally
expressed in dental mesenchyme, but it is not present in the dental epithelium during the
development of bud cap and the bell stages of tooth development [29, 65, 66]. Most probably,
mutations in the coding region of MSX/ primarily lead to missing premolars [20]. The only
population level study in this respect was carried out in Rio de Janeiro, Brazil. Those data
suggest that there is a relationship between missing teeth and the genes MSX1, PAX9 and
TGFA (which is actually regulated by MSX1 and PAXY), but further studies are needed to
understand the exact relationship between these factors [20].

We found no significant difference in FGFRI (rs 881301), IRF6 (rs 764093) and
AXIN2 SNPs (rs 2240308, rs 2240307, rs 35415678). These SNPs were all previously found
to be associated to tooth agenesis [3, 24]. The /RF6 gene locus appears to contribute to rare
syndromes, non-syndromic oral clefts, and tooth agenesis, preferentially incisors and
premolars [3, 67, 68]. The FGFRI signaling pathway regulates facial development evidenced
by its mutation, which causes the autosomal dominant Kallmann syndrome [22]. /RF6
mutations appear to be associated with cleft lip and palate and with premolar agenesis [3].
Viera and his coworkers found a significant association between /RF6 (rs17015215, rs7802),
FGFRI (rs881301) gene polymorphisms and tooth agenesis in an admixed population from
Brazil which is predominantly Caucasian with Portuguese ancestry [3]. But they could not
replicate these findings in a population from Ohio, USA, which is also of Caucasian origin,
but predominantly involving descendents of Northern Europeans [3]. Similar to the Ohio
population, we did not find a significant association between /RF6 (rs764093) and FGFRI

(rs881301) SNPs and tooth agenesis in Hungarians, suggesting genomic heterogenity among
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different Caucasian population. Our FGFR rare allele frequency (38 %) was similar to that of
the Ohio population (39 %), in which no association with hypodontia was observed either [3].

AXIN? is a scaffold protein, which phosphorylates B-catenin, a member of the Wnt
pathway of embryonic development. First it was found to be associated with a Finnish
oligodontia family [24]. A later finding suggested that AXIN2 polymorphic variants may be
associated with both hypodontia and oligodontia [24]. Three novel AXIN2 gene variants were
identified (c.956+16A>G, c.1060-17C>T and ¢.2062C>T). Individuals carrying the
c.956+16G and c.2062T alleles exhibited an increased risk of tooth agenesis. Moreover, the
¢.2062C>T transition may change exon splice enhancer-specific binding sites of the protein
splicing regulators SC35 and SF2/ASF [24]. In the Hungarian population, we found no
significant association between AXIN2 markers in positions 8150 (rs 2240308), 8434 (rs
2240307), 30224 (rs35415678) and missing tooth. We have to emphasize though that the
Hungarian population seems to be homozygous for this SNP. The rare allele frequency for
AXIN2 30224 C/T (rs 35415678) was much lower in the Hungarian population than in the
Polish one (3 % and 13 %, respectively), even though the frequencies of the other two AXIN2
SNPs were similar.

In conclusion, among the investigated single nucleotide polymorphisms PAX9 and
MSXI but not IRF6, FGFRI and AXIN2 SNPs seem to have an important role in tooth
agenesis in the Hungarian population. Our data also reveal the importance of population level
genomic studies and provide evidence for the necessity of risk factor evaluation in different
populations. It also confirmed that Bayesian multivariate analysis provides a normative
solution for the correction of multiple hypothesis testing, and Bayesian network based
methods, particularly in the Bayesian statistical framework, allow the analysis of strong

relevance even in the case of multiple target variables and small sample size.
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Table and figure captions:

Table I: The demographic characteristics of participants
Table II: Major data about the 8 analyzed SNPs

Table III: Genotype distribution and allele frequencies in hypodontia (Hyp) and control (Con)
group

Table IV. Logistic regression analysis of merged genotypes

Table V: Haploview analysis of PAX9 -912 - PAX9 -1031and PAX9 -912-MSX]I haplotypes

Figure 1: Distribution of tooth agenesis in upper and lower jaw of the hypodontic individuals.
The most frequently missing teeth were the upper lateral incisors in the maxilla, followed by

the second premolars in the mandible and the second premolars in the maxilla.

Figure 2: Pairwise linkage disequilibrium (LD) analysis of PAX9 and AXIN2 SNPs. A)
Pairwise linkage disequilibrium (LD) among PAX9 SNPs (rs2073246 and rs2073244). B) No
pairwise linkage disequilibrium (LD) among AXIN2 SNPs (rs2240308 and rs2240307). The

numbers in the break-even points are the D’ values

Figure 3: A potential dependency model in hypodontia. Three SNPs in 2 genes were found
relevant in connection with hypodontia phenotype. The thickness of the visible arrows
demonstrate the strength of their effect on the development of tooth agenesis. The two Pax9
SNPs together (the major TT genotype for Pax9-912 and the major GG genotype for Pax9-
1031) have stronger relevance, than e.g. Msx1-8755 or Pax9-912 alone. The Pax9-1031 SNP
has no individual effect, but through the PAX9-912 together they are intensifying each others
influence. At our sample number the remaining 5 SNPs were not associated (neither
calculating the conventional, nor the BN-BMLA statistical approaches) to hypodontia in the

Hungarian population.
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Table I: The demographic characteristics of participants
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Hypodontia group Oligodontia group Control group
Family characteristic
(Hyp) N (%) (Oli) N (%) (Con) N (%)
Total number 192 17 260
Gender distribution
Male 84 (44 %) 8 (47 %) 69 (27 %)
Female 108 (56 %) 9 (53 %) 191 (73 %)
Age (mean + SD) 18.9 +£7.7 21 +6.1 26.2+13.4
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Table II: Major data about the 8 analyzed SNPs

dbSNP

Gene Major/minor allele | rs number TaqgMan SNP Assay ID

(position)
FGFR1 | T/C (26190464) rs 881301 C_ 8844845 10
IRF6 T/C (1149) rs 764093 C_ 2500195 10
MSX1 | A/G (3755, 8755) rs 12532 C_ 26933394 10
PAX9 | C/T (912, 8221) rs 2073246 C_ 11921290 10
PAX9 | A/G(-1031, 8102) s 2073244 C 11921292
AXIN2 | A/G (-148, 8150) s 2240308 C_ 2577354 1_
AXIN2 | A/G (-432, 8434) rs 2240307 C__25471570_10
AXIN2 | C/T (2062, 30224) rs 35415678 | C__60544507_10
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Table III: Genotype distribution and allele frequencies in hypodontia (Hyp) and control (Con) group
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CTltml Hypfdontla Ollgo_dontla Statistical Analysis (Hypodontia)
(n=260) (n=192) (n=17) Genotypes Genotypes Allelles
Polymorphism N,% N,% N,%
PAX9-912 C/T
C/C 98 (38%) 51 (27%) 7 (41%) C/C vs.C/T & T/IT C/C & C/T vs.T/T Cvs. T
C/T 121 (46%) 111 (58%) 9 (53%) %*=6.19 x*=0.0 v=2.75
T/T 41 (16%) 30 (15%) 1 (6%) P=0.0128* P=0.9668 P=0.0974
OR=1,672 (1,114-2,512) OR=1.011 (0.605-1.688) OR=1.254 (0.959-1.638)
C 317 (61%) 213 (55%) 23 (68%)
T 203 (39%) 171 (45%) 11 (32%)
PAX9-1031 A/G
A/A 98 (38%) 54 (28%) 7 (41%) A/A vs. A/IG&G/G A/A&A/G vs. G/IG Avs.G
A/G 121 (46%) 106 (55%) 9 (53%) =453 x=0.07 ¥=2.5
G/G 41 (16%) 32 (17%) 1 (6%) P=0.0333* P=0.7977 P=0.1142
OR=1.546 (1.034-) OR=0.936 (0.565-1.551) OR=1.241 (0.949-1.621)
A 317 (61%) 214 (56%) 23 (68%)
G 203 (39%) 170 (44%) 11 (32%)
MSX1 8755 A/G
A/A 120 (46%) 98 (51%) 7 (41%) A/A vs. A/IG&G/G A/A&A/G vs. G/G Avs. G
A/G 111 (43%) 85 (44%) 8 (47%) ¥?>=0.9793 %*=6.00 x=3.38
G/G 29 (11%) 9 (5%) 2 (12%) P=0.3224 P=0.0143* P=0.0658
OR=1.208 (0.831-1.755) OR=2.553 (1.179-5.528) OR=0.761 (0.569-1.018)
A 351 (67%) 281 (73%) 22 (65%)
G 169 (33%) 103 (27%) 12 (35%)
FGFR1 T/C
T/T 95 (37%) 75 (40%) 7 (44%) C/Cvs. C/T&T/T C/C&C/T vs. T/T Cvs. T
C/T 117 (45%) 85 (45%) 6 (37%) ¥>=0.61 x*=0.42 x=0.77
Cc/C 47 (18%) 29 (15%) 3 (19%) P=0.4350 P=0.5177 P=0.3800
OR=1.223 (0.737-2.029) OR=0.88 (0.599-1.295) OR=1.129 (0.861-1.482)
T 307 (59%) 235 (62%) 20 (63%)
C 211 (41%) 143 (38%) 12 (37%)

IRF6 1149 T/C
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T/T
T/C
c/C

T
C

AXIN2-8150 A/G
A/A
A/G
G/G

A
G

AXIN2-8434 A/G
A/A
A/G
G/G

A
G

AXIN2-30224 C/T
c/C
C/T
T/T

C
T

189 (73%)
61 (24%)
9 (3%)

439 (85%)
79 (15%)

65 (25%)
142 (55%)
53 (20%)

272 (52%)
248 (48%)

252 (97%)
8 (3%)
0 (0%)

512 (98.5%)
8 (1.5%)

239 (92%)
20 (7.5%)
1(0.5%)

498 (96%)
22 (4%)

141 (74%)
45 (24%)
5(2%)

327 (86%)
55 (14%)

45 (23%)
115 (60%)
32 (17%)

205 (53%)
179 (47%)

189 (98.5%)
2 (1%)
1(0.5%)

380 (99%)
4 (1%)

179 (94%)
12 (6%)
0 (0%)

370 (97%)
12 (3%)

Acta Odontologica Scandinavica

14 (82%)
3 (18%)
0 (0%)

31 (91%)
3 (9%)

7 (41%)
7 (41%)
3 (18%)

21 (62%)
13 (38%)

17 (100%)
0 (0%)
0 (0%)

34 (100%)
0 (0%)

16 (100%)
0 (0%)
0 (0%)

32 (100%)
0 (0%)

P value was calculated by Chi-square test at 95% confidence interval

OR=0dds Ratio (Confidence Interval)

T/T vs. T/C&C/C
£=0.04
P=0.8404
OR=0.957 (0.627-1.462)

A/A vs. A/IG&G/G
x>=0.15
P=0.7019
OR=1.089 (0.704-1.684)

AJA vs. A/G&G/G
»=1.07
P=0.3016
OR=0.500 (0.131-1.91)

T/T vs. C/T&C/C
x*=0.74
P=0.3908
OR=2.214 (0.09-54.641)

http://informahealthcare.com/actaodont

T/T&T/C vs. C/C
£=0.27
P=0.6047
OR=1.339 (0.442-4.062)

A/A&A/G vs. G/IG
¥=1.00
P=0.3173
OR=1.28 (0.788-2.079)

A/A&A/G vs. G/G
»=136
P=0.2440
OR=0.245 (0.01-6.048)

T/T&C/T vs. C/C
x=0.52
P=0.4697
OR=0.763 (0.366-1.592)

Tvs.C
v>=0.13
P=0.7223
OR=0.935 (0.644-1.357)

Avs. G
¥=0.1
P=0.7483
OR=0.958 (0.735-1.247)

Avs. G
r>=0.42
P=0.5188
OR=0.674 (0.201-2.254)

Tvs.C
¥*=0.72
P=0.3960
OR=1.362 (0.666-2.788)
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Table IV: Logistic regression analysis of merged genotypes.

95% C.1.for EXP(B)
p-value | Exp(B) | Lower Upper

PAX9 -912 C/T (dom) 0.01017 | 15402 | 1914 | 123.963
0.00624 | 17390 | 2246 | 134.630

PAX9 -1031 A/G (dom)

MSX1 A/G (rec) 0.01498 | 354 153 817

PAX9 -1031 A/G by 0.00002 | .002 000 034

PAX9 -912 C/T (dom)

C.I. :confidence interval

(rec): recessive model (heterozygote+homozygotel)

(dom):a dominant model (heterozygote+homozygote 2).
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Table V: Haploview analysis of PAX9 -912 - PAX9 -1031 and PAX9 -912-MSX1

haplotypes
PAX9 -1031(A/G) + PAX9 -912(C/T)
Haplotype Associations
Blocks | Frequency | Case Ratio | Control Ratio e p value Permutation
p-value
AC 0.289 85.7:302.3 176.3 : 343.7 15.104 0.0001 0.0045
AT 0.041 33.3:354.7 3.7:5163 35.192 2.99E-09 0.00E+00
GC 0.033 26.3:361.7 3.7:516.3 25.576 4.25E-07 0.0001
GT 0.638 242.7:145.3 336.3:183.7 0.432 0.5112 0.9671
MSX1 8755 (A/G) + PAX9 -912(C/T)
Haplotype Associations
Blocks | Frequency | Case Ratio Control Ratio e p value Permutation
p-value
AC 0.094 32.3:355.7 53.0:467.0 0.902 0.3423 0.7345
AT 0.231 84.7:303.3 125.0:395.0 0.615 0.4329 0.8315
GC 0.228 79.7 :308.3 127.0:393.0 1.913 0.1666 0.4623
GT 0.448 191.3:196.7 215.0:305.0 5.704 0.0169** 0.065*

**: significant
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Distribution of tooth agenesis in upper and lower jaw of the hypodontic individuals.
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Pairwise linkage disequilibrium (LD) analysis of PAX9 and AXIN2 SNPs.

21 A) Pairwise linkage disequilibrium (LD) among PAX9 SNPs (rs2073246 and rs2073244).

22 B) No pairwise linkage disequilibrium (LD) among AXIN2 SNPs (rs2240308 and rs2240307). The numbers in
23 the break-even points are the D’ values
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PAX9-912

AXIN2-8434 .ﬂ
AXIN2-8150

A potential dependency model in hypodontia.

Three SNPs in 2 genes were found relevant in connection with hypodontia phenotype. The thickness of the
visible arrows demonstrate the strength of their effect on the developement of tooth agenesis. The two Pax9
SNPs together (the major TT genotype for Pax9-912 and the major GG genotype for Pax9-1031) have
stronger relevance, than e.g. Msx1-8755 or Pax9-912 alone. The Pax9-1031 SNP has no individual effect,
but through the PAX9-912 together they are intensifying each others influence. At our sample number the
remaining 5 SNPs were not associated (neither calculating the conventional, nor the BN-BMLA statistical
approaches) to hypodontia in the Hungarian population.
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