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OZET

Yilmaz, D., Diabetes mellitus ve kronik periodontitisin diseti dokularinda
antimikrobiyal peptid ekspresyonu iizerine etkileri. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Periodontoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2014. Siirekli
olarak bakteriler ile yakin temasta olan oral kavitede antimikrobiyal peptidler dogal
immiin cevapta 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Diabetes Mellitus (DM) periodontal
hastaliklara sebep olabilen olduk¢a yaygin bir metabolik hastaliktir. Giiniimiizde DM
hastalarinda defensin ve kathelisidin salinimi ile ilgili smirli miktarda bilgi
bulunmaktadir. Bu nedenle, ¢alismamizin amact DM’li hastalarda defensin salinim ve
fonksiyonlarindaki farkliliklart tanimlamaktir. Gingival doku ornekleri, periodontal
tedavi gereksinimi olan DM teshisi konulmus 14 bireyden (T2DM+GP), sistemik
olarak saglikli ancak periodontitis teshisi konulmus 11 bireyden (GP) ve sistemik ve
periodontal olarak saglikli 13 bireyden (Kontrol) alinmistir. Doku 6rnekleri % 4
paraformaldehit iginde fikse edildikten sonra parafin bloklara gomiilmiistiir. Beta-
defensin 2, 3 (hBD-2, -3) kathelisidin (LL-37) ve sitokeratin-19 (CK-19) igin
immunhistokimyasal boyamalar yapilmistir. Ornekler 151k mikroskobu altinda x40
biiylitmede incelenmistir. Pozitif boyanan hiicreler sayilarak toplam hiicre sayisina
oranlanmistir. Kontrol grubunda hBD-2 superfisial tabakalarda bulunurken
hCAP18/LL-37 ve hBD-3 bazal tabakada tespit edilmistir. T2DM+GP ve GP
gruplarinda mevcut antimikrobiyal peptidler tiim tabakalarda gozlenmistir. hBD-2
hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda gozlenirken, hBD-3 ve hCAP18/LL-37
hiicrelerin sadece sitoplazmalarinda izlenmistir. hBD-2 (p=0.005), hBD-3 (p=0.007)
ve hCAP18/ LL-37 (p=0.002) salimmlar1 T2DM+GP’de anlamli derecede daha
yiksek bulunmustur. DM ve periodontitise sahip bireylerdeki hBD-2, -3 ve
hCAP18/LL-37’nin asir1 salimmmi DM’de goézlenen bozulmus bagisik yanitin
sebeplerinden biri olabilir. Antimikrobiyal peptidlerin DM’deki bagisiklik yaniti ve
yara iyilesmesi iizerine olan etkileri ileri calismalarla incelenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Defensin, Diabetes Mellitus, Periodontitis

Destekleyen Kurumlar: H.U.B.A.B, Tez Destekleme 014 T12 102 001



Vi

ABSTRACT

Yilmaz, D,. The Effect of Diabetes Mellitus and Chronic Periodontitis on the
Expression of Antimicrobial Peptides in Gingival Tissues. Hacettepe University
Health Sciences Institute PhD Thesis in Periodontology, Ankara, 2014.
Antimicrobial peptides of the epithelium play a significant role in the innate immune
response in the oral cavity, which is constantly exposed to microbes. Type 2 diabetes
mellitus (T2DM) is a highly prevalent metabolic disease which is related to periodontal
disease. To date, little is known about expressions of antimicrobial peptides in gingival
epithelia of diabetics. Our aim was to examine the expression and localization of
human beta-defensins (hBD)-2 and -3 and cathelicidin (hnCAP18/LL-37) in diabetic
subjects suffering from generalized periodontitis (GP). Gingival tissue sections were
collected from three subject groups: 14 T2DM subjects with GP (T2DM+GP), 11
systemically healthy GP patients (GP), and 13 systemically and periodontally healthy
subjects (control). Surgical incisions targeted the sulcular epithelium and/or the bottom
of the selected periodontal pocket. Tissue specimens were fixed in paraformaldehyde
and embedded in paraffin blocks. Immunohistochemistry stainings were performed for
cytokeratinl9, hBD-2, hBD-3 and hCAP18/LL-37. Stainings were examined under
light microscope with 40x magnification. Results were statistically evaluated by the t-
test. In controls, hBD-2 was localized at the superficial layers of the gingival
epithelium, hBD-3 and hCAP18/LL-37 were at the basal layers, whereas in subjects
with periodontitis both defensins were visible at all epithelial layers. hBD-2 was
detected in the nucleus and cytoplasm, while hBD-3 and hCAP18/LL-37 were detected
only in the cytoplasm of the cells. Expressions of hBD-2 (p=0.005), hBD-3 (p=0.007),
and hCAP18/LL-37 (p=0.002) were elevated in subjects with T2DM+GP in
comparison to controls. No statistically significant difference was found in the
expression of hBD-2, -3, and hCAP18/LL-37 between the GP group and the control
or T2DM+GP groups. Gingival antimicrobial peptides are overexpressed in T2DM.
This outcome can be part of impaired immune response in diabetics, and underlying
factors and mechanisms need to be elucidated.

Keywords: Defensin, Diabetes Mellitus, Periodontitis
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1. GIRIS

Insanlarda diseti epiteli, periodonsiyumun sert ve yumusak dokularini koruyan

cok katli yassi epitelden olusur. Cok katli yassi epitel agiz iginde devamlilik
gostermekle birlikte fonksiyonel ve morfolojik agidan oral gingival, oral sulkuler ve
birlesim epiteli olmak tizere ii¢ farkli yapida goriiliir.(1) Diseti epiteli oncelikle 6zel
hiicre-hiicre baglantilar1 ve keratinize yapisiyla oral kavitedeki fiziksel, kimyasal ve
bakteriyel ataklara kars1 giiclii fakat pasif bir bariyer gorevi goriir. Periodontal hastalik
patogenezine yonelik daha ileri ¢alismalar epitelin bu fiziksel bariyer gorevinin yani
sira hiicresel ve kimyasal bariyerlere de sahip oldugunu gostermistir.(2) Biitiin bunlara
ek olarak epitel hiicreleri oksijen bagimsiz bir grup olan antimikrobiyal peptidleri de
tiretebilirler. Memelilerde en 6nemli antimikrobiyal peptid grubu defensinlerdir.(2,3)
Defensinler kiiciik, katyonik antimikrobiyal peptidler olup genetik koken olarak
kromozom 8p23’den koken alirlar ve amfipatik yapili molekiillerdir. Katyonik
yapilarindan dolay hidrofobik ve hidrofilik kiimelenmeler yapabilirler.(4) insanlarda
a ve B olmak tizere 2 farkli defensin grubu tanimlanmistir.(5)
a — defensinler (HNP) polimorfoniiklear 16kositler ve intestinal hiicreler tarafindan
tiretilirken, B-defensinler (hBD 1-4) epitel hiicreleri tarafindan tretilirler.(6,7) LL-37
ise memeli antimikrobiyal proteinlerinin 6nemli bir kismini olusturan kathelisidin
grubuna ait olan bir bagka savunma proteinidir.(8) Bu katyonik peptid 18-kDa
agirhginda kathelisidin adi verilen Oncii bir proteinden olusur ve de bu proteinin
proteolitik olarak ¢6ziilmesi ile aktif formuna kavusur.(7) Kathelisidinler insanlarda
sadece LL-37 formatinda bulunurlar. LL-37 nétrofillerin sekonder graniillerinde
bulunur, ayn1 zamanda insan gingival epitel hiicrelerinden de iiretilebilir.(2,9)

Ag1z i¢i bosluk, devamli olarak mikrobiyal ajanlarla temas halinde olan ve bu
mikrobiyal ajanlarin yasamini kolaylastirici  6zelliklere sahip bir bolgedir.
Antimikrobiyal peptidlerin 6nemli bir grubunu olusturan defensin ve kathelisidinler
insanlarda ilk olarak antimikrobiyal 6zelliklerine gore tanimlanmiglardir.(10) hBD 1-
3 ve LL-37’nin Gram (+) ve Gram (—) bakterilere, funguslara ve ¢esitli zarfl1 viriislere
karst antimikrobiyal o&zellikleri tanimlanmistir.(7) Tim bu antimikrobiyal
aktivitelerinin disinda bir dizi hiicresel fonksiyon da defensinler tarafindan diizenlenir.
LL-37 ve hBD 1-3’iin dendritik hiicreler, nétrofiller ve mast hiicreleri tizerinde

kemotaktik etkileri oldugu gosterilmistir.(11-13) Bu etkileri ile baglangic immiin



yanitin dnemli molekiillerinden olma 6zelligini kazanirlar. Ek olarak pro-inflamatuar
sitokinler ve kemokinlerin ¢apraz regiilasyonunda da yer alabilirler. Ornegin, hBD 2-
4’tn interlokin (IL) -6, IL-10 ve makrofaj inflamatuar protein-3o salinimini pozitif
yonde artirdigi gosterilmistir.(14) Nekrotik nétrofillerden salinan HNP’lerin ise
makrofajlardan iiretilen gesitli sitokinlerin salinimini engelledigi ve sonug olarak da
anti-inflamatuar etkisi oldugu gosterilmistir. Bunlara ek olarak, defensinlerin
kazanilmis bagisik yanitta da rolleri vardir. Immatur dendritik hiicrelerin
aktivasyonundan sonra HNP ve hBD 2-3‘in T ve B hiicreleri iizerinde kemotaktik
ozellikler gostererek, ilgili hiicreleri epitel dokusunun igine cektigi, baslangic ve
kazanilmis bagisiklik sistemleri arasinda bir gegis 6zelligi tasidigi gosterilmistir.(7)

Immiin yanita olan etkilerinin yani sira defensin ve kathelisidinler, yara
iyilesmesi ve hiicresel proliferasyon gibi pek cok siiregte de aktif olarak yer alirlar.
hBD-2 ve -3’in keratinositlerin migrasyon ve proliferasyonlarini arttirdigi
gosterilmistir.(14) Baroni ve ark. (15) tarafindan yapilan in-vitro ¢alismada ise hBD-
2’nin endoteliyal hiicrelerin proliferasyon, migrasyon ve vaskiilarizasyonunu
arttirarak yara iyilesmesinin anjiyogenezis ve re-epitelizasyon fazlarinda aktif olarak
gorev aldigi belirtilmistir.(15)

Insan diseti dokusunda hBD 1,2,3 yapisal ve fonksiyonel olarak biiyiik
benzerlikler gosterse de her birinin lokalizasyon ve salinim 6zellikleri farklidir. Bu
durum defensinlerin  koordineli fakat farkli gorevler istlendiklerinin bir
gostergesidir.(2) hBD salinimi insan diseti epitel hiicrelerinde hiicresel farklilagma ile
yakin iliskilidir ve sadece katli epitel tabakalarinda gozlenir. Yapilan bir ¢calismada,
hiicre farklilagma gostergesi olarak da bilinen involukrinin hBD-1 ve 2 ile benzer
lokalizasyon dzelliklerine sahip oldugu gosterilmistir.(3) Insan diseti dokusunda hBD-
1 ve hBD-2’nin mRNA’lar1 spinoz tabakada izole edilirken bu antimikrobiyal
peptidler protein seviyesinde degerlendirildiklerinde grantiler tabakada izole
edilmislerdir.(3) Diger yandan hBD-3 proteinleri ise epitelin bazal tabakasinda izole
edilmistir.(16)

LL-37 ise hem noétrofil hem de epitel kaynakli diger bir antimikrobiyal
peptiddir.(10) HNP ve nétrofil kaynakli LL-37’nin periodonsiyuma, birlesim

epitelinden diseti epiteline go¢ eden nétrofiller araciligi ile geldigi gosterilmistir.



Sonug olarak farklilagma 6zelligi olmayan birlesim epiteli HNP ve LL-37 proteinleri
tarafindan korunur.(9)

infeksiyon ve inflamasyon defensin ve kathelisidin sekresyonunu etkiler.
Periodontitis disetinde baslayan iltihabin derin destek dokulara ulagmasi ile
periodontal ligamentte ve alveol kemiginde yikim olusturan infeksiyoz bir
hastaliktir.(2,17) Gliniimiize kadar periodontitislerin birgok siniflamasi yapilmistir.
Amerikan Periodontoloji Akademisi’nin 1999°da yayinladig1 periodontal hastaliklar
simiflandirmasinda  kronik periodontitis alt sinifi bulunmaktadir.(18,19) Kronik
periodontitis en sik karsilagilan periodontitis seklidir. Digin destek dokularinin iltihabi,
ilerleyen atagman ve kemik kayb1 ile karakterize infeksiyoz bir hastaliktir. Her yasta
gozlense de en sik erigkinlerde rastlanir. Hastaligin prevalans ve siddeti yas ile artar.
Kronik periodontitiste bakteriyel plak primer etyolojik ajan olsa da konak savunma
sistemi de patogenezde Onemli bir role sahiptir.(20) Literatirde defensin ve
kathelisidin seviyelerinin periodontal hastalikla iligkisini gdstermek amaciyla
gerceklestirilen ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir.(21-24) Yapilan ¢alismalarda hBD-
I’in insan diseti dokusunda devamli olarak salindigi, hBD-2 ve hBD-3’iin
salinimlarinin ise inflamatuar dokularda arttig1 gosterilmistir.(2,7) Giirsoy ve ark. (21)
tek ve c¢ok katli hiicre kiiltiirlerinde yaptiklart in-vitro ¢alismada infeksiyon ve
inflamasyonun hBD-2 ve hBD-3 seviyelerini arttirdigini gézlemlemislerdir.(21)
Ancak, literatiirde bu konudaki calismalarin sonuglart farklilik gostermektedir.
Dommisch ve ark.(25) yaptiklar1 ¢aligmada periodontal olarak saglikli bireyler ile
gingivitisli ve kronik periodontitisli bireyler arasinda defensin seviyeleri agisindan bir
fark gosterememislerdir. Bu ylizden hBD-2, hBD-3 ve LL-37’nin inflame diseti
dokularindaki salinimi halen belirsizligini korumaktadir.

Diabetes Mellitus (DM) insiilin yapimimnin yetersizligi ve/veya insiilin
kullanimina kars1 diren¢ olusmasina yol agan bir dizi etyolojik faktor nedeniyle
karbonhidrat metabolizmasinda meydana gelen degisikliklerle karakterize heterojen
bir hastaliktir.(26) Amerikan Diabet Birligi; diabeti etyolojik olarak tip 1 DM (T1DM),
tip 2 DM (T2DM), diger 6zel tipler, ve gestasyonel DM olarak siiflandirmistir.(27)

T2DM diabetin en sik goriilen tipidir. Etyolojisi tam olarak bilinmemekle
beraber T1DM’de oldugu gibi B hiicrelerinin otoimmiin yikimi bu tipte

gozlenmemektedir. T2DM’da genetik olan veya sonradan kazanilan insiilin direncinin



ortaya ¢ikmasiyla insiiline olan gereksinim artar, B hiicreleri bu gereksinimi
karsilayamaz duruma gelir ve insiilin yetmezligi ortaya ¢ikar. Insiilin direncinin
cevresel, genetik ya da metabolik nedenlerle olustugu diisiintilmektedir.

DM’nin  “klasik” komplikasyonlar1 retinopati, nefropati, ndropati,
makrovaskiiler hastaliklar ve yara iyilesmesindeki degisikliklerdir.(28,29) Bunlara ek
olarak, Loe (30), periodontal belirti ve bulgulari “diabetin altinct komplikasyonu”
olarak tanimlamaktadir.

Periodontal hastaliklarla DM arasindaki iliskinin arastirildigi pek ¢ok calisma
mevcuttur.(31-33) Bu c¢alismalarda periodontitis varliginin DM hastalarinin
degerlendirilmesinde potansiyel bir komplikasyon olarak kabul edilmesi gerektigi one
stiriilmiis ve de DM hastalarinda periodontal hastaligin prevalansinin, siddetinin ve
ilerlemesinin arttig1 kabul edilmistir.(34) DM hastalarinda periodontal hastalik
gelismesine yol agabilecek faktorlerden biri de glikasyonun son tirtinlerinin [Advanced
Glycation Endproduct (AGE)] olusumu olarak belirtilmektedir.(35) Hiperglisemik
ortamda proteinler ve lipitler enzimatik olmayan glikolizasyon islemine girerek
reversibl Schiff bazlarinin ve amadori triinlerinin olusmasina neden olurlar. Bir dizi
kompleks molekiiler diizenleme geri donilisiimsiiz AGE olusumuna yol acar. AGE
kronik hiperglisemi ile birikir, matriks-matriks ve hiicre-matriks etkilesimini
degistirerek bir dizi ekstraselliiler matriks komponentinin fonksiyonunu etkiler.(36,37)
AGE’nin DM’li hastalarin periodonsiyumunda izlenen doku degisiklikleri ile de ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. Kronik periodontitis hastalarindan alinan diseti doku
orneklerinde DM grubunda AGE seviyesinin yiikseldigi izlenmistir.(38,39)
Giiniimiizde DM’nin defensin ve kathelisidin salinimini nasil etkiledigi ile ilgili net
bilgiler bulunmamaktadir. In-vitro hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan ¢alismalarda,
yiiksek glikoz ortaminda hBD-2 ve hBD-3 salinimiin optimal miktarda olmadig
gosterilmistir.(40,41) Bu bulgularla gelisir sekilde insan embriyolojik bobrek ve
mezengimal hiicrelerini kullanarak gerceklestirilen baska in-vitro ¢alismalarda glikoz
miktarimin defensin seviyesini arttirdigi tespit edilmistir.(42,43)

Bu bilgilerin 1s1g8inda, Tip2 DM ve kronik periodontitise sahip hastalarda
periodontal infeksiyonda dnemli role sahip hBD-2, hBD-3 ve LL-37 antimikrobiyal
peptidlerinin dokudaki salinimlarinin degisebilecegi hipotezine dayanarak; DM gibi

notrofil fonksiyonlarinda bozukluk yaratan sistemik bir hastalikta defensin ve



kathelisidin salinim ve fonksiyonlarindaki farkliliklar1 tanimlamak amaglanmistir.
Calisma sonucunda elde edilecek bilgilerin periodontal hastaliklarin patogenezinde
defensin ve kathelisidinlerin roliiniin ve 6neminin anlasilmasinda faydali olabilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Periodonsiyum

Periodonsiyum diseti, alveolar kemik, periodontal ligament ve sement olmak
tizere dort bilesenden olusur.(44) Tiim bu bilesenler lokalizasyon, biyokimyasal igerek
ve hiicresel 6zellikler agisindan farkliliklar gosterse de tek bir iinite seklinde fonksiyon
gosterirler. Dolayisi ile periodonsiyumu olusturan birimlerin birinde meydana gelen
patolojik bir bozulma, digerlerini de etkiler.(1) Saglikli periodonsiyum, dislere agiz
icinde uygun fonksiyonda kalmalar1 ic¢in yeterli destegi saglar. Diseti saglikli
kosullarda mine-sement birlesim smirina kadar olan dis kokii bolgesinin ve alveol
kemiginin iizerini orter. Anatomik olarak serbest marjinal diseti, interdental diseti ve
yapisik diseti olmak iizere lice ayrilir. Histolojik olarak ise, epitel ve bag dokusu
tabakas1 olarak ikiye ayrilir. Epitel tabakasi1 daha cok hiicrelerden olusurken, bag
dokusu tabakasi fibroz ve fibroz olmayan proteinlerin, bliylime faktorlerinin,
minerallerin, lipit ve suyun daha baskin oldugu daha az hiicresel 6zellikte bir yapidan
olusur. Disetini olusturan bu iki yap1 beraberce, gingivitis ve periodontitis gelisimine

verilen ilk cevaptan sorumludur. (45)

2.1.1 Gingival Epitel

Periodonsiyumun en dis kismini olusturan ve bag dokusunun iizerini Orten
gingival epitel, yap1 ve kompozisyon olarak ii¢ farkli bilesenden olusur:

1) Oral Epitel

2) Sulkular Epitel

3) Birlesim Epiteli

Oral epitel mukogingival birlesimden, diseti papiline kadar uzanir ve kendi
icinde yapisik diseti ve serbest marjinal diseti olmak tizere ikiye ayrilir.(44) Sulkular
epitel, diseti sulkusunu olusturan kisimdir ve serbest marjinal diseti ile birlesim
epitelinin en kronal kismi arasinda yer alir. Birlesim epiteli ise, gingival sulkusun
tabanindan, alveolar kemik kretinin yaklasik olarak 2 mm kronalindeki bir nokta
arasinda bulunur.(1) Komsu oldugu dise yakin adaptasyon gostererek atagman
fonksiyonu gosterir. Gingival epiteli olusturan bu 3 alt grup, yapisal ve fenotipik olarak

farkliliklar gosterir.(46) (Sekil 2.1.1)



SE: Sulkular Epitel

OE: Oral Epitel

BE: Birlesim Epiteli

BD: Bag Dokusu

MB: Mine Boslugu

Sekil 2.1.1 Gingival Epitel

Oral Gingival Epitel: Oral gingival epitel, ¢cok katli yassi keratinize bir
epiteldir ve dort tabakadan olusur. Bu tabakalar; stratum bazale (bazal tabaka), stratum
spinozum (igsi hiicre tabakasi), stratum granulosum (graniiler tabaka) ve stratum
korneum (boynuzsu tabaka)’dur. Oral epitel yaklasik olarak 0.2-0.3 mm
kalinligindadir (44) ve altinda bulunan bag dokusu tabakasi ile sinirimi ’rete sirtlart’
ad1 verilen girinti ve ¢ikintili yapi ile olusturur (Sekil 2.1.2).

Stratum bazale’yi olusturan hiicreler kismen kiiciiktiir ve epiteli bag
dokusundan ayiran bazal membran ile yakin kontakt halindedirler. Bu tabakay:
olusturan hiicreler genelde bazal tabakada bulunan Langerhans, melanosit ve merkel
hiicrelerinden farklidirlar ve keratinosit olarak adlandirilirlar. Bu hiicrelerin ¢ogalma
yetenekleri oldukca gelismistir ve devamli prolifere olurlar. Stratum spinozum’u
olusturan hiicreler ise farklilagsmaya baslamistir ve polihedral sekilde bulunurlar.
Epitelin bu tabakasi en kalin tabakadir ve hiicreler 6zel hiicre-hiicre baglantilarim
olusturmaya baslarlar. Bu tabakanin iist kisimlarinda hiicreler diizlesmeye baslar ve
sitoplazmalarinda keratohyalin graniilleri tagirlar. Stratum Korneum’un en st
tabakalarinda ise hiicreler artik sitoplazma ve g¢ekirdeklerini kaybetmis, oldukca diiz
bir sekil almiglar ve siki bir hizaya girmiglerdir.

Oral gingival epitel tabakasinda ektodermal kokenli hiicreler disinda

Langerhans hiicreleri, melanositler, Merkel hiicreleri gibi baska tip hiicreler de



bulunabilir. Immiin sistemde &nemli gorevleri olan Langerhans hiicreleri genelde
stratum spinozum tabakasinda yer alirlar ve immiin sistemde 6nemli gorevleri olan bu
Ozellesmis hiicreler, dis kaynakli antijenleri isler ve onlar1 T hiicrelerine sunarak bu
hiicreleri aktive ederler. Bu hiicrelerde ayrica inflamasyon sirasinda niteliksel ve
niceliksel degisiklikler de gozlenir.(47) Diger bir hiicre grubu olan Melanositler, noral
krest hiicrelerinden koken alirlar ve oral gingival epitelin en ¢ok stratum bazale
tabakasinda gozlenirler.(48) Bu hiicreler gingivaya kahverengi pigmentasyonu veren
melanin tretirler. Melanositlerin ve melaninlerin gingivadaki rolii halen belirsizdir.
Merkel hiicreleri ise oral gingival epitelin rete sirtlarinin ucunda kiimelenmis olarak
bulunurlar.(49) Bu hiicrelerin kdkeni tartismalidir, epitelden veya hiicrelerinden koken
aldiklar1 diistiniilmektedir.(50, 51) Bu hiicreler intraepiteliyal sinir sonlanimlari ile
yakin iliski i¢erisindedirler ve Merkel hiicresi - norite kompleksleri olustururlar.(52)

Bu komplekslerin mekanik duyu aliminda gorevli olduklar diigiiniilmektedir.(1)

SC: Stratum Korneum
SG: Stratum Granulosum
SS: Stratum Spinosum
SB: Stratum Basale

BD: Bag Dokusu

Sekil 2.1.2 Oral Gingival Epitel Katmanlar

Oral Sulkular Epitel: Bu yapi, gingival sulkusun epitelial uzantisidir. Saglikli
kosullarda s1g bir oluk yaklasik 0.5 mm derinligindedir. Dis ylizeyi ve gingival marjin
arasinda bulunur ve dis g¢evresini sirkumferensiyal olarak cevreler.(53) Gingival

sulkusun tabani, birlesim epiteli hiicrelerinin eksfoliye oldugu yerdir. Oral sulkular



epitelin hiicresel yap1 ve kompozisyonu oral gingival epitel ile benzerlikler gosterir.
Cok katlidir ve genellikle parakeratinizedir. Saglikli durumlarda epitel altindaki bag
dokusu tabakasi ile girintili, ¢ikintili rete peg yapisi ile ayrilir, inflamasyon gelisimi
ile bu girintili ¢ikintili yapida bozulmalar ve uzamalar gozlenir. Birlesim epitelinin
aksine, oral sulkular epitel daha az gegirgendir ve inflamasyon sirasinda bu yapiya

gore daha az polimorfoniiklear 16kosit (PMNL) infiltrasyonu gozlenir.(54)

Birlesim Epiteli: Bu yapi ile diseti dis yapilarina atake olur. Yapisal ve koken
olarak oral gingival epitel ve oral sulkular epitelden farklilik gosterirler. Bu 6zellesmis
epitelin kalinlig1 yaklasik 15-30 hiicre tabakasindan olusur.(55) Hiicreler dis yiizeyine
paralel bir diizlem olusturacak sekilde siralanma egilimindedir. Epitel hiicrelerinin
sadece iki morfotipi birlesim epitelinde belirgindir. Bunlar stratum bazale’de bulunan
ve hizli prolifere olma 6zelliligi olan hiicreler ve suprabazal tabakada bulunan ve
mitotik kapasitesi olmayan hiicrelerdir. Birlesim epitelinde hiicreler arasi bosluklar
oral gingival ve sulkular epitele gére daha fazladir.(56) Birlesim epiteli boyunca bir
miktar hareket eden PMNL gozlenebilir. Bu hareketli 16kositler saglikli kosullarda da
bulunmaktadir fakat dental plak birikimi ve sonrasinda gelisen inflamasyon
durumunda sayilar1 dramatik bir sekilde artar. Lenfositler 6zellikle de T lenfositleri
birlesim epitelinde de bulunurlar.(57) Birlesim epiteli altindaki bag dokusu ile belirgin
rete pegler ile ayrilmaz. Bu yap1 daha c¢ok epitelin koronal bolgesinde sadece orta

dereceli dalgalanmalar seklinde izole edilebilir.(1)

2.2. Periodontitis

Disetindeki iltihabin, atagman kaybina neden olmaksizin diseti ile smnirl
kalmasi gingivitise yol acarken, bag dokusu atagmani ve alveoler kemik kaybiyla
karakterize olan, kronik seyreden ve infeksiyoz ozellik gosteren periodontal yikim
periodontitise neden olmaktadir.(54,58) Giiniimiize kadar periodontitislerin; ortaya
ciktiklar1 yas, mikrobiyal flora, immiinolojik ozellikler, Kklinik ve radyografik
goriiniimler, hastaligin seyri gibi bir¢ok kriter g6z oniine alinarak ¢esitli siniflamalar
yapilmistir. Amerikan Periodontoloji Akademisi’nin (AAP) (World Workshop) 1989
yilinda yaptigi smiflamada periodontitis; erigkin periodontitis, erken baslayan

periodontitis, sistemik hastaliklarla goriilen periodontitis, refraktori ve rekiirrent
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periodontitis olarak gruplandirilmistir.(59) Hastalik katagorilerinin ayriminin tam
olmamasi, net ve uygun olmayan kriterlerin bulunmasi, hastaligin baglama yasinin ve
ilerlemesinin siiflandirmada oldukc¢a 6nemli yer tutmasi ve diseti hastaliklarinin bu
simiflandirmada yer almamasi nedeni ile 1997 yilinda AAP tarafindan yeni bir

siiflandirma yapilmistir.(20) Bu siniflandirmada periodontal hastaliklar:

. Diseti Hastaliklar1

. Kronik Periodontitis

. Agresif Periodontitis

. Sistemik Hastaliklarla Goriilen Periodontitis
. Nekrotize Periodontal Hastaliklar

. Periodonsiyumun Abseleri

. Endodontik Lezyonlarla Birlikte Goriilen Periodontitis

co N O o b W DN P

. Gelisimsel veya Kazanilmig Deformiteler olarak siniflandirilmistir.

2.2.1 Kronik Periodontitis

Kronik periodontitis, disetinde baslayan iltihabin disi destekleyen dokulara
yayilimiyla birlikte, bag dokusu atagmani kaybi1 ve epitelyal atagmanin kok ylizeyi
boyunca proliferasyonunu takiben periodontal cep olusumu ve alveoler kemik yikimi
ile karakterize infeksiyoz bir hastaliktir. Goriilme sikligi ve siddeti yas artisi ile paralel
olarak artar. Kronik periodontitiste bakteriyel plak primer etyolojik ajan olsa da konak
savunma sistemi de patogenezde Onemli bir yere sahiptir. Etkilenen alanlarin
genisligine gore; lokalize veya generalize, klinik atagman kaybinin miktarina gore de

hafif, orta veya ileri diizeyde olmak tizere gruplara ayrilir.(60)

2.2.2. Periodontal Hastalik Gelisiminde Biyokimyasal Mekanizmalar

Diseti bag dokusu, hiicreler ve bunlar1 ¢evreleyen ekstraselliiler matriksten
olusur. Ekstraselliiler matriks ic¢indeki en Onemli bilesenler: yapisal proteinler
(kollajen ve elastin), adeziv proteinler (fibronektin ve laminin), integrinler,

proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardir.(44,61)
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Periodontal hastaliklar kiiclik ve iyi tanimlanmis bir alanda olustuklarindan lokal
reaksiyonlar eksizyonel biyopsi ve histolojik degerlendirmeler ile kolaylikla
izlenebilir. Normal ve iltihabi periodontal dokular histolojik olarak incelendiginde
periodontal yikimin dort farkli fazi tanimlanmistir. Baglangig, erken ve yerlesmis
lezyonlar gingivitisi tanimlarken, ilerlemis lezyon periodontitis gelisimini
gosterir.(62) Gingivitis stabil bir lezyon modeli olusturur, matriks yapimi ve yikimi
arasinda sabit bir denge mevcuttur. Bu denge bozuldugunda ise periodontitis gelisir ve
yumusak ve sert dokularin geri doniisii olmayan yikimi izlenir.(63) Patolojik cep
olusumu, alveol kemigi ve periodontal ligamentte yikim, disetinde fibrozis ve
ilserasyon ve diste mobilite ile karakterize, histolojik olarak plazma hiicresi ve B
lenfositlerin baskin oldugu bu safha ilerlemis lezyon olarak tanimlanir.(64)

Kronik iltihabi  periodontal hastaligin  olusmast ve ilerlemesi
periodontopatojenlerin subgingival alanda bulunmasina baghidir. Ancak mikrobiyal
kolonizasyonun yanisira konaga ait savunma mekanizmalari da hastalik patogenezinde
onemli rol oynamaktadir.(65,66) Periodontal dokularda 300’den fazla farkli
mikroorganizma izole edilmesine karsin viriilans faktorleri sentezleyebilen az sayida
patojen mikroorganizma periodontal hastalik gelisimi i¢in etyolojik ajan olarak kabul
edilmektedir.(59) Spesifik plak hipotezi de belirli bakterilerin belirli hastaliklarin
patogenezinde rol oynadigini ve plagin kalitesinin kantitesinden 6nemli oldugunu
belirtmektedir.(67) Bakteroides tiirleri, porphyromonas tiirleri, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ve Fusobacterium nucleatum gibi mikroorganizmalarin
periodontal hastalik patogenezinde daha 6nemli role sahip olduklar1 bilinmektedir.
Subgingival plak bakterilerinin dis yilizeyine kolonizasyonunun ve kdk boyunca
proliferasyonunun ardindan endotoksinler, ekzotoksinler, enzimler ve toksik
metabolik riinler salgilayarak direkt doku yikimina neden olurlar.(68) Bununla
beraber periodontal hastalikta gergeklesen doku yikiminin biiyiik bir kismi,
periodontal infeksiyon nedeniyle konak savunma sistemindeki koruyucu ve yikict
mekanizmalar arasindaki dengenin bozulmasi sonucu, indirekt yoldan meydana
gelmektedir.(60, 68) Konak savunma mekanizmasi hiimoral ve hiicresel olarak iki
kisimda degerlendirilir. Hiimoral savunma kompleman sistemi, antikorlar ve ¢esitli
serum faktorlerinden olusur. Hiicresel savunma sistemi ise fagositik hiicrelerin gocii,

mikroorganizmaya atagmani ve hiicre igine almasi, fagozom-lizozom fiizyonu,
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oksidatif Oldiirme islemi, oksidatif olmayan Oldiirme iglemi, spesifik bagisiklik
yanitinin aktivasyonu, fagositlerin sitokinlere yanit vermesi ve mikrobiyal ve hiicresel
debrisin  uzaklastirilmasi  islemlerinden  olusmaktadir. Konak  savunma
mekanizmasimin myeloid kismini, noétrofiller, monositler ve diger graniilositler,
lenfoid kismin1 T-hiicreleri, B-hiicreleri ve biiyiik graniillii hiicreler olusturur.(54, 69)

Disetinde iltihap sirasinda, nétrofillerin aktivasyonu ve bolgeye gocli sonucu
akut iltihabi cevap meydana gelir. Diger yandan, plak bakterilerinin nétrofil
fonksiyonlarini inhibe etmesi sonucu makrofaj ve fibroblastlarin uyarilmasi ile kronik
iltihabi cevap olusur. Makrofaj ve fibroblastlarin uyarilmasi ile agiga ¢ikan matriks
metalloproteinazlar, reaktif oksijen tiirleri, IL-1, IL-6 ve tiimor nekroze edici faktor-o
(TNF-a) gibi ¢esitli proinflamatuar sitokinler bag dokusu kollajeninin yikimina neden
olarak periodontal cep olusumuna, atagman kaybina ve alveoler kemik yikimina yol
acarlar.(54,70) Periodontal bag dokusunun iltihabi enzimatik yikim ile tanimlansa da
hem endojen hem de bakteriyel enzimler matriks yikimina yol agabildiginden bu
enzimlerin ana kaynagini tam olarak belirlemek miimkiin olamamistir.(68) PMNL,
makrofaj ve fibroblastlardan kaynaklanan endojen kollajenazlarin kollajen
yikimindan, bakteriyel ve endojen enzimlerin ise proteoglikan yikimindan sorumlu
olduklar1 diistiniilmektedir.(71) Aktive olan PMNL’lerden salinan son derece reaktif
oksijen  kaynakli serbest radikallerin de doku yikimina katildiklar

bilinmektedir.(54,70)

2.2.3 Gingival Epitelde inflamasyona Bagh Olarak Goriilen Degisiklikler

Gingival epitelin inflamatuar periodontal hastaliklarin patogenezine aktif bir
rol oynadigi bilinmektedir. Ozellikle birlesim epiteli inflamasyonun erken fazi ile
iligkilidir.(72) Epitelin gecirgenliginin, dental plak birikimine karsi olusturulan hizli
sinyal yanitlariin iletiminde ve dokuda meydana gelen molekiiler, hiicresel
degisikliklerde 6nemli bir rolii vardir. Herhangi bir inflamatuar yanit olusmasa bile
epitel hiicreleri oldukg¢a aktiftir.(1) IL-1 ve IL-8 gibi nétrofil cevabinda 6nemli
sitokinler salgilayabilirler. Ozellikle birlesim epiteli hiicrelerinde interselliiler adezyon
molekiili-1 (ICAM) ve E-selektin gibi nétrofillerin migrasyonunu ve adezyonunu
arttiran adezyon molekiillerinin salinimi gozlenir.(73) Bunun disinda E-selektin

molekiiliiniin langerhans veya lenfosit hiicrelerinin keratinositlere tutunmalarinda da
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rolii bulunmaktadir.(74) ICAM-1 molekiiliniin ise saglikli durumlarda bile
dentoepitelial komplekste bulunan nétrofillerin kemotaksis ve adezyonunda etkisi
oldugu bilinmektedir. IL-1 ve IL-8 gibi sitokinlerin ve ICAM-1 ve E-selektin gibi
adezyon molekiillerinin devamli salinimlar1 birlesim epitelindeki hiicresel araliklar
genigletir ve inflamatuar eksudanin gingival sulkusa ilerlemesine sebep olur.(75)
Ancak bu aralanma patolojik olarak tanimlanmamaktadir ¢iinkii bag dokusundaki
interselliiler matriks ve atagmanlar yapilarim1 korumaya devam ederler. Hiicreler
arasindaki bu aralanma mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir ancak inflamatuar
eksudanin yarattigi basinca bagli olarak gelistigi distinilmektedir.(1) Epitel-bag
dokusu arayiiziindeki doku yikimi bu iki yapr arasinda saliim gosteren integrin
molekiillerindeki degisiklige bagli olarak gozlenebilir. Integrin o2B1 ve a3pl
molekiiliiniin cep epitelinde artis1 gozlenmistir ve bu molekiiller keratinosit
migrasyonu ve proliferasyonu ile iligkilidir. a6p4 zayif salinimimin ise epitelin dis
yiizeyinden deatagmant ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.(76,77)

Birlesim epitelinin  gegirgenligi  gingivitis gelisiminde O6nemli bir
mekanizmadir. Inflamatuar cevaba bagli olarak birlesim epitelinden nétrofil girisi
artmaktadir, etken (dental plak) ortamda kalmaya devam ettiginde bu yanit kronik hale
gelmekte ve birlesim epiteli hizli yenilenme 6zelligini kaybederek dokuda hasar
gelisimine neden olmaktadir.(78) Plak yanitina bagh olarak nétrofil migrasyonu ve
bag dokusundaki makrofaj ve lenfositlerin erken aktivasyonlar1 baslar ve birlesim
epiteli apikale dogru hareket ederek erken cep formasyonunu olusturur.(1,78) Epitelin
bazal tabakasindaki hiicreler kollajenaz enzimleri iireterek kollajen yapiy1 ¢ozerler ve
migrasyon bu sekilde baslar. Bazal hiicrelerin bu yanitinda TNF-o’nin, transforming
biiylime faktoriiniin ve keratinosit biiyiime faktoriiniin etkisi vardir.(79) Epitel ve bag
dokusu hiicrelerini baglayan sinir liflerinin de erken kimyasal uyarilarla bag dokusunu
aktive ettigi ve vaskiiler yanitla beraber hiicresel aktivasyonu sagladig

diistintilmektedir.(80)

2.3 Antimikrobiyal Peptidler

Antimikrobiyal peptidler 100 aminoasitten kii¢iik olan ve salgilandig1 dokuda
esas olarak konak savunmasinda gérev alan polipeptidlerdir.(6) Insanlarda ve diger

memelilerde bulunan en Onemli iki antimikrobiyal peptid defensinler ve
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kathelisidinlerdir. Defensinler, memeli epitel hiicrelerinden ve fagositozlardan yiiksek
konsantrasyonlarda salmirlar (31 kDa).(81) Kathelisidinler ise yapisal ve gelisimsel
olarak farkli bir antimikrobiyal peptid grubudur fakat defensinler ile benzerlikler
gosterir.(82) Diger antimikrobiyal peptid grubunu olusturan histatinler, dermisidinler

ve anyonik peptidler ise daha ¢ok hayvansal tiir ve dokularda sinirlidir.(83)

2.3.1 Yapisal Ozellikler

Defensinler gelisimsel olarak omurgali antimikrobiyal peptidleri ile iligkilidir
ve karakteristik olarak B katmandan zengin kath ve 6 disiilfit bagli sisteinden olusan
iskeletsel bir yapiya sahiptirler.(84) 1960’11 yillarda tavsan ve gine domuzlarinin
16kosit orneklerinde yapilan calismalarda arjininden zengin katyonik peptidler olarak
tanimlanmis ve genis spektrumlu antimikrobiyal Ozellikleriyle  dikkat
¢ekmislerdir.(85) Teknik gelismeler ve detayli kimyasal karakterizasyon ile insan
l6kositlerinde de yapisal olarak benzer peptidler izole edilmistir ve konak
savunmasindaki rollerinden dolayr ‘defensin’ olarak isimlendirilmislerdir.(5)
Lokositlerde izole edilmelerinden sonra ¢esitli epitel hiicrelerinde de salinim
gosterdikleri tespit edilmistir.(86,87) Defensinler a-defensinler (HNP) ve pB-
defensinler (hBD) olmak tizere iki alt gruba ayrilirlar.(2, 88) Bu iki grup birbirinden
peptid segmentlerinin uzunlugu agisindan farklilik gosterir ve ortak disiilfit baglar
vardir. HNP ve hBD’ler N-terminal merkez ve {i¢li sikistirilmis B-diizlem baglantisi
icerirler.(89,90) Son yillarda yapisal olarak farklilik gosteren ve 0-defensin olarak
isimlendirilen bir alt grup tanimlanmistir. Yapisal olarak HNP’lerin 6ncli molekiilii
olarak diistintilen, bu peptid insanlarda inaktif formda bulunmaktadir.(6)

Defensinler mikrobiyal infeksiyona karsi konak savunmasinda gorevli hiicre
ve dokularda bol miktarda bulunurlar. En yiiksek defensin konsantrasyonu lokosit
graniillerinde tespit edilmistir ( >10 mg ml™).(91) ince bagirsakta bulunan Paneth
hiicreleri yiiksek defensin konsantrasyonun izole edildigi bir bagka yapidir. Ozellikle
HNP-5,-6 saliniminin goriildiigi kripta adi da verilen bolgelerde 10 mg! gibi yiiksek
konsantrasyonlara ulasilabilir.(92) Cesitli bariyer ve sekresyonla gorevli trake, dil,
bagirsak, diseti gibi epitel hiicrelerinde de defensin sekresyonu gozlenmistir.(7,86,93)

Bazi durumlarda devamli goriilen bu sekresyon bazen de infeksiyona bir yanit
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seklindedir. Bu epitel hiicrelerinden salinan defensin miktar1 10-100pug ml™

araligindadir.(94)

2.3.2 Defensin Regiilasyonu Sentez ve Salinimi

Insanlarda HNP ve hBD’leri kodlayan ve kromozom 8p23°de kiimelenen en az
sekiz tane gen tanimlanmistir. Polimorfik dogalart ve spesifik defensin genlerini
kodlayan kromozomlardaki farkliliklardan dolay1 defensinlerin gen haritalanmasi
tamamlanamamistir.(95,96) HNP’ler kemik iliginde bulunan ve nétrofillerin
prekiirsorleri olan promiyelositler tarafindan sentezlenirler. Kan dolasiminda bulunan
eriskin notrofiller yiiksek miktarda HNP igermesine ragmen HNP sentezi
gerceklestiremezler.(6) hBD’ler alt1 sistein graniilii ve ti¢ adet disiilfit bagi ile
sabitlenmistir. Anyonik ve katyonik olmak iizere duplikasyon gosterirler, bu
duplikasyonun hBD’lere degisik fonksiyonlar katarak onlar1 6zellestirdigi
diisiinilmektedir. ~ hBD’lerin ~ amfipatik  ozellikleri de  bu  yapidan
kaynaklanmaktadir.(4) Oncii hBD molekiiliiniin yapis1 daha basittir. Yaklasik olarak
18-32 kDA agirhigindadirlar ve 29-35 aminoasitten olusurlar.(84) Defensin sentez ve
salinimlar1 mikroorganizmalar tarafindan {iretilen sinyaller, sitokinler ve bazi
durumlarda doku kaynakli noroendokrinal sinyallere bagli olusur. Notrofil Oncii
hiicreleri olan promyelositler tarafindan iiretilen HNP’ler nétrofillerin azurofilik
graniillerinde depo edilirler.(7,97) Fagositoz sirasinda defensinden zengin primer
graniil fagositotik vakuoller ile birlesir.(98) Notrofil sekonder graniilleri ise defensin
acisindan fakirdir ancak burada insan viicudunda bulunan tek kathelisidin olan LL-
37’nin 6nciil molekiilii olan hCAP18 bol miktarda bulunmaktadir.(82)

hBD-1 salinimi esas olarak iiriner kanalda gosterilmistir ancak deri ve diger
epitel hiicrelerinden de izole edilmistir ve saliniminin devamli oldugu
diistiniilmektedir.(99) hBD-2 sentezi ise mikroorganizmalarin dendritik hiicreleri ve
makrofajlar1 uyararak olusturduklar orta dereceli IL-1 sentezine bagimlidir. Yapilan
ko-kiiltiir ¢calismasinda A549 akciger epiteli hiicreleri ve monosit benzeri hiicreler
lipopolisakkaritlere maruz birakilmistir ve hBD-2 saliniminin niiklear faktér —«B (NF-
kB) ve IL-1 bagimli oldugu gésterilmistir.(100) hBD-3 ve hBD-4{in salinimlarinin da

benzer sekilde inflamasyonla artis gosterdigi esas olarak epitel hiicrelerinden
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salindiklar1 ~ fakat farkli NF-xB merkezleri tarafindan da uyarildiklar
gosterilmistir.(101,102)

2.3.3 Kathelisidinlerin Yapisal Ozellikleri

Insanlarda bulunan tek kathelisidin molekiili LL-37’dir. LL-37, 37
aminoasitten olusan hiicre disi C-terminal bagi ile sonlanan, yaklasik olarak 18-kDa
agirh@inda olan bir katyonik peptiddir.(8,103) Noétrofillerin sekonder graniillerinde
devamli salinimlar1 gozlense de makrofajlar, dogal Sldiiriicii (NK) hiicreler, deri,
solunum ve sindirim sistemi epitel hiicrelerinde de izole edilebilirler. Notrofillerin
sekonder graniillerinde ve keratinositlerde oncii molekiilii olan hCAP18 protein
formunda bulunur. Bu protein yap1 nétrofillerde proteaz 3 ve keratinositlerde serin
proteaz enzimleriyle ¢6ziinerek aktif LL-37 formuna doniisiir.(104) Regiilasyon ve
salinimlar1 esas olarak inflamatuar siirecle ve ek olarak vitamin D yolagi ve

endoplazmik retikulumdaki proteinlerin islenmesi ile iligkilidir.(105,106)

2.4 Antimikrobiyal Peptidlerin Fonksiyonlari

2.4.1 Antimikrobiyal Aktiviteleri

hBD’ler ilk olarak antimikrobiyal 6zelliklerine gore tanimlanmistir. Yapilan
in-vitro ¢alismalarda hBD’lerin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere, 6ncelikli olarak
zarfli virlislere ve mantarlara karst pg ml™' diizeyinde minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinda genis spektrumlu etkileri tanimlanmistir.(7,107) Bunlar disinda
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum gibi periodontal
patojenler ve Streptococcus mutans ve Candida albicans gibi diger tiirlere kars1 da
antibakteriyel ozellikleri tespit edilmistir.(2, 10) Diger dokularda gbzlenen orta
siddetteki  defensin  antibakteriyel —yamiti oral patojenlerde degiskenlik
gostermektedir.(6) Genis spektrumlu etki ve bazi periodontal patojenler tarafindan
gosterilen direng, hBD’lerin oral kavitede goriilen mikrobiyal kolonizasyona karsi
olusan ilk savunma yanitinda rol oynadigini diisiindiirmektedir.(10) hBD’lerin kendi
aralarinda  antibakteriyel  etkileri  karsilastinldiginda ~ hBD-3’iin  diisiik
konsantrasyonlarda Gram (+) ve Gram (-) bakterilere, mantarlara ve virlislere diger

hBD’lere gore en yiiksek potent antimikrobiyal etkiyi gosterdigi, hBD-1"in ise bu grup
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icinde en diislik antimikrobiyal cevaba sahip oldugu bilinmektedir.(108) hBD’lerin
hedef organizmalara kars1 gerekli olan minimum inhibitdr konsantrasyonlari, diseti
olugu sivisinda bulunan miktarlarindan daha disiiktiir, bu bulgu hBD’lerin
antimikrobiyal etki disinda diger fonksiyonlari oldugu gergegini de
giiclendirmektedir.(2,7)

hBD’ler antimikrobiyal aktivitelerini mikroorganizmalarin hiicre zarlarinin
gecirgenligini bozarak gerceklestirirler. Hiicre zarlarinin iizerinde por formasyonu
olusturarak madde alisverisini bozarlar. Bu etki, negatif yiiklii bakteriyel membranlar
ve kendilerinin katyonik yiikleri arasinda gelisen elektrostatik etkilesim sonucu
olusur.(81,109) hBD’lerin antimikrobiyal etkileri, biyolojik faktorlere bagimlidir. Bu
faktorlerden birisi tuz konsantrasyonudur. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda hBD-1, -
2 ve -4 antimikrobiyal yanit1 bozulurken hBD-3 yanitinda bir degisim gozlenmemistir.
Bu yiizden hBD’lerin in-vivo kosullarda gerekli antimikrobiyal konsantrasyonlari net
degildir.(88,102)

hBD’lerin antimikrobiyal 6zellikleri disinda gram-negatif bakterilerin 6nemli
viriilans faktorlerinden olan lipopolisakkaritleri (LPS) notralize etme 6zellikleri de
mevcuttur.(110) Periodontal patojenler agisindan bu konuyla ilgili limitli bilgi
mevcuttur ancak yapilan deneysel bir ¢alismada, Tanneralla forsythia’ya ait LPS’lerin
hBD-1, -2 ve -3 tarafindan nétrolize edildigi ve LPS’lerin monositlere baglanmasini
engelledikleri gosterilmistir.(111) Ancak O6zellikle bazi periodontal patojenlerin
hBD’lerin antimikrobiyal o6zelliklerine karsi kapsiil yapisi olusturarak, zarf
molekiillerini modifiye ederek, biyofilm formasyonu olusturarak,  defensin
molekiillerini ¢ozerek ve defensin salmim yolaklarimi inhibe ederek direng
gelistirebildikleri bilinmektedir.(112-114)

LL-37 gii¢lii antimikrobiyal etki gosteren bir peptiddir. Etki acisindan hBD’ler
ile benzer genis spektrumlu bir etki gosterir. a helikal yapis1 ve pozitif elektrostatik
yiikii sayesinde, membran penetrasyonu, transmembran por formasyonu ve bakteriyel
lizis olusturabilirler.(115,116) Memeli hiicre membraninda bulunan kolestrol
molekiilii, LL-37’nin por formasyonuna karsi koruma 6zelligi gosterebilir ancak bu
Ozellik yiiksek konsantrasyonlardaki LL-37’ye etkili degildir.(8,116) Yapilan
calismalarda, LL-37’nin LPS ve lipotektoik asit gibi bakteriyel iirlinlerin {iretimini

engelledigi ve bu sayede konak metabolizmasini sepsisten korudugu gosterilmistir. Bu
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etkisini LPS’nin inflamatuar sitokin salinimini engelleyerek

gerceklestirmektedir.(117,118)

2.4.2 Kemotaksis ve Konak Savunma Yanitindaki Rolleri

hBD’ler yapisal olarak sitokinler ile benzerlikler gosterir. Patojen uyarani
karsisinda salinimlar artis gosterir ve kemotaktik aktiviteleri artar. ilging bir sekilde
antimikrobiyal aktivite i¢in gerekli konsantrasyonlarinin 2-3 log altindaki miktarlarda
¢esitli immiin hiicrelere karsi potent kemotaktik etkileri tespit edilmistir. hBD-1, -2 ve
-3 immature dendritik hiicrelere ve hafiza T hiicrelerine kars1 kemotaktik 6zellige
sahiptir. hBD-2 ve -3 nétrofil ve mast hiicrelerinin kemotaksisinde gorev alir ve ayni
zamanda mast hiicresi degraniilasyonunu indiiklerler. hBD-3 ayni zamanda monosit
hiicreleri {izerinde kemotaktik ozellik gosterir. Ilging bir sekilde hBD’lerin bu
Ozellikleri disiilfit yapilarindan bagimsiz olarak gelisir ve in-vivo kosullarda
inflamatuar duruma bagimhidir. Bu kemotaktik yamit hBD’lerin glikoz
aminoglikanlara baglanmasi ile de artig gosterir.

Kendi kemotaktik 6zelliklerinin disinda hBD’ler bazi1 kemokinlerin salinimini
da indiiklerler. Keratinositlerin hBD-3 ile monosit kemotaktik protein-1, makrofaj
inflamatuar protein -3a ve interferon —y indiiklii protein 10 salinimda artig gosterdigi
tespit edilmistir. Mast hiicrelerinin hBD’lere maruz kaldiklarinda IL-31 ve diger
sitokin ve biiyiime faktdr salimimlarinda artis gézlenmistir. In-vitro olarak yapilan bir
calismada dendritik hiicrelerin IL-1f ile uyarildiklarinda gingival epitel hiicrelerinden
hBD salinimint arttirdiklar1 bulunmustur.(119) Bu bulgu baglangic immiin yanitta
hBD’lerin 6nemli bir ara basamak oldugunu destekler niteliktedir.

hBD’ler adaptif immiin yanitta da rol alan aktif molekiillerdir. Ozellikle hBD-
1 ve -2 kemokin reseptdr -6 alicilarina baglanarak dendritik hiicrelerin olgunlagmasini
saglarlar. hBD-2 dendritik hiicrelerin antijen sunucu 6zelliklerini uyarir. Monosit,
makrofaj ve mast hiicrelerinin disinda hBD-3"{in de T lenfosit ve yetiskin olmayan
dendritik hiicreler tizerinde kemoatraktan 6zelligi bulunmaktadir. Dendritik hiicrelerin
baslangic immiiniteden kazanilmig immiiniteye geciste Onemli gorevleri
bulunmaktadir. hBD’lerin dendritik hiicreler {izerindeki bu aktiviteleri baslangictan
kazanilmig immiiniteye gegiste onemli ara basamak molekiilleri olduklar1 fikrini

giiclendirmektedir.
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LL-37 ise baglangic ve kazanilmis bagisiklik yanitta gorev alabilen bir
peptiddir.(7) Bakteriyel iiriinler ile etkilesime girdiklerinde sitokin salinimini inhibe
etseler de, oral gingival epitel hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada LL-37’nin IL-
1 ile sinerjistik etki gosterdigi, IL-6 ve IL-10 salinimini arttirdigi, monosit kemotaktik
protein-1 ve -3 salinmmini indiikledigi gosterilmistir.(120) Ayrica, LL-37’nin
kemotaksiste gorevli Onemli bir sitokin olan IL-8 salinimini arttirdigi
bilinmektedir.(121) Bunun disinda LL-37 formil peptid reseptor-1 ve G protein sinyal
yolagint indiikleyerek notrofil, monosit, mast hiicreleri ve T hiicrelerinin

kemotaksisinde gorev alabilir.(9,117)

2.4.3 Yara lyilesmesi Uzerindeki Etkileri

hBD ve LL-37 peptidleri sadece antibakteriyel ve immiin diizenleyici olarak
gorev almazlar. Periodonsiyumda yara iyilesmesinde de rol oynayabilecekleri
disiiniilmektedir. Oral dokularin yara iyilesmesinde direkt olarak etkileri gosterilmese
de diger dokularin yara iyilesme mekanizmalarinda Onemli olduklar
bilinmektedir.(2,7,107)

Yara iyilesmesi; inflamasyon, re-epitelizasyon, graniilasyon ve doku
formasyonu - modelasyonu olmak fiizere dort fazdan olusmaktadir. LL-37 ve
hBD’lerin epitel hiicrelerinin migrasyonu ve farklilasmalari tizerinde etkili oldugu
bilinmektedir.(122) Bunun disinda LL-37 ve hBD-3’iin STAT reseptorlerini uyararak,
keratinosit migrasyon ve proliferasyonlarinda gorev aldigi bilinir. hBD-3, aym
zamanda epiteliyal biiylime faktori salimmmini da arttirabilmektedir.(14) Tim bu
ozellikler, hBD ve LL-37’lerin yara iyilesmesinin re-epitelizasyon fazinda aktif gorev
aldiginin gostergesidir.(123) Yapilan bir ¢alismada hBD-2 molekiiliiniin endoteliyal
hiicrelerin proliferasyon, migrasyon ve tiip formasyonunu arttirdigi, bu 6zellikleri ile
de yara iyilesmesinin  vaskiilarizasyon = fazmma  dahil  olabilecegini
diistindiirmektedir.(15) Ancak bugiine kadar periodonsiyumda bu antimikrobiyal
peptidlerin yara iyilesmesi ve tamir mekanizmasindaki rollerini inceleyen bir galisma

bulunmamaktadir.(7)
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2.5 Oral Dokularda Antimikrobiyal Peptidler

Oral kavite insan viicudunda sert dokularin sadece epitel tabakasi ile ortiildiigi
ve korundugu tek bolgedir. Direkt olarak dis ¢evreye agilan, i¢ ve dis uyaranlara karsi
koruyucu gorevi olan oral mukoza ve oral epitelin uzun yillar boyunca sadece pasif bir
bariyer oldugu disiiniilmiistiir. Ancak bu gorlis insan viicudundaki diger epitel
hiicreleri gibi oral epitel hiicrelerinin de antimikrobiyal 6zellikleri olan, baslangi¢ ve
kazanilmis bagisiklik yanitinda gorevleri bulunan saglik dengesinin idamesinde
onemli gorevleri bulunan a-defensin, B-defensin ve LL-37 gibi antimikrobiyal peptid

salinimi yaptiginin gosterilmesi ile degismistir.(9,84)

2.5.1 Antimikrobiyal Peptidlerin Oral Dokulardaki Lokalizasyonlari

Defensinlerin oral dokularda salinim yaptigi bilinmektedir. hBD’ler oral,
sulkular epitelde izole edilmislerdir. hBD-1, -2 ve -3 yapisal ve fonksiyonel olarak
benzerlikler gosterse de, agiz i¢i dokularda salimim ve fonksiyonlari farklilik
gosterir.(3) hBD-1 ve hBD-2 mRNA’lart incelendiginde oral epitelin spinoz
tabakasinda, proteinleri incelendiginde ise graniiler ve keratinosit tabakalarinda yogun
miktarlarda tespit edilmislerdir. Bu peptidlerin, epitelin yogun farklilasma gériilen tist
tabakalarinda bulunmalari ve birlesim epitelinden izole edilememeleri, bu peptidlerin
hiicre farklilasmasinda gorevli olduklarini diisiindiiriir.(5,6)
hBD-1 ve -2’nin periodontal hastaliklarin primer etyolojik faktorii olan plaga yakin
lokalizasyonlari, bu peptidlerin dncelikli olarak baslangic savunmada rol aldiklar1 ve
de giiclii antibakteriyel 6zelliklere sahip olduklar1 fikrini desteklemektedir. hBD-3
incelendiginde ise, bu molekiiliin 6zellikle gingival epitelin bazal tabakalarinda hem
mRNA, hem de protein diizeyinde, yogun olarak bulundugu gézlenmistir. hBD-3’{in
bu ozelligi, epitel ve bag dokusu elemanlar1 arasinda bir koprii gorevi gordiigi,
baslangi¢ immiin yanittan kazanilmis immiin yanita gegiste dnemli bir ara basamak
oldugunu diisiindiirmektedir.(2)

Kathelisidinler oral dokularin immiin yanitinin diizenlenmesinde 6nemli olan
bir peptid grubudur. Insanlarda sadece LL-37 formu bulunmaktadir ve bu molekiil esas
olarak nétrofillerin sekonder graniillerinden salinim gostermektedir.(6) Ancak LL-
37’nin 6zellikle inflamatuar uyarana bagl olarak oral epitel hiicrelerinden salinimi da

gosterilmistir. Hem mRNA, hem protein diizeyinde oral kavitenin, gingiva, dil, bukkal
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mukoza, tiikiirik ve tiikriiriik bezleri gibi pek ¢ok alanindan izole edilmistir.(7,8)
Gingival epiteldeki LL-37’nin saglikli durumda da bu ortamda bulunabilen ve
inflamatuar yanitla artis gosteren PMNL’den kaynaklandigi diisiiniilse de 6zellikle

bazal epitel hiicrelerinden salindigi gosterilmistir.(84)

2.5.2 Periodontal Saghk ve Hastalikta Defensin ve Kathelisidinler

Antimikrobiyal peptidler, oral gingival epitelde mikrobiyal yanita kars
baslangi¢c immiin yanitin baglatilmasi ve kazanilmis immiiniteye geciste onemli bir ara
basamak olarak diisiiniilmektedir.(124) Bu rollerinin periodontal saglik ve hastaliktaki
etkilerini incelemek amaciyla salinim profilleri ve lokalizasyonlari ile ilgili caligmalar
yapilmis ancak bu caligmalarda farkli cevaplar tespit edilmistir.(16,24,25,113,125-
128) Lu ve ark.(16,128) yaptiklari in-vitro ¢aligmalarda hBD 1-3 salinimini iltihapl
ve saglikli durumlarda karsilastirmis ve hBD -1 ve -2’nin saglikli durumlarda spinoz
ve graniiler tabakalarda salinim gosterdigi ancak iltihapli durumlarda bu
lokalizasyonun epitelin tiim tabakalarini kapsadigi; hBD-3"{in ise saglikli kosullarda
ozellikle bazal tabakada yogunlastigi fakat iltihapli durumlarda epitelin st
tabakalarma dogru artis gosterdigi bildirilmistir. Saglikli durumlarda goriilen bu
defensin saliniminin, dokunun i¢ diizenini sagladigr ve kommensal bakterilere karsi
bir yanit niteligi tasiyarak firsatgi enfeksiyonlarin oniine gectigi diistiniilmektedir.(2,7)
Bu diisiinceyi, normal kosullarda hBD-2 salinimi gozlenmeyen oral gingival epitel
hiicrelerinin, kommensal bir bakteri olan Fusobacterium nucleatum ile stimule
edildiklerinde artan hBD-2 salinimi gosterdikleri ¢alisma desteklemektedir.(21)

Genel olarak yapilan ¢alismalar derlendiginde, infeksiyon ve inflamasyonun
hBD-2 ve hBD-3 salinimini etkiledigi goriilmektedir. hBD-1 ise bu durumdan
etkilenmeden devamli salimim gostermektedir.(2,21) Ozellikle ¢ok Kkatli hiicre
modellerinde hBD-2 ve hBD-3 salinimlarinin bakteriyel inkiibasyon zamaniyla korele
oldugu tespit edilmistir. Ancak yapilan in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda hBD-2 ve
hBD-3’iin infeksiyona bagli salimim karakterlerinde farkliliklar goriilmektedir.(2)
Periodontitisli ve saglikli gingival biyopsiler lizerinde yapilan bir ¢aligmada, hBD-1, -
3 MRNA seviyeleri iltihapli dokularda daha diisiik diizeyde bulunmustur. Protein
seviyeleri karsilastirildiginda ise iltihapli dokularda daha yiiksek oranda tespit
edilmistir fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir.(126)
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LL-37 esas olarak notrofillerin sekonder graniillerinden salinim gosterir ve de
HNP’ler ile birlikte birlesim epitelinin korunmasinda gorev alir.(7,8) Giirsoy ve
ark.’nmin(21) yaptigr ve insan deri keratinosit hiicrelerinin kullanildigi in-vitro
calismada LL-37’nin epitel hiicrelerinden de salindigi gosterilmistir. Notrofil
fonksiyonlarinda bozukluk yaratan ve diisiik LL-37 salinimina sebep olan hastaliklar,
genellikle periodontal bulgulari ile de karakterizedir.(9) Morbus Kostmann sendromu
olarak da bilinen HNP 1-3 ve LL-37 miktarinda azalma ile karakterize, genetik bir
hastalikta 6zellikle geng bireylerde hizli periodontal yikimla karakterize klinik tablo
hakimdir.(129) Baska bir genetik kokenli hastalik olan Papillon-Lefevre sendromunda
ise, LL-37’nin 6ncii formunu katalizleyerek aktif formuna doniismesinde gorev alan
katepsin C isimli lizozomal proteazin iiretimdeki bozukluk nedeniyle LL-37 salinim
ve fonksiyonlarindaki  azalmalarla  beraber siddetli periodontal yikim
gozlenebilir.(130)

Insan gingival biyopsileri iizerinde yapilan ¢alismalarda, iltihapli dokularda
artan LL-37 yanit1 tespit edilmistir.(24,131) Bu sonuglara gore, LL-37’nin inflamatuar
gostergeler ile korele olarak artis gosterdigi izlenmektedir. Ancak bu artan LL-37
miktarinin fonksiyonel olarak aktif veya pasif formda oldugunu belirleyen bir ¢aligma

yoktur.

2.6 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), insiilin yapiminin yetersizligine ve/veya insiilin
kullanimina kars1 diren¢ olusmasina yol agan bir dizi etyolojik faktdr nedeniyle
karbonhidrat metabolizmasinda meydana gelen degisikliklerle karakterize heterojen
bir hastaliktir. Insiilin, pankreasin langerhans adaciklarinda bulunan, B hiicrelerinden
sentezlenen bir polipeptiddir. Suda ¢oziinebilen bir molekiil oldugundan kan ve
ekstraselliiler sivilarda dolasir, belirli dokularda hiicrelerin plazma membranlar
tizerindeki reseptorlere baglanarak sinyal iletimine baslar. Milisaniyeler iginde
gerceklesen reaksiyonlar hiicresel anabolik cevaplara yol agar. Insiilin protein,
trigliserid (TG) ve glikojen formlarinda makrobesin depolanmasini yoneten temel
hormondur. Proteogenez, lipogenez ve glikojenozisi arttirirken proteolizis, lipolizis,
glikoneojenez ve glikojenolizisi baskilar. Aclik esnasinda B hiicrelerinden giinde 10

tinite insiilin salinirken, beslenmenin normal oldugu bir giinde yaklasik 40 iinite
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insiilin salmir. Insiilin sekresyonu DM hastalarinda bozulmustur. DM’ye yol agan tiim
faktorler sonu¢ olarak bu hastaligin isareti olan hiperglisemiye neden
olmaktadir.(26,132) DM siniflandirmasi1 Ulusal Diabet Bilgi Grup’u (National
Diabetes Data Group) tarafindan 1979 yilinda tedavi yontemlerine gére Tip 1 DM
(insiiline bagimli), Tip 2 DM (insiiline bagimli olmayan) ve sekonder DM olarak
yapilmistir.(133) Amerikan Diabet Birligi ise 1997 yilinda hastalarin tedavilerinin
herhangi bir safthasinda instilin kullanim1 olabileceginden insulin kullaniminin gruplari
belirlemede gegerli olmamasi gerektigini 6ne siirerek DM’nin etyolojik
siiflandirmasimi Tip 1 DM, Tip 2 DM, diger 6zel tipler ve gestasyonel DM olarak
yapmustir (Tablo 2.6.1).(134) DM toplumda en sik goriilen endokrin sistemi
hastaligidir.(135) 2030 yilinda ise diinyada 439 milyon DM hastasi olacagi tahmin
edilmektedir ve bu rakam diinya niifusunun yaklasik olarak %7.7’sini

olusturmaktadir.(136)

Tablo 2.6.1 Diabetes Mellitus’un etyolojik siniflandiriimasi (134)

I. Tip 1 DM (P hiicrelerinin yikimi, insiilin yetmezligi)
a. Immun sistem kaynakli
b. idiopatik

Il. Tip 2 DM

I11. Diger 6zel tipler
B hiicre fonksiyonundaki genetik defektler

o o

Insiilin fonksiyonundaki genetik defektler

Pankreas hastaliklari

o o

Endokrinopatiler
flag- kimyasal maddeden kaynaklanan
Infeksiyonlar

Immiin nedenli DM’nin az rastlanilan tipler

> Q o

DM ile iliskilendirilebilen sendromlar

IV. Gestasyonel DM
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2.6.1. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM diabetin en sik goriilen formudur ve genellikle 40 yas ve iizeri
hastalarda izlenir.(137) Tip 1 DM’de gozlenen klinik semptomlarin aniden ortaya
cikmast Tip 2 DM’de gozlenmemektedir. Dolayisiyla bazi Tip 2 DM hastalar
hastaliklarinin farkinda olmaksizin yillarca yasayabilirler. Bazi hastalar ise polifiri,
polidipsi, siklikla kilo kaybi, zayiflik, yorgunluk, nadiren de polifaji semptomlarini
gosterirler.(26) Tip 2 DM’nin patofizyolojisi Tip 1 DM’den farklidir. Etyolojisi tam
olarak bilinmese de Tip 1 DM’de oldugu gibi B hiicrelerinin otoimmiin yikimi
gozlenmemektedir. Bununla beraber Tip 2 DM’de « hiicrelerinin sayica artis izlenir
ve viicutta glukagon miktar1 yiikselir. Ayrica 6zellikle kaslarda instiline karsi direng
gbzlenir, pankreastan insiilin salgilanmasi azalir ve karaciger glukoz iiretimi artar. Bu
diizensizliklerin sonucu Tip 1 DM’de oldugu gibi hiperglisemidir.(138) Tip 2 DM’de
izlenen insiiline karsi direncin esas olarak genetik, metabolik ve cevresel faktorlere
bagli olarak ortaya ¢iktig1 ve en sik rastlanilan nedeninin obezite ve i¢ organlarla ilgili
obezite (visceral obesity) oldugu kabul edilmektedir.(139) Tip 2 DM hastalarinin
biiylik ¢cogunlugu obezdir ve bu hastalarda hiperinsiilinemi ile baslayan ve insiiline
kars1 direng ile sonuglanan bir siire¢ izlenmektedir. Insiiline karsi diren¢ olusan
bireylerde eger B hiicreleri artan insiilin ihtiyacini1 karsilamakta yetersiz kalirsa Tip 2
DM ortaya ¢ikmaktadir.(140) Ailesel gecis ozellikleri ve konkordansin neredeyse
%100 oldugu ikiz deneyleri Tip 2 DM’nin giiclii genetik determinantlara sahip
oldugunu gostermektedir.(141)

2.6.2. Diabetes Mellitus’ta Kullanilan Tan1 Yontemleri

DM tanisinda kullanilan en 6nemli yontem hastanin kan glukoz diizeyinin
izlenmesidir. Bu amagla kullanilan klasik yontemler aglik kan glukoz seviyesi tespiti,
glukoz yiiklemesini takiben vendz plazma glukoz konsantrasyon testi, oral glukoz
tolerans testi (OGTT) ve glikolize hemoglobin testidir.(142) 2001 yilinda Amerikan
Diabet Birligi en gegerli laboratuar teshis parametrelerini belirlemistir.(143) Bu
bildirgeye gore;

1- DM semptomlarinin yanisira rastgele 6l¢iilen glukoz konsantrasyonunun >
200 mg/dl olmas1 durumunda DM teshisi konulabilir. Rastgele 6lgiim son yemekten

sonra gecen zaman dikkate alinmaksizin 6l¢tim yapilmasidir.
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2- Aclik kan glukoz diizeyinin > 126 mg/dl olmast durumunda DM teshisi
konulabilir. A¢lik, bireyin en az 8 saattir hi¢ kalori almamasi olarak tanimlanir.

3- OGTT’de ise bireyin en az 10 saat kalori almamasindan sonra aglik kan
sekeri Ol¢limii yapilir, suda ¢oziilmiis 75 gram anhidroz glukoz alimindan sonra 30.,
60., 90. ve 120. dakikalarda plazma glukoz seviyesi dl¢iiliir. DM teshisinin konulmasi
icin 120. dakikada plazma glukoz diizeyinin > 200 mg/dl olmas1 gereklidir.

Aglik kan glukoz diizeyinin >110 ve <126 mg/dl olmas1 zarar gérmiis aglik
kan diizeyi, OGTT esnasinda 120. dakikada kan glukoz diizeyinin >140 ve <200 mg/dl
olmasi ise zarar gormiis glukoz toleransi olarak tanimlanir. Bu terimler hastanin
normal glukoz toleransi ile DM arasinda bir metabolik sathada oldugunu gosterir.(143)
Bu tablo hastada retinopati ve nefropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlarin
gbézlenmemesi ile DM’den ayrilir. Ancak makrovaskiiler komplikasyon gelisme
olasilig1 normal insanlardan daha fazladir. Aglik ve rastgele plazma glukoz testleri ve

OGTT kan 6rnegi alindig1 andaki gliseminin degerini gosterir.(144)

2.6.2.1 Glikolize Hemoglobin Testi (HgA1c)

Bu parametre daha genis zamandaki glisemik durumun degerlendirilmesine
yardimer olabilmektedir.(145) Kirmizi kan hiicrelerinin hemolize edilmesi ile
hemoglobin A (HgA)’nin minér komponentleri tanimlanmistir. HgA1 bu mindr
komponentlerden biri olup, normal insanlardaki hemoglobinin %6’sin1 olusturur.
HgAlc ise bu mindr komponentlerin {igte ikisini olusturup hiperglisemi varliginda
miktar1 artmaktadir. HgAlc olusturmak i¢in glukoz HgA molekiiliine baglanip bir
Schiff bazi olan aldimine, daha sonra da amadori reaksiyonlari ile ketoamine doniistir.
Glikolizasyon siirekli devam eder, dolayisiyla HbAlc, kirmizi kan hiicrelerinin yari
omri olan 30-90 giiniin kan glukoz seviyesi hakkinda bilgi verir.(145,146) Ayrica
diger klasik test yontemlerinde hastanin kurallara uyumlulugu son derece 6énemli olup
test sonuglarin1 etkileyebiliyorken HbAlc 6l¢limiinde bu problem ortadan
kalkmaktadir. DM hastalarinin HbAlc seviyeleri %7°nin altinda tutulmaya
caligilmalidir.(142)

Plazma glukoz seviyesi degerlendirilmesinde kullanilan diger bir metod ise
idrar glukoz diizeyinin belirlenmesidir. Bu yontem uzun yillar kullanilsa da yeterli

derecede duyarli olmamasi nedeniyle artik tercih edilmemektedir.(138)
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2.6.3. Diabetes Mellitus Hastalarinda Gelisen Komplikasyonlar

DM hastalarinda ortaya c¢ikan komplikasyonlar akut ve kronik olarak
simiflandirilir. Akut metabolik komplikasyonlar diabetik ketoasidoz, hiperosmolar
nonketotik koma, laktik asidoz ve hipoglisemidir. Diabetik ketoasidoz hiperglisemi ve
ketonemi ile karakterize, genellikle Tip 1 DM hastalarinda ortaya ¢ikan tehlikeli bir
komplikasyondur. Hiperosmolar nonketotik koma ise Tip 2 DM hastalarinda
izlenir.(26) Insiilinin kesfi ve gelisen tedavi yontemleriyle DM hastalarinin yasam
siirelerinin artmasi, kronik komplikasyonlarin giderek daha da 6nemli bir sorun
olmasina yol agmistir. DM hastalarinda gézlenen mikrovaskiiler hastaliklar nefropati
ve noropatidir. Renal hastaliklar DM hastalarinda goriilen Sliimlerin en 6nemli
sebeplerinden biridir. Makrovaskiiler hastaliklar ise koroner, serebral ve periferik
vaskiiler hastaliklardir. Makrovaskiiler hastaliklar DM hastalarinda normal bireylere
gore iki kat daha siklikla gozlenir. Koroner arterdeki komplikasyonlara siklikla
rastlanilirken beyinin vertebrobasiler sistemini tutan hastaliklarda artis izlenmistir.
Periferal damarlardaki kan akiminin yetersizliginden dolay1 kas iskemilerine ve
ekstremite kaybina rastlanabilir. Noropati ise motor, duyu, kafa ve otonomik sinirleri
tutar.(26,28,140)

DM’de gozlenen nefropati, noropati, makrovaskiiler hastaliklar, retinopati ve
yara iyilesmesinde gecikme gibi klasik komplikasyonlara ek olarak periodontal

hastaliklarin diabetin altinci klasik komplikasyonu oldugu 6ne siiriilmektedir.(30)

2.7. Periodontal Hastahklar ile Diabetes Mellitus Arasindaki liski

Literatiirde periodontal hastalik ve DM arasindaki iliskiyi kanitlayan birgok
calisma mevcuttur.(147,148) Uluslararast epidemiyolojik ve klinik ¢alismalara
dayanarak periodontal hastalik prevelansi ve siddetinin Tip-1 ve Tip-2 DM’a sahip
olan hastalarda daha yiiksek oldugu literatiir tarafindan kabul edilmis bir
gercektir.(26,149) Tam ters yondeki iliski de yani periodontal durumun
kotiilesmesinin glisemik kontrolii kotii yonde etkiledigi de yapilan arastirmalar
sonucunda rapor edilmistir.(149,150)

Mevcut caligmalarda, DM’nin gingivitis ve periodontitis i¢in risk faktori
oldugunu gosteren gii¢lii kanitlar vardir ve bu iliskide en 6nemli belirleyici faktor

glisemik kontrol seviyesidir.(35) DM’si olan ¢ocuklarda zayif glisemik kontrol, diseti
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iltihabin1 arttirabilirken, glisemik kontroldeki gelisme, diseti iltihap siddetinin
azalmasi ile ilskili bulunmustur.(151,152) Cutler ve ark’nin (153) yaptigi bir
calismada, Tip 2 DM’li eriskinlerde saglikli kontrollere gore diseti iltihabinin daha
siddetli oldugu rapor edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan biiyiik bir
epidemiyolojik calismada ise zayif kontrollii DM’a sahip bireylerin, DM’si olmayan
saglikl bireylere oranla 2.9 kat daha fazla periodontitise sahip olma riski bulundugu,
kontrollii DM olan hastalarda ise periodontitise sahip olma riskinde énemli bir artig
olmadig1 gosterilmistir.(154) DM ve periodontal hastalik arasindaki iliskiyi
kanitlayabilecek pek ¢ok olasi mekanizma mevcuttur. Bu mekanizmalar
arasinda:(27,35)

- bakteriyel etkilesimler,

- kollajen metabolizmasindaki farkliliklar,

- yara iyilesmesindeki gecikme,

- lipit metabolizmasinda izlenen degisiklikler,

- vaskiiler degisiklikler,

- PMNL fonksiyonlarindaki bozukluklar ve

- AGE sayilabilir.

[ltihabi medyatorlerin {iretiminin artmas1 ile karakterize iltihabi yanitin
belirginlesmesi bu mekanizmalarin ortak temasi olarak belirtilmistir.(155) Soskolne
ve ark.(156) DM - periodontitis iligkisi ile ilgili olarak DM sonucu olusan hiperglisemi
ve hiperlipidemi ile ortaya ¢ikan metabolik degisikliklerin bakteri kaynakli
periodontitisi indiikledigini ya da genlerin kombinasyonu sonucu ve bir dizi ¢evresel
faktorlerin etkisi ile hastada hem DM hem de periodontitis olusabilecegini savunan iki
hipotez One siirmiistiir.(157) DM ile periodontitis iliskisinde her iki varsayimin da
onemli rol oynadig: diisiiniilmektedir. Hipergliseminin oral hastalik geligimi tizerine

etkisi Sekil 2.7.1°de 6zetlenmistir.
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Kronik Hi\ierglisemi
AGE Birikimi
AGE ve AGE reseptorleri birlesimi ve monosit aktivasyonu
Hiperinflamatuar cevap ve sitokin salinimi ( TNF-a, IL-1p, IL-6, PGE, )
Doku ve Kemik Yikimi

Periodontal Hastalik

Sekil 2.7.1 Hipergliseminin Oral Hastalik Gelisimi Uzerine Etkisi (157)

2.8 Antimikrobiyal Peptidler ve Diabetes Mellitus Arasindaki iliski

Bugiine kadar DM’nin defensin ve kathelisidin salinim ve fonksiyonu
tizerindeki etkisi ile ilgili limitli bilgi mevcuttur. Lan ve ark.(40,41) yaptiklari in-vitro
hiicre kiltiiri ¢alismalarinda, hiperglisemik ortamin hBD-2 ve hBD-3 {izerindeki
etkilerini incelenmis ve bu iki molekiiliin hiperglisemik ortamdaki salinimlarinin
suboptimal diizeyde oldugunu gostermislerdir. Bu durumun keratinosit hiicrelerindeki
STAT-1 sinyal regiilasyonundaki azalmaya bagli olarak gerceklestigi
diistintilmektedir.(40,41) Bu bulgulara zit bir sekilde, insan embriyolojik bobrek ve
insan mezengimal hiicreleri kullanilarak yapilan diger in-vitro g¢alisamalarda ise
hiperglisemik kiiltiire sahip ortamda artan defensin salinimi tespit edilmistir.(42,43)
Diabetik ratlarin kullanildigi bir bagka caligmada ise rBD-1, rBD-2, rat toll-like
reseptor-2 (rTLR2) ve rTLR4 seviyeleri bobrek, akciger, karaciger ve beyin
dokularinda karsilastiritlmis ve akciger dokusunda diabet ile artig gésteren rBD-2
salinim1 gozlenmistir. Diger dokularda ise diabetik ve kontrol denekleri arasinda fark
bulunmamustir.(158) Hiperglisemi ile artan AGE miktariin, pro-inflamatuar gen
tiretiminde ve ayni zamanda antimikrobiyal peptidlerin de tiretiminde gorevli NF-kB
sinyal yolagin1 tetikleyerek, defensin miktarinda artisa sebep olabilecegi
diistiniilmektedir.(158) Baska bir ¢caligmada ise antimikrobiyal peptid saliniminda rolii
olan baska bir sinyal yolagi olan p38 mitojen aktive edici fosfat kinaz (p38 MAPK)’in
hiperglisemik ortamda artan AGE miktarmma baglh olarak gegici artis
g6zlenmistir.(159)
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Diabetik gingival dokulardaki defensin ve kathelisidin salinim ve
lokalizasyonlarinin tanimlanmasi, multifonksiyonel gorevleri olan ve baslangig
immiiniteden kazanilmis immiiniteye geciste Onemli bir ara basamak olan bu
molekiillerin periodontal patogenezdeki rollerinin netlestirilmesinde ve diabet -
periodontal hastalik arasinda gézlenen ¢ift tarafli iliskinin daha iyi anlasilmasinda

yardimci1 olabilir.
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3. BIREYLER VE YONTEMLER

Bu ¢alisma ii¢ ana grup lizerinde gergeklestirildi. Bu gruplar:

Grup | . Tip 2 DM teshisi olan kronik periodontitis hastalari,
Grup Il . Sistemik olarak saglikli kronik periodontitis hastalar1 ve
Grup Il . Hem sistemik hem de periodontal agidan saglikl1 bireylerdir.

Calisma oncesi Hacettepe Universitesi Etik Kurulu’ndan LUT 12 : 129/22

dosya numarasi ile gerekli olan proje onay1 alindi.

3.1. Klinik Cahismalar

3.1.1. Calisma Gruplariin Se¢cimi

Calisma gruplarini, Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Periodontoloji Anabilim Dali’na bagvuran sistemik agidan saglikli kronik periodontitis
hastalar1, periodontal tedavi gereksinimi olan sistemik acidan takip ve tedavileri
devam eden Tip 2 DM teshisi konulmus hastalar ve hem sistemik hem de periodontal
acidan saglikli bireyler olusturdu. Son alt1 ay igerisinde herhangi bir antiinflamatuar
ilag veya antibiyotik kullanan, yine son alt1 ay icerisinde herhangi bir tip periodontal
tedavi gegiren, hamile olan veya emzirme doneminde bulunan bireylerle, Tip 2 DM
grubunda DM disinda baska bir sistemik hastaligi olan veya hipertansiyon disinda
kardiyovaskiiler, renal ve / veya hepatik sistemlerinin birinde komplikasyon gelismis
olan hastalar calismaya dahil edilmedi. Calismaya katilan tiim bireyler projenin amaci

ve yontemleri hakkinda bilgilendirildi ve onaylar1 alind1.

Kronik Periodontitisli Tip 2 DM Hastalar1 Grubu (T2DM+GP)

Calismaya klinik ve radyografik muayeneler sonucunda kronik periodontitis
teshisi konulan, Tip 2 DM teshisi konulmus olan yas ortalamast 52.5 + 9.0 (39-66
yaglar1 arasinda) olan 6 kadm, 8 erkek toplam 14 hasta dahil edildi. Hacettepe
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’na periodontal
sorunlar1 nedeniyle sevk edilen hastalardan yas, cinsiyet, DM siiresi, aclik kan sekeri
diizeyleri ve HbAl1c profillerini igeren detayli bir anamnez alindi ve klinik
muayeneleri gergeklestirildi. Hemoglobin Alc degeri >6.5% ve hizli plazma glukoz
degeri >126 mg/dl (7.0 mmol/l) olan hastalar Tip 2 DM’li olarak kabul edildi.(160)



31

Bu gruba katilan tiim hastalarda periodontitis teshisi, hastalarin >4 dislerinin dahil
oldugu, >1 alan tutulumunun gézlendigi, sondlama derinliklerinin >3mm ve klinik
atagman seviyeleri >3mm olan, sondlamada kanamanin gozlendigi ve
ortopantomogram radyograflarda kemik kaybi1 bulgusunun oldugu hastalara, bu
kosullara dikkat edilerek konuldu.(20) Ornekleme bélgesinde herhangi bir restorasyon

olmamasi klinik kriterler olarak géz dniine alindi.

Sistemik A¢idan Saghkh Kronik Periodontitis Grubu (GP)

Bu gruba yas ortalamasi 51.8 + 5.8 (45-64 yaslar1 arasinda) olan 5 kadin 6 erkek
toplam 11 hastada dahil edildi. Bu gruba katilan tiim hastalarda periodontitis teshisi,
hastalarin >4 dislerinin dahil oldugu, >1 alan tutulumunun gézlendigi, sondlama
derinliklerinin >3mm ve klinik atagman seviyeleri >3mm olan, sondlamada kanamanin
gozlendigi ve ortopantomogram radyograflarda kemik kaybi bulgusunun oldugu
hastalara, bu kosullara dikkat edilerek konuldu.(20) Ornekleme bélgesinde herhangi
bir restorasyon olmamasi klinik kriterler olarak géz oniine alindi. Hastalarin se¢iminde
ailelerinde DM hikayesi olmamasina dikkat edildi. Hemoglobin Alc degeri >6.5% ve
hizli plazma glukoz degeri >126 mg/dl (7.0 mmol/l) olan bireyler ¢alisma dis1
birakildu.

Kontrol Grubu (K)

Bu gruba sistemik ve periodontal agidan saglikli, yas ortalamasi 26.5 + 10.9
(18-57 yaslart arasinda) olan 7 kadmn, 6 erkek toplam 13 birey katildi. Bireylerin
periodontal olarak hicbir inflamasyon bulgusuna sahip olmamalarina ve sondlama
derinliklerinin <3mm olmasina dikkat edildi. Bu gruptaki bireyler protetik amagli kron
yiikseltme operasyonu ihtiyact olan veya ortodontik nedenle ¢ekim endikasyonu
konulan dislere sahip olan hastalardan sec¢ildi. Ayrica ailelerinde DM hikayesi olan
ve/veya hemoglobin Alc degeri >6.5% ve hizli plazma glukoz degeri >126 mg/dl
(7.0 mmol/l) olan bireyler ¢alisma dis1 birakildi.

3.1.2. Hastalarin Periodontal Durumlarinin Degerlendirilmesi

Periodontal Cep Derinligi (SD): Calismaya katilan tiim bireylerin SD

Olctimleri Williams periodontal sondu kullanilarak her diste meziobukkal, bukkal,
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distobukkal, meziolingual, lingual ve distolingual olmak iizere alt1 ayr1 noktadan
milimetrik olarak yapildi. Olgiim sirasinda sondun herhangi bir basing uygulamaksizin
kendi agirligr ile dislerin uzun eksenine paralel olarak cep i¢inde konumlanmasina
dikkat edildi. Her dis i¢in alinan alt1 degerin aritmetik ortalamasi o dis i¢in SD degeri
olarak alindi. Olgiim yapilan dislerin SD’leri toplami, dl¢iim yapilan dis sayisina

boliinerek o hasta icin ortalama SD degeri hesaplandi.

Klinik Atacman Diizeyi (KAD): Bireylerde, klinik atagman diizeyi (KAD)
degerleri periodontal sond kullanilarak sulkus tabani ile mine-sement sinirina kadar
olan mesafe Olciilerek saptandi. Olciimler meziobukkal, bukkal, distobukkal,
meziolingual, lingual ve distolingual olarak alt1 noktadan yapildi. Her dis i¢in dl¢iilen
altt degerin aritmetik ortalamasi, o dis i¢in KAD olarak alindi. Tiim dislerin KAD
degerleri toplami, toplam dis sayisina boliinerek, her birey i¢in ortalama KAD degeri

hesaplandi.

Diseti Iltihab1: Calismaya katilan bireylerde diseti durumunun klinik olarak
degerlendirilmesinde Gingival indeks (GI) kullanild1.(161) Bu indekse gore:

0- Saglikl diseti

1- Hafif iltihap, hafif renk degisikligi ve hafif 6dem varligi ve sondlamada
kanama yok.

2- Orta derecede iltihap, kirmizilik, 6dem ve sondlamada kanama

3- Siddetli iltihap, belirgin kirmizilik ve ddem, iilserasyon ve spontan kanama
egilimini gostermekteydi.

Her hasta i¢in plak indeksi degerleri agagida belirtilen formiil ile belirlendi.

GI= Tiim dislerdeki GI toplami

Mevcut dis sayis1 toplami

Bakteri Plag:: Plak varlig1 ve miktar1 Loe nin Plak Indeksi (Pi) ile belirlendi.(161)
Bu indekste:
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0- Diseti bolgesinde plak yok.

1- Serbest diseti kenar1 ve komsu dil yiizeyinde film halinde sadece sond yardimi

ile fark edilebilen plak varlig1.

2- Diseti cebi igerisinde ve diseti kenarina komsu dis ylizeyinde gozle goriiliir

yumusak eklenti varlig1.

3- Digeti cebi ve diseti kenarina komsu dis ylizeyinde yogun yumusak eklenti

varhigim gostermekteydi.

Her hasta i¢in plak indeksi degerleri asagida belirtilen formiil ile belirlendi.

Pi= Tiim dislerdeki PI degerleri toplami

Mevcut dis sayis1 toplami

Diseti Kanamasi:

Sondlamada meydana gelen diseti kanamasinin degerlendirilmesinde Nowicki

ve digerlerinin(162) tanimlamis oldugu Diseti Kanama Zamam indeksi (DKZI)

kullanildi.

Bu indekste disetinin sond ile uyarilmasindan sonra olusan kanama

kaydedildi. Eger ilk uygulamadan sonra 15 sn. igersinde kanama olugmamis ise, islem

tekrarlanarak bir 15 sn. daha beklenildi. Tim agiz ve 6rnekleme bolgesi ortalama

degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi. Bu indekste,

0

ilk ve ikinci stimiilasyondan sonra kanama olmadigini,

[k stimiilasyondan sonra kanama olmadigini, ikinci stimiilasyondan 6-15
sn. sonra kanama izlendigini,

[lk stimiilasyondan 11-15 sn. sonra ve ikinci stimiilasyondan sonraki ilk 5
sn. igersinde kanama izlendigini,

[lk stimiilasyondan sonra ilk 10 sn. igersinde kanama izlendigini,

Kendiliginden kanama varligini1 gosteriyordu.

3.2 Diseti Dokusu Orneklerinin Elde Edilmesi

Digeti doku ornekleri ¢alismaya katilan tiim bireylerden alinan anamnez,

aydinlatilmis onam ve periodontal indeks kayitlar1 ardindan elde edildi. T2DM+GP ve

GP’li hastalarda lokal anestezi altinda uygulanan tam kalinlik flap operasyonu
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sirasinda sulkuler, internal bevel ve interproksimal insizyonlar ile ayrilan iltihabi
dokular 6rnek olarak alindi. Kontrol grubunu olusturan bireylerde ise anamnez,
aydinlatilmis onam ve periodontal indeks kayitlarindan sonra, protetik amagh kron
yiikseltme operasyonlar1 veya ortodontik nedenle ¢ekim endikasyonu konulan
dislerden, lokal anestezi altinda, sulkuler, internal bevel ve interproksimal insizyonlar
ile ayrilan diseti doku Ornekleri elde edildi. Dokudaki antimikrobiyal peptid
seviyelerinde degisiklik olusmasini engellemek icin diseti doku 6rnekleri alinmadan
once herhangi bir periodontal tedavi uygulanmadi. Calismaya katilan tiim bireylerin

gerekli periodontal tedavileri doku 6rnekleri alindiktan sonra tamamlandi.

3.2.1. Diseti Dokusunun Histopatolojik Degerlendirmesi

Doku Takibi: Alinan diseti dokulari tespit amaci ile makroskopi islemi
sirasinda tamponlu formole konuldu. Kullanilan tamponlu formol NaCl (18 g),
%37°1ik saf Formol (200 ml) ve distile su (1800 ml) kullanilarak hazirlandi. Dokular
yaklasik 24 saat tamponlu formolde bekletildi ve tespit edildi. 24 saat sonunda doku
takip islemi baslatildi. Doku takip islemleri asagida belirtilen sira ile yapildi;

1- %80’lik Alkol 30 dk
2- %90’lik Alkol 30 dk
3- %90’lik Alkol 30 dk
4- %96’lik Alkol 30 dk
5- %96’lik Alkol 30 dk
6- Absoliite Ethanol 30dk
7- Absoliite Ethanol 30dk
8- Ksilen 30dk
9- Ksilen 30 dk
10- Ksilen-Parafin 30 dk
11- Parafin 30 dk
12- Parafin 30 dk

Alt1 saat siiren takip isleminden sonra dokular parafin bloklara gémiildii.

3.2.2 Dokularin immiinhistokimyasal Boyamasi

Parafin bloklara gdmiilen diseti doku 6rneklerinden, 5-um kalinliginda kesitler
alinarak immiinhistokimyasal islemler éncesinde doku kodlamalar1 yapildi. Ornekler

deparafinize edildi ve hBD-2 (Katalog numarasi, AF2758 R&D Systems,
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Minneapolis, ABD), hBD-3 (Katalog numarasi, LS-B86 Life Span BioSciences Inc.
Seattle, ABD), hCAP18/LL-37 (Katalog numarasi, HM2070 Hycult Biotech, Uden,
Hollanda ), Sitokeratin (CK) -19 (Katalog numarasi, MO888 Dako, Glostrup,
Danimarka) igin belirtilen boya ajanlar1 kullanilarak immiinhistokimyasal boyamalari
yapildi. hBD-3, hCAP18/ LL-37 ve CK-19 i¢in otomatik immiinboyama cihazi ile
rutin prosediirler kullanilarak boyama islemi tamamlandi (TechMate, Dako).
Mikrodalga firin araciligi ile 5 dakika ara ile iki seferde 1mmol/L sitrat tampon (pH
6.0) soliisyon igerisinde antijen atimi gergeklestirildi ve sonrasinda endojen peroksidaz
aktivitesi 3%’likk H202 ile bloke edildi. Primer antikorlar biyoislenmis sekonder
antikorlar ile tespit edildi ve streptavidin-horseradish peroksidaz (HRP) ile
birlestirilerek, HRP tamponunda bulunan 3,3’- diaminobenzidine tatrahydrochloride
ile goriintir hale getirildi. hBD-2 boyamasi igin diizenlenmis parafin kesitleri
deparafinize edildi. Rehidratasyondan sonra 3% hidrojen peroksit iceren deiyonize
suda 10 dakika boyunca endojendz peroksidaz aktivitesinin durdurulmasi i¢in yitkama
islemi yapildi. Kesitler daha sonra fosfat tamponlu salin solusyonunda 3x5 dakika
yikanarak tizerlerindeki soliisyon dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Kesitler 4°C’de
ke¢i kaynaklt poliklonal IgG antikoru (1:500 konsantrasyonda) ile gece boyunca
inkiibe edildi. Ertesi giin kesitler PBS soliisyonunda yikandi ve dikkatlice kurutuldu.
Bu islemden sonra sekonder antikor histofine ile oda sicakliginda 30 dakika boyunca
inkiibe edildi (Universal Immunoperoxidase Polymer Anti-Goat 17ml, Nichirei
Biosciences Inc., Tokyo, Japonya). Kesitler PBS soliisyonu ile tekrar yikanip
dikkatlice kurutulduktan sonra kromojen /substrat reajan1 ile ve Mayer’s hematoksilen
ile boyand1 (AEC + Substrate Chromogen Sensitivity, Dako). Son yikamadan sonra,
ornekler jel ile kaplanarak sabitlestirildi. Negatif kontrol O6rneklerinin
immiinhistokimyasal boyamasinda primer antikor boya ajanlar1 kullanilmadan tiim

islem basamaklar1 ayni sekilde gerceklestirildi.

3.2.3 Immiinhistokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi

Immiinhistokimyasal boyamalar1 gergeklestirilen drnekler, bilgisayar destekli
mikroskop baglantili (Leica DMLB, Leica) ve kirmizi-yesil-mavi renk hassasiyetli
video kamera eklentili imaj analiz sistemi ile incelendi (Leica DC 300V 2,0 Leica,
Wetzlar, Almanya, 2088x1550 piksel). Yiiksek c¢oziiniirliikte elde edilen kesit
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goriintlileri x40 biiyiitmede incelendi. Kesitlerin morfolojik o6zelliklerinden ve
birlesim epitelinin dnemli gostergelerinden olan CK 19 boyamalarindan yararlanilarak,
kesitlerin oral epitel ve sulkuler epitel tanimlamalar1 yapildi. Bu tanimlamalara uygun
olacak sekilde dokudan uygun alan se¢ildi. hBD2 immiinhistokimyasal boyamasinin

yogunlugu yari-kuantitatif olarak ii¢ ayri1 grupta tanimlandi:

(-) Boyama goriilmeyen hiicreler grubu : Bu grubu sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde
boyama gdzlenmeyen hiicreler olusturdu.
(+) Zay1if veya orta boyanan hiicreler grubu : Bu grubu sitoplazma veya ¢ekirdekte
boyama gosteren hiicreler olusturdu.
(++) Giiglii boyanan hiicreler grubu : Bu grubu sitoplazma ve c¢ekirdekte
boyama gosteren hiicreler olusturdu.
hBD-3 ve hCAP18/LL-37 boyamalarinin yogunluklar1 yari-kuantitaf olarak iki ayri
grupta degerlendirildi:
(-) Boyama goriilmeyen hiicreler grubu : Bu grubu sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde
boyama gozlenmeyen hiicreler olusturdu.
(+) Pozitif boyanan hiicreler grubu : Bu grubu sitoplazma veya ¢ekirdekte
boyama gosteren hiicreler olusturdu.

Her doku kesiti i¢in secilen alanlarda belirtilen gruplara gére manuel olarak
hiicre sayimlart yapildi. Yapilan bu hiicre sayimlar {i¢ kere tekrar edildi. Boyama
yogunluklarini degerlendirmek i¢in pozitif boyanan hiicre sayis1 toplam hiicre sayisina

boliinerek, yiizde cinsinden sayisal degerler elde edildi.

3.3. istatistiksel Analizler

Gruplar arasindaki, hBD-2, hBD-3 ve hCAP18/LL-37 boyama derecelerinin
farki ve klinik periodontal, biyokimyasal parametreler, istatistiksel olarak ikili (paired)
t-testi kullanilarak hesaplandi. Bu analizler SPSS 12.5 adli bilgisayar programindan

faydalanilarak gerceklestirildi. Istatiksel analizlerde p < 0.05 degeri anlamli olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarinin Tanimi

Arastirmamizda c¢alisma gruplarini Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’na bagvuran sistemik acidan saglikli kronik
periodontitis hastalari, periodontal tedavi gereksinimi olan sistemik agidan takip ve
tedavileri devam eden Tip 2 DM teshisi konulmus hastalar ve hem sistemik hem de
periodontal agidan saglikli bireyler olusturdu. Son alti ay igerisinde herhangi bir
antiinflamatuar ilag veya antibiyotik kullanan, yine son alt1 ay igerisinde herhangi bir
tip periodontal tedavi gegiren, hamile olan veya emzirme doneminde bulunan
bireylerle, Tip 2 DM grubunda DM disinda bagka bir sistemik hastalig1 olan veya
hipertansiyon disinda kardiyovaskiiler, renal ve / veya hepatik sistemlerinin birinde
komplikasyon gelismis olan hastalar ¢calismaya dahil edilmedi. Calismamizdaki hasta
ve kontrol gruplari, klinik periodontal parametreler ve immiinhistokimyasal boyamalar

yoniinden karsilastirildi ve anlamli korelasyonlar incelendi.

4.2. Klinik Bulgular

T2DM+GP, GP ve K gruplarina ait klinik parametre degerleri {i¢ grup arasinda
karsilastirilmis, tiim gruplara ait klinik parametre degerleri ve tanimlayici istatistiksel
veriler Tablo 4.2.1°de verilmistir. Calismamiza dahil edilen toplam 38 katilimcidan
yedisi sigara kullanmaktadir. Bunlardan biri T2DM+GP, ikisi GP ve dordii de kontrol

grubunda bulunmaktadir.

SD: Ornekleme bolgesi degerlerine bakildiginda ortalama SD degerleri
T2DM+GP grubunda 4.77+0.62, GP grubunda 4.92+0.63, K grubunda ise 1.87+0.35
mm olarak ol¢iildi. T2DM+GP ve GP grubu SD degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p=0.63) her iki grubun degerleri K grubuna goére anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0.001) (Tablo 4.2.1)

KAD: Ornekleme bélgesinde ortalama KAD degerleri T2DM+GP grubunda
5.8+1.12, GP grubunda 6.19+1.00, K grubunda ise 1.87+0.35 mm olarak belirlendi.
T2DM+GP ve GP grubu KAD degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken
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(p=0.49) her iki grubun degerleri K grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0.001) (Tablo 4.2.1)

Gi: Ortalama GI degerleri T2DM+GP grubunda 0.91+0.21, GP grubunda
1.00+0.25, K grubunda ise 0.43+0.14 olarak saptandi. T2DM+GP ve GP grubu GI
degerleri arasinda anlamli bir fark gézlenmezken (p=0.48) her iki grubun degerlerinin

K grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (p<0.001) (Tablo 4.2.1)

Pi: Ornekleme bolgesi degerlerine bakildiginda ortalama PI degerleri
T2DM+GP grubunda 0.83+0.21, GP grubunda 0.96+0.28, K grubunda ise 0.43+0.20
olarak gozlendi. T2DM+GP ve GP grubu PI degerleri arasinda anlamli bir fark
saptanamazken (p=0.29) her iki grubun degerleri K grubundan anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0.001) (Tablo 4.2.1)

DKZI: Ornekleme bolgesine ait ortalama DKZI degerleri T2DM+GP
grubunda 2.60+0.44, GP grubunda 2.75+0.36, K grubunda ise 0.65+0.58 olarak
belirlendi. T2DM+GP ve GP grubu DKZI degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunamazken (p=0.38) her iki grubun degerleri K grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulundu. (p<0.001)(Tablo 4.2.1)

Toplam Dis Sayisi: Katilimci agizlarindaki ortalama dis sayis1 degerleri
T2DM+GP grubunda 21.25+4.69, GP grubunda 21.7143.14, K grubunda ise
27.16+1.28 olarak belirlendi. Toplam dis sayist yoniinden T2DM+GP ve GP gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p=0.84) her iki grubun degerleri K grubuna
gore anlaml derecede diisiik bulundu. (p=0.001) (Tablo 4.2.1)



Tablo 4.2.1 Calismaya Dahil Edilen Bireylere Ait Klinik Parametre Degerleri ve Tanimlayici Istatistiksel Veriler

(n, ort + st.sap)

T2DM+GP GP KONTROL p degeri
(n:14) (n:11) (n=13) T2DM+GP-GP T2DM+GP-Kontrol GP-Kontrol
Yas
(1L, ort & st.sap) 52.5+9.0 51.8+5.8 26.5+10.9 0.85 p<0.001 p<0.001
Cinsiyet 0 0 0
(erkek cinsiyeti, %) 50% 57% 46% 0.77 0.77 0.78
SD 4.77 +0.62 4.92 +0.63 1.87+0.35 0.63 p<0.001 p<0.001
(mm, ort+st.sap)
KAD 581+112 | 6.19+ 1.00 1,87 0.35 0.49 0<0.001 p<0.001
(mm, ort + st.sap) ' ' ' ' ' ' ' ' '
GI
(ort + st.sap) 0.91+0.21 1.00 + 0.25 0.43+0.14 0.48 p<0.001 p<0.001
Pi
(ort = st.sap) 0.83+0.21 0.96 + 0.28 0.43+0.20 0.29 p<0.001 p<0.001
DKZi
2.60+0.44 2.75+0.36 0.65+ 0.58 0.38 p<0.001 p<0.001
(ort + st.sap)
TOPLAM DIS 2125+469 | 21.71+3.14 2716+ 1.28 0.84 p<0.001 0.003

6€
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T2DM+GP grubunda ortalama diabet siiresi 8.08+6.09 yildir. Bu gruptaki
katilimcilarin ortalama kan glukoz degerleri 165 mL/dl iken ortalama HbAlc degerleri
7.91%’dir. (en diisiik: 6.25%- en yiiksek 8.6%) (Tablo 4.2.2) T2DM+GP grubunu
olusturan 14 katilimcidan, iKi tanesi DM tedavisi i¢in intramuskuler insiilin

enjeksiyonu kullanilirken diger katilimcilar, oral hipoglisemik ilag tedavisi altindadir.

Tablo 4.2.2 T2DM+GP Grubuna Ait Bireylerin Klinik DM Bulgulari

Diabet Siiresi Kan Glukoz Degeri HbAlc
Yil mL /dl %
(Ort + st.sap) (Ort + st.sap) (Ort + st.sap)
8.08 +6.09 165 +35.20 791 +1.62

4.3 Konvansiyonel Histoloji ve immiinolokalizasyon Bulgulari

Calismaya dahil olan katilimcilardan elde edilen gingival biyopsilerde CK19,
hBD-2, hBD-3 ve hCAP18/LL-37 boyamalari yapildi. CK-19 immiinhistokimyasal
boyamalarinda T2DM+GP, GP ve kontrol gruplarinda birlesim epiteli
lokalizasyonunda pozitif boyama elde edildi. (Resim 4.3.1, Resim 4.3.2, Resim 4.3.3)

Resim 4.3.1 T2DM+GP Grubuna ait CK-19 Boyamasi (*40 Biiylitme)
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Resim 4.3.2 GP Grubuna ait CK-19 Boyamasi (40 Biiyiitme)

e S

2

Resim 4.3.3 Kontrol Grubuna ait CK-19 Boyamasi1 (x40 Biiyiitme)

T2DM+GP ve GP gruplarinda hBD-2, hBD-3 ve hCAP18/LL-37 i¢in yapilan
boyamalar tiim epitel katmanlarinda yogun bir sekilde gézlendi. (Resim 4.3.4, Resim
4.3.5, Resim 4.3.7, Resim 4.3.8, Resim 4.3.10, Resim 4.3.11.) Kontrol grubunda ise,
hBD-2 immiinhistokimyasal boyamas1 epitelin siiperfisial tabakasinda daha yogun
lokalize olurken, ayni grubun hBD-3 ve hCAP18/LL-37 boyamalari epitelin bazal
tabakasinda daha yogun bir sekilde izlendi. (Resim 4.3.6, Resim 4.3.9, Resim 4.3.12.)
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Resim 4.3.4 T2DM+GP Grubuna ait hBD-2 Boyamasi (*40 Biiyiitme)

2 Boyamasi1 (*40 Biiyiitme)

Resim 4.3.5 GP Grubuna ait hBD



[ : BN

Resim 4.3.7 T2DM+GP Grubuna ait hBD-3 Boyamasi (*40 Biiylitme)
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Resim 4.3.9 Kontrol Grubuna ait hBD-3 Boyamasi (*40 Biiyiitme)
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Resim 4.3.11 GP Grubuna ait h\CAP18/ LL-37 Boyamasi (*40 Biiyiitme)
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Resim 4.3.12 Kontrol Grubuna ait hCAP18/ LL-37 Boyamas1 (*40 Biiyiitme)

hBD-2 boyamalari, hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda goézlenirken,

hBD-3 ve hCAP18/LL-37 boyamalar hiicrelerin sitoplazma seviyesinde tespit edildi.
(Resim 4.3.13, Resim 4.3.14, Resim 4.3.15)

-

"' 50 um
Resim 4.3.13 hBD-2 Orneklerindeki Hiicre ve Sitoplazma Boyanmalari
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Resim 4.3.15 hCAP18/ LL-37 Orneklerindeki Sitoplazma Boyanmalar1
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Tim doku ornekleri i¢in, primer antikorlar kullanilmadan gergeklestirilen
negatif kontrol boyamalarinda herhangi bir boyanma goézlenmedi. (Resim 4.3.16,
Resim 4.3.17, Resim 4.3.18)

Resim 4.3.17. hBD-3 Boyamasina Ait Negatif Kontrol Ornegi (*40 Biiyiitme)



Resim 4.3.18 hCAP18/LL-37 Boyamasina Ait Negatif Kontrol Ornegi (*40
Biiyiitme)
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Pozitif boyanan hiicre sayilarinin, 6rneklerde sayilan tiim hiicrelere orani yilizde
olarak karsilagtirildiginda, hBD-2 boyamasinda T2DM+GP grubunda, giiclii pozitif
boyanan hiicreler olarak tanimlanan, sitoplazma ve hiicre g¢ekirdeklerinde boyama
tespit edilen hiicrelerin yiizdesi, GP ve K gruplarindaki gii¢lii pozitif boyanan hiicre
yiizdelerine gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.005). (Sekil 4.3.19) Sadece
sitoplazmalarinda boyanma goriilen ve orta siddette boyanan hiicreler olarak
tanimlanan hiicrelerin toplam hiicre sayisina yiizde olarak orani hesaplandiginda
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Negatif boyanan hiicre
yiizde oranlart karsilastirildiginda kontrol grubunda daha yiliksek bir yiizde elde
edilmesine ragmen diger gruplarla aradaki bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi.

(Sekil 4.3.19)

%100 -
90 - p=0.005
80 -
70 -
60 -
50 -
40

Boyama ++
Boyama+

Boyama =

20
10

T2DM+GP GP Kontrol

Sekil 4.3.19  hBD-2 Orneklerindeki, Pozitif Boyanan Hiicrelerin Toplam Hiicre
Sayilarina Gore Olan Yiizde Oranlar1 Grafigi
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hBD-3 boyamalarinda, pozitif boyanan hiicre sayilarinin, drneklerde sayilan
tim hiicrelere orani ylizde olarak karsilastirildiginda, sitoplazmalarinda boyanma
goriilen ve pozitif boyanan hiicreler olarak tanimlanan hiicrelerin toplam hiicre
sayilarina gore ylizdeleri T2DM+GP grubunda, diger gruplara gore anlamli derecede
yiiksek bulundu. (p=0.007) (Sekil 4.3.20) Negatif boyanan hiicre sayilarinin toplam
hiicre sayisina olan yiizdeleri hesaplandiginda ise kontrol grubunda daha yiiksek bir
deger elde edilmesine ragmen diger gruplarla aradaki bu fark anlamli bulunmada.

(Sekil 4.3.20)

p=0.007

% 100 -
90 -
80 -
70 - Boyama+
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 -

Boyama -

T2DM+GP GP Kontrol

Sekil 4.3.20 hBD-3 Orneklerindeki, Pozitif Boyanan Hiicrelerin Toplam Hiicre
Sayilarina Gore Olan Yiizde Oranlar1 Grafigi
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hCAP18/LL-37 boyamalarinda, pozitif boyanan hiicre sayilarinin, 6rneklerde
sayilan tiim hiicrelere orami yiizde olarak karsilagtirildiginda sitoplazmalarinda
boyanma goriilen ve pozitif boyanan hiicreler olarak tanimlanan hiicrelerin, toplam
hiicre sayilarina gore olan yiizdeleri T2DM+GP grubunda, diger gruplara gore anlaml
derecede yiiksek bulundu. (p=0.002) (Sekil 4.3.21) Negatif boyanan hiicre sayilarinin,
toplam hiicre sayisina olan yiizdeleri hesaplandiginda ise kontrol grubunda daha
yiiksek bir deger elde edilmesine ragmen diger gruplarla aradaki bu fark anlamh

bulunmadi. (Sekil 4.3.21)

100 - p=0.002
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

O _

Boyama +

Boyama -

T2DM+GP GP Kontrol

Sekil 4.3.21 hCAP18/ LL-37 Orneklerindeki, Pozitif Boyanan Hiicrelerin Toplam

Hiicre Sayilarina Gore Olan Yiizde Oranlar1 Grafigi
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5. TARTISMA

hBD ve kathelisidinler kiiciik molekiil agirliklarina ragmen basta
antimikrobiyal Ozellikleri olmak {izere, baslangi¢c immiin yanitin olusmasinda,
kazanilmis immiin yanita gegiste etkili olan kemokin ve sitokinlerin saliniminda, yara
iyilesmesi ve rejenerasyonda gorevli hiicrelerin ¢ogalmasinda goérev alan
multifonksiyonel peptidlerdir.(7,107) Calismamiz bilindigi kadariyla DM’si olan ve
olmayan periodontitis hastalarinin, gingival dokularinda defensin ve kathelisidin
salinim ve lokalizasyonunun incelendigi ilk ¢alismadir. Diabetes Mellitus hastaligi
olan kronik periodontitisli bireylerde hBD-2, hBD-3 ve hCAP18/LL-37’nin asir1
salinimi ilk kez gosterilmistir. Ancak kronik periodontitis ve kontrol gruplari arasinda
hBD-2, hBD-3 ve hCAP18/LL-37 salinmiminda anlamli bir fark bulunamamustir.
Mevcut ¢alisma ile multifaktoriyel etiyolojiye sahip olan ve risk faktorleri arasinda
DM bulunan periodontitis hastaliginin patogenezinde, baslangi¢ immiin yanitin 6nemli
elemanlarindan olan antimikrobiyal peptidlerin etkisi agiklanmaya calisilmistir. Bu
calisma periodontitis patogenezinin ve DM ile periodontitis iligskisinin agiklanmasina
yardimci olabilecek bir basamaktir.

Calismamizda diabet grubunun tanimlanmasinda HbAZIc testi kullanilmistir.
Literatiirde kirmizi kan hiicrelerinin hemolize edilmesi ile HgA’nin mindr
komponentleri tanimlanmistir. HgA1 bu mindr komponentlerden biri olup, normal
insanlardaki hemoglobinin %6’sin1 olusturur. HgAlc ise bu mindr komponentlerin
tigte ikisini olusturup hiperglisemi varliginda miktar1 artmaktadir.(163,164)
Periodontal hastaliklarin ve tedavisinin degerlendirilmesinde HgAlc giivenilir bir
metod olarak tanimlanmustir ¢iinkii HbALc kirmizi kan hiicrelerinin yari 6mrii olan
30-90 giiniin kan glukoz seviyesi hakkinda bilgi verir.(145,146,163) Ayrica diger
klasik test yontemlerinde hastanin kurallara uyumlulugu son derece 6nemli olup test
sonuclarimi1  etkileyebiliyorken HbAlc Ol¢iimiinde bu problem ortadan
kalkmaktadir.(164) HbAlc % <8 altinda olan hastalar kontrollii diabet hastalar1 olarak
tanimlanmis ve periodontal tedavi protokolii agiSindan sistemik saglikli hastalarla ayni
siifa dahil edilmislerdir.(165) Calismamizdaki T2DM+GP grubundaki hastalarin
ortalama HbAlc degerleri 7.91%’dir ve sadece ii¢ hastanin degeri %8’den fazladir.
(8.3%, 8.4% and 8.6%) Bu ii¢ hastadan elde edilen dokular degerlendirildiginde ise
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T2DM+GP grubundaki diger dokular ile aralarinda anlamli bir fark tespit
edilememistir.

Calismamizdaki dokularin tanimlanmasinda, gingival epitelin morfolojik
Ozelliklerinin yani1 sira CK-19 boyamasinin lokalizasyonundan da yararlanildi.
Sitokeratinler, epitel hiicrelerinin kokenlerini ve bulunduklar1 farklilasma evresini
yansitan, epitel hiicreleri tarafindan sentezlenen biiyiik yapisal proteinlerdir.(166-168)
Gingival epitelin bazal tabakasinda CK-5, -14 ve -19 salimmi gosterilmistir.(53)
Gingival epitelin list tabakalarinda CK1/10 salinim1 daha fazla gézlenirken, CK 6/16
ise epitelin hiperproliferasyon gostergeleri olarak kabul edilebilir.(169,170) Birlesim
epiteli de sitokeratin salinimi gozlenebilen ve farkli yapisi ile gingival epitelden
ayrilan Ozellesmis bir epiteldir. Birlesim epitelinde, CK8/18 salinim siklig1 ve
yogunlugu ¢esitlilik gosterebilirken, CK-19 birlesim epiteli i¢in giivenilir bir gdsterge
olarak o6ne c¢ikmaktadir.(53,171,172) Bu yiizden ¢alismamizda Ozellikle kronik
periodontitisli bireylerin olusturdugu T2DM+GP ve GP gruplarinda herhangi bir
periodontal tedavi yapilmadan 6nce elde edilen dokular, 6dematdz ve frajil oldugu igin
morfolojik olarak birlesim epitelinin izolasyonu zorlast1 ve yetersiz kaldi. Bu sebeple
nispeten gilivenilir bir gosterge olan CK-19 boyamalariyla morfolojik alan se¢imi
desteklendi.

Calismamizda periodontal ve sistemik olarak saglikli bireylerden elde edilen
diseti orneklerinde hBD-2 epitelin iist tabakalarinda (Spinoz ve graniiler), hBD-3 ve
hCAP18/LL-37 ise agirlikli olarak epitelin bazal tabakalarinda izole edilmistir. Kronik
periodontitisli hastalarin olusturdugu T2DM+GP ve GP gruplarinda ise bireylerin
sistemik durumlarindan bagimsiz bir sekilde, hBD-3 ve hCAP18/LL-37 boyamalari
epitelin bazal tabakasindan spinoz ve graniiler tabakalarina dogru bir artis ve yayillim
gostermistir. Tam tersine bireylerin sistemik durumlarindan bagimsiz bir sekilde
bahsedilen gruplardaki diseti 6rneklerindeki hBD-2 boyamalari, epitelin spinoz ve
graniiler tabakalarindan, bazal tabakaya dogru bir yayilim ve artis gostermektedir.
Calisgmamizda elde edilen antimikrobiyal peptidlerin, gingival epiteldeki
lokalizasyonu ile ilgili bu bulgular literatiirle uyumludur.(3,7,21,125) Dale ve ark.(3)
yaptiklart bir ¢caligmada, saglikli gingival dokulardaki hBD-1 ve hBD-2’yi mRNA
seviyesinde degerlendirdiklerinde spinoz  tabakada, peptid seviyesinde

degerlendirdiklerinde ise graniiler tabakada izole etmislerdir. Lu ve ark.(16) ise
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saglikli dokulardan elde edilen 49 gingival biyopsi iizerinde yaptiklar1 bir baska
calismada, bazal tabakada epitelin iist tabakasi olarak nitelenen spinoz tabakadakine
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek miktarda hBD-3 peptid
seviyesinin bulundugunu tespit etmislerdir.(16) hCAP18/LL-37 lokalizasyonu ile ilgili
literatiirdeki ¢alismalarda ise bu antimikrobiyal peptidin, hBD-2 ve hBD-3 ‘den farkli
olarak; epitelin herhangi bir tabakasinda yogunluk olusturmadan kismen homojen bir
dagilim gosterdigi ancak daha zayif boyandigi ifade edilmistir.(3, 131)
Calismamizdaki hCAP18/LL-37 boya lokalizasyonlar1 bu bulguyu destekler nitelikte
epitelin tiim tabakalarinda gézlenmektedir ancak boyama siddeti olarak hBD-2 ve
hBD-3’den daha zayif boyanmamistir. Bu farklilik, hCAP18/LL-37’nin hem
notrofiller hem de gingival epitel hiicreleri tarafindan salinabilmesi ile agiklanabilir.(7)
PMNL kaynakli hCAP18/LL-37 daha ¢ok birlesim epiteli ve g¢evresinde lokalize
olmustur.(8) Calismalarin immiinhistokimyasal basamaklarindaki teknik farkliliklar
nedeniyle farkli sonuglar elde edilmis olabilir.

hBD-1, hBD-2 ve hBD-3’iin lokalizasyon ve stimulasyon yonelimleri
literatiirdeki in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda oldukga tutarlidir.(21,173,174) Giirsoy
ve ark.(21) ti¢ boyutlu organotipik epitel modeli iizerinde yaptiklari bir ¢alismada,
hBD-1 ve hBD-2 modelin st tabakalarinda gozlenirken, hBD-3 bazal tabakada
lokalize olmustur. Aymi modelin F. nucleatum biyofilmi ile bes saatlik
inkiibasyonundan sonra, hBD-2 ve hBD-3 salinimlari, modelin st tabakalar1 ve bazal
tabakasinda artig gosterirken, 24 saatlik inkiibasyondan sonra hBD-2 salinim1 modelin
bazal tabakasmma dogru, hBD-3 salinimi ise epitelin bazal tabakasindan, {ist
tabakalarina dogru artis gostermistir. Bu bulgular, literatiirdeki diger in-vivo
caligmalar (175,176) ve mevcut calismamizda elde ettigimiz, antimikrobiyal
peptidlerin gingivadaki lokalizasyon bulgulari ile uyumludur.

Calismamizda elde edilen bir diger ilgi ¢ekici bulgu ise, hBD-2 boyamalarinin
epitel hiicrelerinin sitoplazma ve ¢ekirdeginde izole edilirken, hBD-3 ve hCAP18/LL-
37 boyamalarimin epitel hiicrelerinin sadece sitoplazmalarinda gézlenmesiydi.
Wenghoefer ve ark’nin (177) 21 tiikriik bezi timor 6rnegi lizerinde yaptiklart bir
calismada, hBD-1’i hiicre ¢ekirdeginde, hBD-2 ve hBD-3’ii ise, daha ¢ok hiicre
sitoplazmasinda izole etmislerdir. Elde edilen bu bulgular sonucunda hBD-1, -2 ve -3

proteinlerinin g¢ekirdekteki lokalizasyonlarmin, kendi iiretimlerini baskilayabilecegi
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diistintilmiistiir. Promotor otoregiilasyon olarak da bilinen bu mekanizmanin etkisi
Myb-iligkili protein B ve siklin bagimli kinaz-9 gibi proteinler iizerinde de
gosterilmistir.(178) hBD-2 proteininin epitel hiicre ¢ekirdegindeki lokalizasyonun bir
baska nedeni de gen transkripsiyonu ile ilgili olabilir, ancak bu hipotezler
calismamizin su asamasinda kurgusal nitelikte olup, ileri deneysel c¢alismalarla
arastirilmalidir.

Calismamizda hBD-2 salinimi1 T2DM+GP grubundaki bireylerde diger ¢calisma
gruplarina gore anlamli derecede daha yiiksek bulundu. GP grubundaki bireylerdeki
hBD-2 salinimi ise kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasina ragmen aradaki fark
istatiksel olarak anlamsizdi. Literatiirdeki mevcut ¢alismalarda hBD-2 salinimi ve
periodontal durum arasindaki iliski ile ilgili ortak bir goriis Dbirligi
bulunmamaktadir.(24,125,179,180) Kuula ve ark’nin (179) kronik periodontitisli ve
generalize  agresif  periodontitisli ~ gingival dokular {izerinde yaptiklar
immiinhistokimyasal ¢alismada, inflame dokularda daha yiiksek miktarda hBD-2 izole
edilmistir. Elde edilen bu bulgu, periodontitis sonucu viicutta meydana gelen
bakteriyel ataga karsi etkili ve genis spektrumlu antibakteriyel etkisi olan hBD-2
protein tiretiminin ve salimiminin konak tarafindan indiiklendigi seklinde agiklanabilir.
Bunun disinda inflamatuar siiregle beraber ortama salinan pro-inflamatuar sitokinlerin
hBD-2 salinimint arttirdign da bilinmektedir.(3,107) Periodontal hastaliklar
inflamatuar hastaliklar arasinda yer aldigindan defensin {iretiminin ve saliniminin
artmast beklenebilir. Ancak Vardar-Sengiil ve ark.’nin (180) yaptiklari ¢aligmada
saglikl, gingivitisli, kronik periodontitisli ve agresif periodontitisli hastalarin
dokularindaki hBD-2’nin mRNA seviyeleri incelenmis ve periodontitisli bireylerden
izole edilen hBD-2 mRNA seviyeleri saglikli gruba gére daha diisiik miktarda tespit
edilmistir. Bu tespit bizim elde ettigimiz sonuclara ters diismektedir. Bu farklilik,
calisma metodlarinin degisik olmasi ile agiklanabilir. Calismamizda elde ettigimiz
bulgular, antimikrobiyal peptid salinim1 gosteren gingival epitel hiicre sayisinin, doku
kesitindeki toplam gingival epitel hiicre sayisina oranini vermektedir. Bulgularimiz,
antimikrobiyal — peptid konsantrasyonunu veya aktif peptid seviyesini
belirtmemektedir. Calismamizda periodontal durum ile antimikrobiyal peptid seviyesi
arasindaki iligskiyi agiklamada mRNA seviyesinden faydalanilmamistir. Dommisch ve

ark.(25)’nim. saglikli, gingivitisli ve periodontitisli toplam 30 gingival doku tizerinde



57

yaptiklar1 ¢aligmada, hBD-2 seviyesi gen ekspresyonu diizeyinde incelenmis ve
gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir. Dale ve ark.(173) yaptiklari bir diger
calismada ise kiiltlir ortamindaki gingival epitel hiicrelerinin bakteriyel uyaran
sonucunda hBD-2 peptid salinim seviyesinde artis gosterdikleri rapor edilmistir. Diger
yandan Bissel ve ark.(125) saglikli gingival doku orneklerinde hBD-2 mRNA
seviyesini inflame dokulara oranla daha yiiksek bulmuslardir. Bu bulgu elde ettigimiz
verilerle uyumlu degildir. Ancak Hosokawa ve ark.(24) yaptiklar1 ¢alismada farkli
derece inflamasyona sahip gingival dokulardaki hBD-2 mRNA seviyesinin, tutarl
sonuglar vermedigini ve protein seviyesinin daha giivenilir bir gosterge oldugunu
savunmuslardir.

Calismamizda T2DM+GP grubunda hBD-2 miktar1 diger gruplara oranla daha
yiiksek bulundu. Literatiir incelendiginde diabet ile antimikrobiyal peptid salinimi
arasindaki iliskiyi agiklayan az sayida calisma oldugu goriilmektedir.(41,42,181)
Yapilan in-vitro bir ¢alismada yiiksek glikoz ortaminin keratinositlerin hBD-2 salinimi
tizerindeki etkisi hem protein seviyesi hem de mRNA iizerinden
degerlendirilmistir.(41) Elde edilen sonuglarda yiiksek glikoz ortaminda daha az
miktarda hBD-2 salinimi gozlenmistir. Bu etkinin hiperglisemik ortamin hBD-2
salmimu ile iligkili mekanizmalardan biri olan sinyal transdiiksiyon ve transkripsiyon
aktivatorii-1 (STAT-1) sinyal yolaginda goriilen azalma sonucu gozlendigi
savunulmustur.(41) Ancak fare ve insan bobrek hiicreleri ilizerinde yapilan diger
caligmalarda rBD-1 ve hBD-1’in mRNA seviyesinin hiperglisemik ortamda kontrol
grubuna gore daha yiiksek seviyede oldugu gosterilmistir.(42,181) Ek olarak Froy ve
ark.’nin (182) yine fareler tizerinde gergeklestirdikleri ¢calismalarinda, rBD-1, rBD-2
ve antimikrobiyal peptid tiretiminde gorevli mekanizmalardan olan Toll like -2 ve -4
reseptOr seviyeleri bobrek, akciger, karaciger ve beyin dokularinda incelenmistir.
Akciger dokusunda, diabetli o6rneklerde rBD-2 seviyesi belirgin bir sekilde yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglar1 yorumlamak istersek, hiperglisemik ortamda daha yiiksek
oranda hBD-2 elde edilmesindeki olas1 mekanizmalardan birisi de hiperglisemi sonucu
ortaya ¢ikan son iriinlerden olan AGE’nin kendilerine ait reseptorlere baglanmalari
ile pro-inflamatuar genleri aktive etmeleri ve niiklear faktér kappa-B (NF-xB) gibi
antimikrobiyal peptid saliniminda etkili olan baska bir sinyal mekanizmasini harekete

gecirmeleri olabilir.(158,182) Bu durumda hBD-2 salinimi, inflamasyon olusumu ile
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paralel bir sekilde artis gostermektedir. Bu mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in daha
ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda T2DM+GP grubundaki bireylerde hBD-3 salinimi diger ¢alisma
gruplarimiza gore anlamli derecede daha yiiksek bulundu. GP grubundaki bireylerdeki
hBD-3 salinim1 kontrol grubuna gore daha yiiksek gézlenmesine ragmen aradaki bu
fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi. hBD-3 salinimi ile periodontal inflamasyon
arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarda da  ortak  bir  goris
bulunmamaktadir.(21,23,125) Brancatisano ve ark.’min (23) yaptiklar1 ¢alismada,
periodontal olarak saglikli 31 birey ve kronik periodontitisli 37 bireyden alinan diseti
olugu sivisi orneklerindeki hBD-3 seviyesini ELISA teknigi ile incelemislerdir. Diseti
olugu sivisindaki hBD-3 seviyesi kronik periodontitisli bireylerde istatiksel olarak
anlamli derecede daha az miktarda bulunmustur. hBD-3’tin kronik periodontitisli
bireylerde daha az oranda bulunmasinin olas1 bir nedeni konak savunmasinda da gérev
yapan ve diseti olugu sivisinda da izole edilebilen proteolitik enzimlerin hBD-3"i
¢ozmesi veya inaktive etmesidir.(19) Bu ¢alismada elde edilen bulgunun, mevcut
caligmamizdan farkli olmasinin sebebi ¢alismamizin gingival dokulardaki peptid
diizeyini degerlendirmesi olabilir. Saglikli, gingivitisli ve kronik periodontitisli
dokular tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise, hBD-3 mRNA seviyesi diizeyinde
karsilastirilmis, saglikli ve gingivitisli gruplar arasinda bir fark gdzlenmezken,
periodontitisli grupta artan hBD-3 yaniti izlenmistir.(25) Bu bilgi, hBD-3’iin oral
gingival inflamasyonun erken safhasinda degil, daha ileri donemlerinde gecikmis bir
salmim artig1 gosterdigini diistindiirebilir. Ancak literatiirde hBD-3 mRNA seviyesinin
saglikli dokularda daha yiiksek oldugunu savunan ¢aligmalar da mevcuttur.(16,125)
Periodontal inflamasyonda azalan hBD-3 yanitinin agiklanmasinda birkag hipotez 6ne
stiriilebilir. Bunlar arasinda, hBD salinimindaki genetik polimorfizm veya genomik
kopyalarindaki farkliliklar, salinan peptidlerin konak veya periodontopatojen kaynakli
enzimler tarafindan ¢oziinmesi veya inaktive forma gecirilmesi ve baslangic
immiiniteden kazanilmis immiiniteye gecisteki periyotta calisma metodoloji ve
teknikleri nedeniyle hBD’lerin izole edilememeleri  sayilabilir.(2,7) Literatiir
incelendiginde saglikli 6rneklerde, kronik periodontitisli 6rneklere gore daha yiiksek

oranda hBD-2 ve hBD-3 bulan ¢aligmalarin mRNA seviyesinde gergeklestirildigi ve
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MRNA protein seviyesinin birbiriyle korele yanitlar vermedigi unutulmamalidir. Bu
konuda ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.(25,125)

Calismamizdaki orneklerde, saglikli bireylerde hBD-3 epitelin bazal
tabakasinda daha belirgin bir sekilde yer alirken, hBD-2 {ist tabakalarda izole edildi.
hBD-2 ve hBD-3 arasindaki lokalizasyon ve aktivasyondaki bu karakteristik farklilik
Semple ve ark.’nin (5) yaptig1 ¢alisma ile aciklanabilir. Bu ¢alismada hBD-3’iin in-
vitro ve in-vivo olarak proinflamatuar sitokin sekresyonunu azalttigi, bu sekilde
epitelin daha iist tabakalarinda bulunan hBD-2’nin baslangi¢ savunma sisteminde,
bazal tabakada yer alan hBD-3’iin de daha ge¢ asamalarda bagisiklik sistemini aktive
ettigi diistintilebilir.

Insanlarda, hBD-3 ile diabet arasindaki iliskiyi inceleyen bir klinik ¢alisma
literatiirde bulunmamaktadir. Lan ve ark. (40) yaptiklari caligmanin in-vitro modelinde
hiperglisemik ortamda insan keratinosit hiicrelerinden salinan hBD-3 miktarinin
MRNA ve protein cinsinden degerlerini ve ayni ¢alismanin in-vivo modelinde ise
ratlarda olusturulan perilezyonel deri yaralanmalarindaki hBD-3  yanitini
incelenmiglerdir. Calismanin her iki basamaginda da artan hiperglisemik ortamin
hBD-3 salinimini negatif etkiledigi goriilmiistiir. Bu yanitin olusmasindaki potansiyel
mekanizma olarak ise, hiperglisemik ortamda artis gosteren AGE f{irlinlerinin,
antimikrobiyal peptidlerin {iretim asamasinda rolii oldugu bilinen sinyal
mekanizmalarindan, P38 mitojen aktive protein kinaz (p38 MAPK) yolagini inhibe
etmesi one siiriilmiistiir.(40) Literatiirde bu bulguya karsit goriis olusturacak nitelikte
baska calismalar da mevcuttur.(43,159) Ornegin Barnea ve ark.’nin (43) insan
embriyolojik bobrek ve adenokarsinom hiicreleri {izerinde yaptiklari in-vitro
calismada ortamda bulunan glikoz ve insiilinin transkripsiyonel aktiviteyi arttirarak,
optimum hBD-1 salinimi igin gerekli oldugu goriisii savunulmustur. Monositik T
hiicreleri ilizerinde yapilan bir baska calismada ise, ortamda artis gosteren AGE
miktarmin, proinflamatuar sitokinler ve antimikrobiyal peptid saliniminda etkili
mekanizmalardan olan NF-xkB sinyal yolagimi aktive ettigi gosterilmistir.(159)
Calismamizda, diabetli ve kronik periodontitisli bireylerin olusturdugu, T2DM+GP
grubundaki hBD-3 saliniminin diger gruplara gére anlamli derecede yiiksek olmasinin

nedeni potansiyel olarak bu sinyal mekanizmalarina bagli olabilir. Diabet tedavisi igin
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kullanilan insiilin ve diger ilaglarin antimikrobiyal peptidler ve ilgili sinyal yolaklari
tizerine etkilerini de iceren ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

LL-37 insanlarda bulunan kathelisidin grubuna ait olan tek antimikrobiyal
peptiddir.(8,183) Esas kaynak olarak nétrofillerden salinim gosterirken, gingival epitel
hiicrelerinden de salinabilir.(21) Fonksiyona girmedigi dénemde hCAP18/LL-37
formunda bulunur ve post-translasyonel aktivasyonla islevsel hale geger.(8,183)
Calismamizda hCAP18/LL-37 sonuglarina bakildiginda diger antimikrobiyal peptidler
ile uyumlu bir sekilde T2DM+GP grubunda diger gruplara gére anlamli derecede
yiiksek degerler tespit edildi. Elde ettigimiz bu sonug literatiirdeki diger ¢caligmalarla
da uyumludur.(21,24,131) Hosokawa ve ark.’nin (24) yaptiklar1 ¢calismada gingival
doku 6rnekleri incelenmis ve LL-37 seviyesi hem immiinhistokimyasal hem de ELISA
metodu ile degerlendirilmistir. Sonugta inflame diseti 6rneklerinde LL-37 seviyesinin
saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugu ve patolojik cep derinligi ile LL-37
miktar1 arasinda pozitif korelasyon bulundugu saptanmistir. Generalize agresif
periodontitis, kronik periodontitis ve saghikli diseti 6rneklerinde hCAP18/LL-37
mRNA seviyesini degerlendiren bir baska caligmada ise, kronik periodontitisli grupta
hCAP18/LL-37 mikar1 en yiiksek oranda bulunmustur.(131) McCrudden ve ark. (184)
ise LL-37 miktarini diseti olugu sivisi drneklerinde incelemislerdir. LL-37 nin diseti
olugu sivisinda izole edilebildigi fakat P.gingivalis (+) alanlarda hizla ¢ozildigi
goriilmiistiir. LL-37’nin inflame dokularda yiliksek oranda bulunmasinin potansiyel bir
nedeni olarak ilgili peptidin inflamatuar gostergelerle pozitif korelasyonu
gosterilebilir.(7, 8) Periodontal hastaliklarin multifaktoriyel dogas1 ve inflamatuar
karakteri goz oniine alindiginda LL-37 miktarinda artis beklenmektedir.(21, 24, 184)

Literatiirde, LL-37 diabet iliskini inceleyen az sayida calisma
mevcuttur.(185,186) Diabetik ayak iilseri dokularini inceleyen bir ¢alismada, diabetli
dokularda defensinlerle beraber LL-37 miktarinda da artis gozlenmistir.(185) Bu
bulgu, calismamizda elde edilenle uyumludur. Bu durumun potansiyel agiklamasi
olarak infeksiyon, inflamasyon, epiteliyal farklilagma goriilen alanlarda ve kronik
yaralarda artan defensin ve kathelisidin salinimi kabul edilebilir.(8) Yin J. ve Yu
FS.’nin (186) yaptiklar1 bir ¢alismada normal glisemik ve hiperglisemik ortamlarda,
korneal epitel hiicreleri LL-37 ile uyarilmistir ve ortamin glikoz konsantrasyonundan

bagimsiz bir sekilde LL-37 nin fonksiyon gorebildigi rapor edilmistir.
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Calismamizda, diabet ve kronik periodontitisli bireylerin olusturdugu grupta,
inceledigimiz hBD-2, hBD-3 ve hCAP18/LL-37 molekiillerinin hepsi, diger gruplara
gore anlamli derecede yliksek bulundu. Bu durumun periodontitiste artan inflamatuar
yanmit ve diabetli ortamda artan AGE molekiillerinin ¢esitli sinyal yolaklarimi
etkilemesi sonucu ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir.(187) Ancak diabet ve periodontal
hastaliklar arasindaki ¢ift tarafli iligki ve diabete bagli yara iyilesmesinde bozukluk ve
gecikme gibi komplikasyonlar akla getirildiginde, artan bu molekiillerin fonksiyonel
acidan gorevlerini yerine getiremedikleri diisiintilebilir. Aktif peptid seviyesini lgen
daha fazla 6rnek sayisinin oldugu, periodontal agidan saglikli diabetli bireylerin de

dahil edildigi ileri ¢aligmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda sistemik acidan Tip 2 DM ve periodontal agidan kronik
periodontitis teshisi konulan; sistemik agidan saglikli ancak periodontal agidan kronik
periodontitis teshisi konulan ve de sistemik ve periodontal a¢idan saglikli olan
bireylerden elde edilen toplam 38 diseti 6rnegi lizerinde immiinhistokimyasal metodlar
ile baslica antimikrobiyal peptidlerden olan hBD-2, hBD-3 ve LL-37 salinim ve

lokalizasyonlar1 degerlendirilmistir. Calismamizin sonuglarina gore;

1. Demografik ve periodontal parametreler goz oniline alindiginda, bireyler
kadin ve erkek olarak gruplara ayrilip, inceleme yapildiginda bu iki grup

arasinda istatiksel olarak anlmali fark tespit edilmedi.

2. T2DM+GP ve GP grubundaki ortalama yas miktar1 K grubuna oranla
anlamli derecede yiiksek bulundu. (p=0.001) T2DM+GP ve GP gruplar

arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi.

3. Ag1z igindeki toplam dis sayist agisindan; T2DM+GP ve GP gruplarindaki
agi1z i¢indeki toplam dis sayisi, K grubuna oranla anlamli derecede daha az
bulundu. (p=0.001) Ancak T2DM+GP ve GP gruplar1 arasinda anlamli bir
fark tespit edilmedi.

4, T2DM+GP grubunda ortalama diabet siiresi 8.08 +3.02 yil, ortalama aglik
kan sekeri degeri 165 mL/dl ve ortalama HbA1C degeri 7.91% (6.25%-
8.6%) olarak tespit edildi.

S, Periodontal parametreler incelendiginde T2DM+GP ve GP gruplan
arasinda PI, GI, SD, KAD, DKZI degerleri agisindan istatiksel olarak
anlmal1 bir fark bulunamadi ( p>0.05)

6. K grubu ile T2DM+GP ve GP gruplari, periodontal parametreler agisindan
karsilastirildigindan, PI, GI, SD, KAD, DKZI degerleri acisindan anlaml
fark tespit edildi. ( p<0.01)
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hBD-2, hBD-3 ve hCAP18/LL-37 boyamalar:1 tiim grup ve Orneklerde

pozitif boyanma olarak gozlendi.

hBD-2 boyamalar1 biitiin gruplarda hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda
veya sadece sitoplazmada gozlenirken, hBD-3 ve hCAP18/LL-37
boyamalart biitiin gruplarda hiicrelerin sadece sitoplazmalarinda izole

edildi.

hBD-2 boyanmalar1 K grubunda epitelin daha ¢ok {iist katmanlarinda,
T2DM+GP ve GP gruplarinda ise epitelin tiim katmanlarinda izole edildi.

hBD-3 boyanmalari1 K grubunda epitelin daha c¢ok bazal tabakasinda
yogunlasirken, T2DM+GP ve GP gruplarinda ise epitelin tiim tabakalarinda

izole edildi.

hCAP18/LL-37 boyanmalar1t T2DM+GP, GP ve K gruplarinda epitelin tiim

tabakalarinda ve esit dagilimli olarak izole edildi.

hBD-2 boyamalarinda gii¢lii pozitif olarak tanimlanan hiicrelerin yiizde
olarak oranlart T2DM+GP grubunda K grubuna gore anlamli derecede
yiksek bulundu. GP grubunda bu oran K grubundan daha yiiksek
T2DM+GP grubuna gore daha diisiikk bulunmasina ragmen aradaki fark

istatiksel olarak anlamli bulunmada.

hBD-3 boyamalarinda pozitif boyanan olarak tanimlanan hiicrelerin yiizde
olarak oranlart T2DM+GP grubunda K grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulundu. GP grubunda bu oran K grubundan yiiksek, T2DM+GP

grubuna gore diisiik bulunmasina ragmen aradaki fark anlamli bulunmadi.

hCAP18/LL-37 boyamalarinda pozitif boyanan olarak tanimlanan
hiicrelerin ylizde olarak oranlari T2DM+GP grubunda K grubuna gore
anlamli derecede yliksek bulundu. Diger boyamalarla benzer sekilde GP
grubunda bu oran K grubuna goére daha yiiksek, T2DM+GP grubuna gore

daha diisiik bulunmasina ragmen aradaki fark anlamli bulunmadi.
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Diabetli bireylerde antimikrobiyal peptid salinimi yapan hiicre sayisi
anlamli olarak daha yiiksek bulunmasma karsin diabette goriilen artan
periodontal hastalik siddeti ve ge¢ yara iyilesmesi, bu peptidlerin

fonksiyonel olmayan formda olmalarina bagl olabilir.

Konu ile ilgili planlanacak diger ¢alismalarda bu antimikrobiyal peptidlerin
aktivasyonlar1 ve hangi sinyal mekanizmasina bagl salinim gosterdikleri

acikliga kavusturulmaya ¢alisilmalidir.
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