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OZET

PERIODONTITISLI HASTALARDA MATRIKS
METALLOPROTEINAZ-9 VE TUMOR NEKROZIS FAKTOR-
RESEPTOR 2 GEN POLIMORFIZMLERININ iINCELENMESI

GULCAN KUYUCUKLU
Yiuksek Lisans, Biyoloji Bolumiui
Tez Danigmani: Prof. Dr. SIBEL SUMER

Temmuz 2013, 90 sayfa

Periodontitis, diseti iltihabi ve dis ¢cevresi dokularinin yikimi ile sonuglanan digeti
hastaligidir. Kompleks bir hastalik olan periodontitis, gesitli populasyonlarda
saptanmis dis kayiplarinin %10-15‘inden sorumludur. Yapilan arastirmalarda
periodontitis ve gen polimorfizmi arasindaki iligki gosterilmigtir. Periodontitisin
patogenezinde 6nemli role sahip gen polimorfizmlerinden bir tanesi, TNF-a gen
polimorfizmidir. TNF-a‘nin hicre yulzey reseptorleri, TNF reseptor 1, (TNF-R1,
p55 TNF-R) ve TNF reseptor 2'dir (TNF-R2, p75 TNF-R). TNF-R2 (+587) T/G
polimorfizminin, yapilan arastirmalarda periodontitis ile iligkili oldugu
belirtiimistir. Periodontitisle ilgili genetik polimorfizmlerden bir digeri de matriks
metalloproteinaz = (MMPs)  genlerine  ait  polimorfizmlerdir. Matriks
metalloproteinazlar, hucreler arasi matriksi sindiren yaklasik 25 enzimli bir
ailedir. Yapilan arastirmalarda, MMP-9 geninin -1562 pozisyonunda T alleli
bulunduran bireylerin, kronik periodontitis bakimindan daha az risk tasidigi
gosterilmistir. Bu ¢alismada, Turk populasyonunu tanimlayan bir érneklemde,
TNF-R2 geninin +587 T/G pozisyonunda ve MMP-9 geninin promotor
bolgesinde -1562 C/T pozisyonunda yer alan polimorfizmler ile periodontitis
arasindaki iligki arastirilmistir. Bu arastirmada ¢ ¢alisma grubu bulunmaktadir.

Bunlar, agresif periodontitis (AP), kronik periodontitis (KP) ve kontrol grubudur



(K). Calismamizda, bu gruplardaki kisilerden kan ornekleri alinmis ve bu
orneklerden genomik DNA izolasyonu yapilimistir. Bu DNA 6rneklerinden,
belirtilen gen bolgelerindeki SNP lokalizasyonlarini kapsayan ilgili bélgeler PCR
ile cogaltilmis ve g¢ogaltilan fragmentler, segilen uygun restriksiyon enzimleriyle
kesilerek her bireyin tek nukleotit polimorfizmleri tespit edilmigtir. TNF-R2 (+587)
T/G polimorfizminde; TT, TG ve GG genaotipleri ve allel frekanslari incelenmis ve
istatistiksel degerlendirmeler sonucu, kontrol ve periodontitis gruplari arasinda
anlamh farklar gézlenmistir (p<0,001). Gruplar arasinda G alleli tagsima oranlari,
kontrol i¢in %29,6; AP igin %66; KP igin %63 bulunmustur. MMP-9 (-1562) C/T
polimorfizminde de; CC, CT ve TT genotipleri ve allel frekanslari incelenmis ve
yapilan istatistiksel calismada, kontrol ve periodontitis gruplari arasinda anlaml
farklar gézlenmistir (p <0,001). T alleli tagima orani kontrol grubunda %3,3; AP
grubunda %19; KP grubunda ise %16,2 olarak belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler: Periodontitis, genetik polimorfizm, TNF-R2, MMP-9, PCR-
RFLP.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MATRIX METALLOPROTEINASE-9 AND
TUMOR NECROSIS FACTOR-RECEPTOR 2 GENE
POLYMORPHISMS IN PERIODONTITIS PATIENTS

GULCAN KUYUCUKLU
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. SIBEL SUMER
July 2013, 90 pages

Periodontitis is a gingival disease resulting in destruction of tissue around the
tooth. As a complex disease, periodontitis is responsible of 10 to 15 percent of
tooth loss detected in various populations. Recent studies have suggested that
periodontitis is associated with gene polymorphism. TNF-a gene polymorphism
is one of them which have an important role in periodontitis pathogenesis. Cell
surface receptors of TNF-a are TNF receptor 1 (TNF-R1, p55 TNF-R) and TNF
receptor 2 (TNF-R2, p75 TNF-R). Recent studies have shown that TNF-R2
(+587) T/G gene polymorphism is associated with periodontitis. Matrix
metalloproteinases (MMPs) polymorphisms are also related to periodontitis.
Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of about 25 enzymes and are
involved in periodontal tissue remodeling and degradation. In some studies,
individuals carrying MMP-9, -1562 T allele shown to have less risk for chronic
periodontitis. The aim of this study was to analyze TNFR-2 (+587) T/G and
MMP-9 (-1562) C/T polymorphisms in chronic periodontitis and agressive
periodontitis patients and healthy controls in Turkish population. This study
included three groups: Agressive periodontitis (AP), chronic periodontitis (CP)
and periodontally healthy individuals (C). Blood samples were taken from

groups and genomic DNA was isolated from these samples. Single nucleotide



polymorphisms (SNP) were analyzed by PCR (Polymerase Chain Reaction)
and RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) methods in DNA
samples. For TNF-R2 (+587) T/G polymorphism; TT, TG and GG genotype and
allele frequencies were analyzed and the differences in genotype and allele
frequencies were found significant between the groups (p<0,001). Between the
groups G allele carriage rates were found 29,6% for control; 66% for AP and
63% for CP groups. For MMP-9 (-1562) C/T polymorphism; CC, CT and TT
genotype and allele frequencies were analyzed and the differences in genotype
and allele frequencies were found meaningful between the groups (p<0,001).
Between the groups; T allele carriage rates were found 3.3% for control; 19%
for AP and 16,2% for KP groups.

Keywords: Periodontitis, genetic polymorphism, TNF-R2, MMP-9, PCR-RFLP.
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1.GIRIS
Gunumuzde birgok yetigkin insan digeti sorunlari oldugu gerekgesiyle doktoruna
basvurmaktadir. Kigilerin bu gikayetlerinin basinda digeti ¢gekilmeleri ve digeti

iltihaplanmalari gelmektedir. Diseti ¢cevresi rahatsizliklarinin artmasi ile kisilerde

dis kaybina kadar giden agir agiz saglhgi sorunlari yasanmaktadir.

Diseti ve cevresi hastaliklari, periodontal hastaliklar olarak tanimlanmaktadir.
Periodontal hastaliklar, bakteriyel birikime (dental plak) karsi, kemik ve bag
dokularinda inflamatuvar cevap olusumuyla karakterize, kronik ve enfeksiy6z
hastaliklardir [1]. Periodontal hastalik terimi, genel olarak gingivitis ve
periodontitis basta olmak Uzere 6nemli dis eti hastaliklarini icine almaktadir [2].
Gingivitis, dental plak bakterilerine ve onlarin Uranlerine kargi dis cevresi
yumusak dokularinda enflamasyonla karakterize bir hastaliktir [3]. Ergenlik,
menstriel dongu ve hamilelikte gorulen hormonal degisiklikler ve bazi ilaglarin
kullanimi gingivitis gelisimini etkileyen faktorlerdendir [4,5]. Periodontitis ise disi
destekleyen periodontal ligament, alveoler kemik ve yumusak dokularda
enflamasyona bagl yikimla karakterizedir. Periodontitis bakterilere ve
uranlerine cevaben gelisen bir hastalik olmasina ragmen, hastaligin seyri konak
doku cevabi ile dizenlenir. Genetik, kazanilmis ve ¢evresel faktorler, patojene
kargl olusan doku cevabini etkileyerek periodontitise yatkinligi ve hastalik
siddetini arttirabilmektedir [6,7].

Disi cevreleyen yumusak dokularin iltihabi olarak tanimlanan gingivitis,
toplumda ¢ok yaygin olarak gorulmektedir. Periodontitis, her zaman gingivitisi

takiben olusur, ancak butun gingivitisler periodontitise ilerlemez [3].

Periodontal hastaliklarin ¢ogu, genel olarak disler ve cevresindeki sert ve
yumusak dokulari etkileyen; histolojik olarak diseti ekstraselliler bag dokusunda
enflamatuvar hidcre birikimi; klinik olarak ise alveoler kemik kaybi, periodontal

cep olusumu ve bunu izleyen dis kaybi ile karakterizedir [1,2,3,8].

Periodontal hastaliklara iliskin siniflandirma, 1999 yilinda gergeklestirilen
uluslararasi bir calistayda (International Workshop for a Classification of
Periodontal Diseases and Conditions, 1999) yeniden duzenlenmistir. Bu sayede

hastaligin teshisinde ortaya ¢ikan bir takim celigkiler ve sorunlar giderilmistir



[9,10]. Periodontal dokulari ilgilendiren bu hastaliklar genel olarak asagidaki gibi

siniflandiriimaktadir:

1. Gingival hastaliklar

2. Peridontitisler
2.1. Kronik peridontitis
2.2. Agresif periodontitis

2.3. Sistemik hastaliklarla birlikte gelisen periodontitis

3. Nekrotizan periodontal hastaliklar

4. Peridonsiyum apseleri

5. Endodontik lezyonlar ile iligkili periodontitisler

6. Gelisimsel ya da kazaniimis deformiteler ve durumlar

Periodontitis, peridontal hastaliklarin 6nemli bir grubunu olusturan, dis ve digin
destek dokularini etkileyen ve oldukga yikici etkilere sahip bir hastaliktir [1,2,7].
Bu hastalik, dunya uzerindeki yetigkin populasyonun %10-15’ini etkilemekte
olup, yetiskinler arasinda dis kaybinin en yaygin sebeplerinden biri olarak
gorulmektedir [11]. Hastaligin etiyolojisi tzerine yapilan ¢alismalar, biyofiimde
bulunan anaerobik bakteriler, subgingival dental plak ve hastaliga yatkin
bireylerdeki asiri bagisiklik tepkileri Uzerine yogunlagsmaktadir. Dis c¢evresi
hastaligina neden olan patojen bakteriler konaga girmekte ve kendisine karsi
immin yanit olusturacak saldirtyi gergeklestirmektedir. Bu patojen-konak
dogrudan etkilesimi, alveoler kemik ve periodontal ligament kaybina neden
olmaktadir [12,13].

Periodontitiste, disg kaybinin asil sorumlusu alveolar kemik kaybi oldugundan bu
dokudaki degisiklikler bluylk ©6nem tasimaktadir. Olusan bu durum,
periodontitisin onemli klinik belirtilerinden biri olarak kabul edilmektedir. Diseti
enflamasyonu; disetinde kizariklik, sislik, kanama gorulmesi; periodontal cep
olusumu ve klinik atagman kaybi gergeklesmesi; bunlara ilaveten alveol kemik
kaybi; vertikal veya horizontal kemik yikimi olugsmasi hastaligin diger klinik
belirtileri arasinda gosterilmektedir [14].



Genellikle dis etlerindeki kizariklik ve kanama gingivitise (dis eti iltihabi) isaret
etmektedir. Gingivitisin tetikledigi reaksiyonlar, gene kemigine ve periodontal
ligamente kadar ilerler ve bu dokulara hasar verirse, hastaligin periodontitise
doénUsimuU gergeklesmis olur. Bu suregte, periodonsiyumu olusturan periodontal
ligament ve alveol kemigi degisik derecelerde yikima ugrar; boylece dig etinin
dis kokunden ayrilmaya baglamasiyla “periodontal cep” denilen olusumlar
g6zlenir. Periodontal yikim sirasinda, periodontal cep derinlesir, dokuda kollajen
kaybi gerceklesir. Hastaligin yikim sdreglerinin seyri, dis kayiplarini da igine

alan énemli hasarlar ortaya ¢ikarmaktadir [15,16].

Periodontitis, hastaligin ortaya ¢iktigi yas, prognozu, siddeti ve dis dokularinda
biraktigi hasara goére uU¢ Onemli klinik forma ayriimistir. Bunlar: Kronik
periodontitis (KP), agresif periodontitis (AP) ve sistemik hastaliklar ile birlikte

gelisen periodontitistir [17].

Kronik periodontitis, bir enfeksiyon hastaligi olup, disleri destekleyen dokularda
enflamasyonun varhdi ile karakterizedir. Daha énceleri erigskin perodontitis veya
kronik erigkin peridontitis olarak da tanimlanan kronik periodontitis en sik
rastlanan periodontitis tipidir. Genel olarak yavas ilerleyen bir hastalik olarak
kabul edilir. Bununla birlikte, diabet, HIV, sigara kullanimi ve stres gibi,
bakteriyel plak birikimine kargi olugsan konak cevabini degistiren sistemik,
genetik veya cevresel faktorlerin varliginda hastalik daha hizli ilerlemektedir
[18]. Bu hastalik daha ¢ok erigkinlerde gorulmesine karsin, kronik plak ve dis
tasi birikimine bagli olarak c¢ocuklarda ve adolesan doneminde bulunan

genclerde de gorilebilir [19].

Kronik periodontitis, klinik olarak incelendiginde; disetinde renk degisikligi ve
keskin olmayan yuvarlak hath digeti kenarinda kendiliginden baslayan veya
kolayca baglatilabilen diseti kanamasi siklikla gorulur [20]. Kronik periodontitisi
olan hastalarda goérilen diger karakteristik klinik bulgular; disetinde

enflamasyon, cep olusumu, periodontal atagman ve kemik kaybidir.

Hastalik, lokal ve generalize olarak tanimlanabilir. Lokal kronik periodontitiste,
agizdaki bolgelerin %30‘dan azinda atagman ve kemik kaybi bulunurken,
generalize kronik perodontitiste, agizdaki bolgelerin %30’dan fazlasinda

atagcman ve kemik kaybi1 bulunmaktadir.



Kronik peridontitiste, periodonsiyumda goérulen yikimin siddeti zamanla iligkilidir.
Hastalilk suresi uzadikga, yikim miktari artmaktadir. Artan yasla birlikte,
atagman ve kemik kaybi da artmaktadir. Hastaligin siddeti hafif, orta, siddetli
olmak Uzere Ug¢ kategoride siniflandirilabilir. 1-2 mm’den daha az klinik atagman
kayblr varsa periodontal yikim hafif olarak ifade edilir. Orta derecede
periodontitiste ise peridontal yikim 3-4 mm civarinda olmaktadir. Periodontal
atagman kaybi 5 mm veya daha fazla ise siddetli periodontitis s6z konusudur
[21].

Diglerin ve dig-diseti birlesim bolgelerinde, disetinin Gzerinde biriken plak kronik
periodontitis etiyolojisinde primer faktér olarak kabul edilir. Atagman ve kemik
kaybi, subgingival plaktaki Gram (-) mikroorganizmalardaki artisla iligkilidir.
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis,
Campylobacter rectus, Eikonella corrodens, Treponema denticola ve spiroketler
KP’nin olusumu ve ilerlemesinde rol alan baglica periodontopatojenlerdir [22, 23
24 ,25]. Bu popdulasyon iginde o6zellikle patojenik ve virtilan oldugu bilinen
Bacteroides gingivalis, Bacteriodes forsythus (Tannerella forsythensis) ve
Treponema denticola gibi bakterilerdeki artisin, atagman ve kemik kaybi ile
iligkili oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir [26]. Disin anatomik yapisi,
curtk ve kok rezorbsiyonlari gibi plagin birikmesini kolaylastiran veya etkisini
artiran degisik lokal faktorlerin de kronik periodontitis igin ikincil 6nem arz ettigi
vurgulanmigtir. Ancak, konakta sistemik hastalik mevcut ise (diabet, HIV vb.)
peridontal yikimin miktari olduk¢a artmaktadir. Ayrica sigara kullanimi, stres
gibi cevresel ve davranigssal faktorler hastaligin seyrini olumsuz ydnde
etkilemektedir [27].

Agresif periodontitis, genellikle sistemik agidan saglikli, 30 yasin altindaki
bireylerde gorilen peridontitis tipidir. Hizli periodontal atagman ve alveolar

kemik kaybi ile karakterizedir. Hastalikta kalitimsal gecis s6z konusudur [10].

Hastaligin seyrinde, Actinobacillus actinomycetemcomitansve Porphyromonas
gingivalis bakterilerinin seviyesinde artig, fagositoz anomalileri, hiper-yanitli

makrofajlar ve prostaglandin E2 ve IL-1B Uretiminde artis gozlenmistir [19].

Agresif periodontitis, agiz igi tutuluma goére ikiye ayrilir. Lokalize agresif

periodontitis, ergenlik doneminde baslar. Lokalize olarak birinci buyuk azi ve



kesici digleri etkiler. Kronik periodontitisten ayrilan en belirgin 0Ozellikleri,
hastaligin baglama yasi, daha hizh atagman ve kemik kaybi, subgingival
floranin kompozisyonu, kalitsal 6zelligi ve farkl immin yanitin goértlmesidir.
Enfekte edici ajanlara karsi gucli serum antikor yaniti goértlmektedir.
Generalize agresif periodontitis ise, genellikle 30 yasin altindaki bireyleri
etkilerken, daha yash bireylerde de gorulebilir. Generalize proksimal atagman
kaybi vardir. Birinci buyuk azi ve kesici disler diginda en az u¢ dis daha
etkilemektedir. Periodontal yikimin dénemsel tekrari mevcuttur. Enfekte edici

ajanlara karsi zayif serum antikor yaniti gérilmektedir [28].

Periodontitis, sistemik hastaliklarla birlikte de geligebilir. Genetik ve hematolojik
hastaliklara sahip birgok bireyde periodontitis gibi dis hastaliklari meydana
gelmektedir. Bunun nedeni, I6kosit ve notrofil sayisindaki azalmayla antijenlere
karsi verilen yanitin basarisiz olmasidir. Ayrica, sistemik hastaliklara bagli
olarak doku oksijenlenmesindeki azalma ve savunma hucrelerinin damar digina
cikisinda kisittama ve hastanin tikarik sekresyonunda azalma periodontitise
zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle periodontitis tanisinda hastanin sistemik

durumunun bilinmesi ¢ok énemlidir.

Bu sekilde gelisen peridontitise neden olan baz sistemik hastaliklardan
hemoglobin rahatsizliklari igin kazaniimis notropeni, 16semi ornek verilebilirken;
genetik hastaliklar icin Down sendromu, Lékosit Adezyon Bozuklugu sendromu,

Cohen sendromu gibi hastaliklar érnek verilebilir [17,28].

Farkli populasyonlarda yapilan istatiksel degerlendirmeler periodontitisin 6nemili
bir saglk sorunu oldugunu ortaya cikarmistir. Clinkd bu hastalik, yetiskinlerde
dis kaybinin en 6nemli nedenlerinden birisi olmakla birlikte, en yaygin dis minesi
patolojisini de olusturmaktadir [29]. Yaklasik olarak 35 yasina kadar olan dis
kayiplarinda dis g¢urimeleri énemli olurken, bu yasin Uzerindeki kisilerde ise
periodontitis en 6nemli etkenlerden biri olmaktadir. Yapilan bir arastirmaya
gore, 15 yasindan sonra meydana gelen dis kayiplarinin %50’si periodontitis
kaynakli hastaliklardan olmaktadir [17]. Amerika Birlesik Devletlerinde
yasayanlarin %20’si periodontitis hastasidir. Ayrica bu Ulkede 40 yasindan
sonraki dis kayiplarinin %60-70’i bu hastalik nedeniyle olmaktadir [30]. Yapilan
bir diger calismada, Hindistan’da 30 yasindan sonra cgekilen diglerin %80’inin
nedeninin periodontitis kaynakli hastaliklardan oldugu gosterilmistir [31].
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Hastaligin gorilme insidansinin  bu denli ylksek olmasi, hastaligin
patogenezinde rol oynayan faktorleri onemli hale getirmistir. Perodontitisin
patogenezinde rol oynayan temel faktorleri, mikrobiyal dental plak, gevresel ve
kazanilmis faktorler, genetik risk faktérleri ve mevcut periodontal ve sistemik

hastaliklar gibi bagliklarda inceleyebiliriz.

Loe ve ark. tarafindan yapilan galismada, mikroorganizmalarin periodontitis
olusumu igin temel etken oldugu ortaya konmustur [32]. Konak savunma
sistemi, bakterilerin antijenlerine, lipopolisakkaritlere (LPS) ve diger virllans
faktorlere karsi antikorlar ve polimorfonukleer l6kositlerle yanit verir. Hastalik
ilerledikge, diger savunma sistemi elemanlari da bu sahnede yerlerini alirlar. Bu
micadele sonucunda, konak savunma hicrelerinden kaynaklanan sitokinler,
prostanoidler, matriks metalloproteinazlar ve diger molekiller ortama salinir.
Boylece bakteriler, konak savunma sistemini aktive ederek dolayli olarak bag
dokusu ve kemikte yikim meydana getirirler. Aslinda, ortamda bulunan
bagisiklik sistemi hucreleri, fibroblastlar ve osteoblastlar basta olmak Uzere
konak savunma hducreleri, periodontal dokularin savunmasindan ve
batinligundn korunmasindan sorumludur. Bagisiklik sistemi hucreleri bu
fonksiyonlarini yerine getirirken bir yandan da doku hasarina ve yikima yol
acabilmektedir [33].

Agizda bulunan periopatojen bakteriler ve diger etmenler, konak immun
mekanizmalarini tetikleyici etki yaratirlar. Boylece, aslinda konagdi koruma
amacli olan bu immun mekanizmalarin asiri cevabi ile ortama eklenen konak
kaynakli enzimlerin, sitokinlerin ve diger pro-inflamatuar maddelerin etkisi, daha
fazla miktarda periodontal doku ve alveol kemigi rezorbsiyonuna neden
olmaktadir [34,35].

Periodontitis, etiyolojisinde c¢evresel ve genetik faktorler basta olmak Uzere
bircok faktorle iligkili olmasi sebebiyle kompleks hastaliklara 6rnek teskil

etmektedir.

Yapilan galismalardan elde edilen sonuglar, periodontitis hastaliginin genetik
faktorlerle de iligkili oldugunu ve bu hastalikta etkili bazi genlerin varligini ortaya
koymustur. Birgok arastirmaci, periodontitis ve polimorfizm arasindaki iligkiyi

gOstermigtir. Bireyin ailesel genetik ge¢gmisi, periodontal hastaliga yatkinligini ve



hastaligin gorilme giddetini etkileyebilmektedir. Periodontal hastaligin
baglamasi ve ilerlemesinde etkili interleukin-1 (IL-1), tGmor nekroz faktoru-a
(TNF-a) gibi sitokinler, insan I6kosit antijenleri (HLA),matriks metalloproteinazlar
(MMPs), katepsin-C, vitamin D gibi proteaz ve yapisal molekillere ait genlerin
ekspresyonu ve genetik polimorfizm iligkileri ile ilgili pek ¢ok genetik gcalisma
yapiimistir. Perodontitis hastaliginin genetigi ile ilgili calismalarda incelenen
polimorfizmler (¢ ana baslik altinda toplanabilir. Bunlar, enzim polimorfizmleri,
sitokin ve buyume faktorlerini kodlayan genlerdeki polimorfizmler ve ilgili

reseptorleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerdir [36,37,38,39,40,41].

Ozellikle sitokinler ve reseptérlerindeki polimorfizmler, periodontal hastaliklarin
belirlenmesinde potansiyel belirtegler olarak kullaniimaktadir. Periodontitisin
patogenezinde dnemli role sahip olan genetik polimorfizmlerden bir tanesi de
TNF—a gen polimorfizmleridir. TNF-a, TNF sitokininin iki birlesik proteininden
biridir [42]. TNF—a yuksek afinite gosterdigi hicre yuzey reseptorlerine
baglanarak c¢esitli biyolojik etkileri yonetir. Bu sitokinin gesitli biyolojik etkilerinin
yani sira, kemik rezorbsiyonuna neden olan etkisi de vardir [43]. Makrofajlar ve
yardimci T hucreleri tarafindan salgilanirlar. TNF-a’'nin iki tane hicre yluzey
reseptord vardir. Bunlar: TNF reseptor 1, (TNF-R1, p55 TNFR) ve TNF reseptor
2'dir (TNF-R2, p75 TNF-R). Her iki reseptor, makrofajlar, lenfositler, notrofiller
ve fibroblastlari iceren hemen hemen tim hicre tiplerinden eksprese edilirler
[44]. Yapilan son cgalismalarda, TNF-R2 geninin (+587 T/G) pozisyonunda
meydana gelen mutasyonlarin otoimmun hastaliklar ve diger sistemik
hastaliklarla iligkili oldugu 6nerilmistir. TNF-R2 (+587 T/G) polimorfik allellerinin
Japonya’da yapilan bir arastirmada siddetli kronik periodontitis ile iligkili oldugu
belirtilmistir [45].

TNF-a gibi periodontitisle ilgili genetik polimorfizmlerden bir digeri de matriks
metalloproteinaz  (MMPs)  genlerine  ait  polimorfizmlerdir. Matriks
metalloproteinazlar hucreler arasi matriksi sindiren yaklasik 25 enzimli bir
ailedir.  Matriks metalloproteinazlar embriyonik  gelisim, morfogenez,
anjiyogenez, doku onarimi ve periodontitis gibi inflamatuar rahatsizliklarda bag
dokusu yikimindan sorumludur. MMP’ler, peridontitisli hastalarda kdk yuzeyine
bagli bulunan kollajen liflerinin ve ekstrasellilar matriksin yikimindan

sorumludur [46]. MMP’ler bu yikimla, periodontal cep olusumuna neden olmakla



birlikte periodontal dokularda yikimin genislemesine sebep olur. MMP’lerin
bircok tipi mevcuttur [47]. Bunlardan MMP-2 (jelatinaz A), MMP-9 (jelatinaz-B),
MMP-12 (makrofaj metalloelastaz), tip 4 kollajenin ve hicre disi matriksin
(ECM) kollajen olmayan bilesenlerinin yikimindan sorumludur. Periodontitis
hastalarinin digseti dokusunda, periimplant oluk sivisinda, digeti olugu sivisinda
MMP-2 ve MMP-9'un yukselmis seviyeleri tespit edilmistir [47,48]. Turkiye’'deki
kronik periodontitis hastalari Gzerinde yapilan bir ¢calismada MMP-2, -9,-12
genlerinin allel frekanslari ve genotip dagihmlari, kronik periodontitis ve kontrol
grubunda benzer bulunmustur. Bunun yaninda, MMP-9 geninin -1562
pozisyonunda T alleli bulunduran bireylerin, kronik periodontitis bakimindan

daha az risk tasidigi gosterilmistir [49].

Bu calismanin amaci, Turk populasyonunu tanimlayan bir orneklemde, TNF-R2
geninin (+587 T/G) pozisyonunda ve MMP-9 geninin promotor bdlgesinde
(-1562 C/T) pozisyonunda yer alan polimorfizmler ile periodontitis arasindaki
iliskiyi PCR-RFLP teknigi kullanarak arastirmak ve bu polimorfizmlerin Turk

populasyonunda genotip dagilimini ve allel frekanslarini tanimlamaktir.

Bu arastirma kapsaminda, U¢ c¢alisma grubu bulunmaktadir. Bunlar: Agresif
Periodontitis (AP), Kronik Periodontitis (KP) ve Kontrol (K) gruplaridir. TNF-R2
geni ile ilgili calismalarda, TNF-R2 geninin +587 T/G bdlgesini igine alan 6zgul
primerler tasarlanarak, ilgili gen bdlgesi cogaltiimis ve uygun restriksiyon
endonukleaz enzimi kullanilarak RFLP yontemi uygulanmistir. MMP-9 geninin
promotor bolgesi ile ilgili ¢alismalarda ise, MMP-9 geninin promotorundaki
-1562 C/T bolgesini icine alan o6zgul primerler tasarlanarak ilgili bdlge
cogaltimis ve uygun restriksiyon endonikleaz enzimi kullanilarak RFLP
yontemi uygulanmistir. Bu amaca yoOnelik olarak, calismada asagidaki

basamaklar izlenmigtir:
1. Hasta ve saglikl bireylere ait kan 6rneklerinden DNA izolasyonu,

2. TNFR2 ve MMP-9 genlerine ait segilen SNP’leri igceren bdlgelerin PCR ile
cogaltiimasi,

3. Cogaltilan fragmentlerin Hinlll ve Pael restriksiyon enzimleriyle belirli
bolgelerinden kesilerek, olusan fragmentlere gore her bireyin genotip

profillerinin belirlenmesi,



4. Tark populasyonu igin ilgili genlerin allel frekanslari ve genotiplerin
belirlenmesi, sonuglarin farkli populasyon gruplariyla yapilan c¢alismalarla

karsilastiriimasi iglemleri gerceklestirilmigtir.

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Periodontitis Patogenezi

Periodontitis, digler ve periodonsiyumu etkileyen, konak savunma elemanlarinin
mikrobiyal faktorler ile giristikleri savasin sonucunda ortaya ¢ikan, yangisal
bagisiklik yanitinin goruldigu kronik bir hastaliktir [50] [Sekil 1.1.]. Periodontal
hastaliklarin en yaygin formu olan kronik periodontitis, eriskin populasyonunun
%30’'unda gorulmekte olup, bunun %7-13’Unu ileri periodontitisli bireyler

olusturmaktadir [51].

Saghkh Hastalikh

Y -

Sekil 1.1. Saglikh ve periodontitisli disin karsilastiriimasi [50]

Hastaligin bu kadar ylksek insidansta gorulmesi ve agiz saglhginda ciddi

hasarlar olusturmasi hastaligin patogenezinde rol oynayan faktorleri dnemli



hale getirmistir. Periodontitisin patogenezinde rol oynayan faktorler Sekil 1.2.'de
gOsterilmisgtir.
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Sekil 1.2. Periodontitis Patogenezi [52]

Periodontal hastaliklarin patogenezinde sirasiyla kolonizasyon, invazyon, doku
yikimi, iyilesme ve fibrozis agamalari mevcuttur [52].

Periodontitis hastaliginin olusumunda ilk adim, periodontal dokularin patojen
bakterilerle kolonizasyonudur [34]. Adiz, vicudun diger dis yuzeylerinde oldugu
gibi konakla simbiyoz yasayabilen temel bir mikrofloraya sahiptir. Agiz
florasinda ¢ok cgesitli aerobik ve anaerobik bakteri tlrleri yasamakta ve dis
yuzeyinde bireysel ya da karisik koloniler olusturmaktadirlar. Periodontal
hastaliklar g6z 6nlne alindiginda ise, dis plaginin olusumunda Gram (-) ve

anaerobik bakterilerin varlhiginda bir artis gdézlenmistir. Saglikh kosullar
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varliginda, bakteri yogunlugu ve konagin direnci dengelenmis durumdadir. Bu
denge hali, bakteri sayisindaki artigi veya direng duzeyindeki azalis nedeniyle
bozulur; bu bozulma ile birlikte mikroorganizmalar bu dokularda ¢ogalir ve
bakteri plagi kutlesi artar [51,52].

Hastalikta bakterinin veya UrUnlerinin invazyonu da oOnemlidir. Konak
dokularinin invazyonu gingivitis, ileri kronik periodontitis, lokalize agresif
periodontitis gibi periodontal hastalik c¢esgitlerinde gorulmektedir. Doku
invazyonu yetenegi olan bakteriler, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola gibi
hastalik olusturma kapasitesi yuksek olan bakterilerdir. Yapilan ¢alismalarda,
agresif peridontitis vakalarinda diseti bag dokusunun derinliklerinde
Actinobacillus actinomycetemcomitans patojeninin varligi siklikla gézlenmistir.
Bu patojen bakteri, toksik molekullerini ve enzimlerini doku igine etkin olarak
salgilamaktadir [52,53].

Dis minesinde ya da sement duvarinda kolonize olmug mikroorganizmalar, doku

hasarina direkt yada indirekt etkilerle neden olabilirler.

Direkt etkiler; dokuyu dogrudan vyikan bakteriyal komponentlerin etkileri
sonucudur. Bu komponentler, mikroorganizmalarca olusturulan, doku yikimina
neden olan histolitik enzimler, endotoksinler, ekzotoksinler ve toksik olmayan
ama hiicre fonksiyonlarini engelleyen Uriinlerdir. Ornegin; Porphromonas
gingivalis tarafindan salgilanan kollajenaz, histolitik enzimlere 6rnek olarak
verilebilir. Bu enzim, konak hucredeki kollajeni parcalayarak, bag dokusu
atagmaninin yikilmasina neden olmaktadir. Hiyaluronidaz gibi, doku hiyaluronik
asidini eriten bakteriyel enzimler de periodontitis patogenezinde rol
oynamaktadir. Ayrica mukopeptidler, amonyak, hidrojen siilfit, indol, formik ve
butirik asitler de konak igin toksik ve yikici etkiye sahip diger mikrobiyal dental
plak drUnleridir. Ayrica, endotoksinler, lipopolisakkaritler gibi bakteriyel

komponentler de, kemik rezorbsiyonunun uyaricilaridir [51,52,53].

indirekt etkiler ise enfekte edilen dokuda baglatilan konak cevaplaridir.
Periopatojen olarak kabul edilen mikroorganizmalar direkt etkiler ile doku
yikimini baglatip, konagin doku hasarina sebep olan mekanizmalarini indirekt

yolla aktive ederek yikici etkilerini arttirmaktadir. Konagin immunolojik
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mekanizmalarinin  aktivasyonu ile, fibroblastlarda patolojik dedgisiklikler,
kollajenaz ve bazi hidrolitik enzimlerin salinmasina neden olan makrofaj
aktivasyonu ve aktive mononukleer hucrelerce  olugturulan  IL-1,
prostaglandinler, TNF gibi Grlnlerin olusumu meydana gelmektedir. LPS,
toksinler ve histolitik enzimler gibi bazi mikrobiyal Urunler, yikici enzimlerin
ekspresyonundan sorumlu hdcrelerin  populasyonunun artigina  neden
olmaktadir. Tum bu konak mekanizmalarinin aktivasyonu ile asiri bagigsiklik

cevabi sonucu kemik ve atagman kaybi artmaktadir.

lyilesme ve fibrosiz asamasinda ise, periodontal dokularda enflamasyon ¢ozulur
ve iyilesme gergeklesir. Periodontitiste oldugu gibi periodontal hastaliklarin da
aktif ve pasif dénemleri mevcuttur. Pasif dénem, enflamasyonun azalmasi,
diseti bag dokularinin onarimi ve siklikla gingival fibrésiz ile karakterizedir.
Hastaligin aktif donemlerinde meydana gelen yikici etkilerin aksine pasif
donemlerde meydana gelen bu spontan iyilesme nadiren kalici olarak kayip
dokulart onarmakta, c¢ogunlukla o6nceki periodontitisin belirtileri olarak

kalmaktadir.

Periodontitis patogenezi dort asamada 6zetlenmesine ragmen, bu degisikliklerin
zamanlamas! ve olusumu oldukga karmasik ilerlemektedir. Ornegin;
kolonizasyon her zaman diger asamalardan 6nce gerceklesmekte, ancak
invazyon ve doku yikimi birlikte olusabilmektedir. Hastaligin patogezinde
belirtlen asamalar, hastaligin tani ve tedavisinde oldugu kadar, hastaligin

seyrinde de dnem arz etmektedir [51,52,53,54].
1.1.2. Periodontitis immiinolojisi

Periodontitis sirasinda olugan surekli bakteriyel enfeksiyondan dolayi, konak
cevabi genel olarak iki baglk altinda incelenebilir. Bunlar, dogustan ve
sonradan kazanilan adaptif immun cevaptir. Dogustan immun cevap, daha dénce
akut cevap olarak adlandirilan immun cevapla bir¢ok benzerlik tasirken; adaptif
cevap da daha once kronik cevap olarak adlandirilan immun cevapla bazi
benzer o6zellikler gostermektedir. Adaptif immin cevap, 6zglin antijenlerce
indUklendiginden daha etkili olarak galisir; fakat etkisinin arttirnimasi i¢in daha
uzun bir zaman dilimi gerekmektedir. Bazi durumlarda, dogustan ve adaptif

immun cevap arasinda gapraz sinyal etkilesimi gorulmektedir. Bununla birlikte,
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adaptif immun cevapla interferon gama gibi (IFN-y) sitokinlerin Uretimi,

monositleri uyararak dogugtan immun cevabi arttirmaktadir [55].

Agizda bulunan patojen bakteriler, bu immin mekanizmalar tetikleyici 6zellik
gOsterirler. Ancak olusan yangi, her ne kadar konagi bakteri istilasindan
korumada etkiliyse de, ikincil hasarlara neden olabilmektedir. Bu yolla, ortama
eklenen konak kaynakli enzimlerin, sitokinlerin ve diger pro-inflamatuar
maddelerin etkisi ile daha fazla miktarda ECM yikimi ve alveol kemigi

rezorbsiyonu olusarak periodontitis ortaya ¢ikar ve ilerler [56,57] [Sekil 1.3.].
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Sekil 1.3. Periodondal hasari olusturan immin mekanizmalarin sematik

gOsterimi (http://www.antioxidantes.com.ar/Art-272.htm) [57]

1.1.2.1. Konak-bakteri etkilesimi ile tetiklenen immiin mekanizmalar

Periodontal hastaliklarin baslamasinda primer etiyolojik ajan bakteri plagidir
[39]. Periodontal dokularda hastaliga gegiste, mikrobiyal kompozisyon Gram (+)
aerobik koklardan, Gram (-) anerobik bakterilere dogru degisiklik gostermektedir
[40]. Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Prevotella intermedia ve Tannerella forsythensis, dis etinde bulunan en énemli
ve en yaygin anaerobik Gram (-) bakteriler olup bu bakterilerin periodontitisin
degisik tiplerindeki etkileri oldukga ©Onemlidir [58]. Yapilan arastirmalar,

hastaligin immin  mekanizmalarinin  aktivasyonunda bu patojen
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mikrorganizmalarin etkilerini dogrulamaktadir. Baker ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir arastirmada, varligi periodontitise neden oldugu dusunulen siyah
pigmentli Gram (-) ve anaerobik bir bakteri olan P.gingivalis tarafindan Uretimi
indUklenen IL-1, TNF, IL-6, prostaglandin metabolitleri ve interferon gama gibi
Ozgul duzenleyiciler sayesinde kemik kaybinin gergeklestirildigi gosterilmistir
[59,60]. Socransky ve arkadaslari tarafindan yapilan bir c¢alismada da,
P.gingivalis miktarinin, periodontal doku kaybi gorulen hastalarda olgulebilir
duzeyde oldugu ve hayvan modellerinde doku hasarina neden oldugu
bulunmustur [58,25]. Yapilan baska bir calismada ise, enfekte olmus disin kdk
kanallarindan P.gingivalis izole edilmistir [61]. P.gingivalis ile yapilan baska bir
arastirma sonucunda, bu bakterinin in vivo sartlar altinda fibroblast apoptozunu
artirdi§i gosterilmistir. Bu sonug, TNF reseptort eksikligi olan fareler Gzerinde
yapilan deneylerde, P.gingivalis nedenli fibroblast apoptozunun énemli dlgtide
azaldigr kanitina dayandiriimis ve olusan kemik kaybi ve doku hasarinin
bakterinin Urlnlerinden ziyade konak kaynakli bagisiklik cevabi sayesinde
olustugu bulunmustur [33]. Polak ve arkadaslari tarafindan hayvan modelleri
Uzerinde vyapilan deneylerde, Porphyromonas gingivalis'in Fusobacterium
nucleatum ile sinerjistik etkiye sahip oldugu ve P.gingivalis / F.nucleatum ile
gercgeklesen coklu mikrobiyal enfeksiyonun, tek baslarina
gerceklestirdiklerinden daha fazla miktarda periodontal kemik kaybina ve
yanglya neden oldugu gosterilmistir [62,63]. Bakterilerin yani sira Human
cytomegalovirus, Epstein-Barr virus gibi viruslerin de periodontitis etiyolojisi

icerisinde yer aldigi tespit edilmistir [64].

Plak bakterilerinin dig yuzeyi ve diseti kenarinda birikmesi yangli cevabi
baglatmaktadir. Yapilan galismalar bu cevabin baglamasini ve agiga ¢ikardigi
sonuglar dogrulamaktadir. inflamasyon, organizmanin biyolojik, fiziksel ya da
kimyasal uyaranlara kargi olusturdugu vaskuler ve hulcresel olaylari iceren bir
reaksiyondur. inflamatuar cevabin amaci, yara iyilesmesinin saglanmasi,
hasarli ya da degisiklige ugramis dokularin tamiri ve konagdi enfekte eden
mikroorganizmalarin uzaklastirimasidir [35]. Her ne kadar inflamasyonun,
dogal bagisikhgin bir kolu oldugu duslnulse de, son bilgiler, iltihabi yanitin
dogasinda uyarana bagh degisiklikler olabilecegi ve bu degisikliklerin de 6zel

reseptorler ve sinyal iletim mekanizmalar tarafindan gerceklestigini
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dogrulamaktadir [65]. Gram (-) bakterilerin ortak antijeni olan LPS, Gram (-)
bakterilerin zarinda bulunan ve lipit A, antijen O ve oligosakkaritin birbirine
baglanmasi sonucu olusan bir virtlans faktérdir. LPS dogal immin cevabin
guclli bir aktivatéruduar. LPS, c¢ozllebilir LPS-baglayici protein, monosit ve
notrofil gibi konak savunma hucrelerinin  membranlarinda bulunan ylzey
reseptorid CD14 ve Toll-benzeri reseptorler gibi konak reseptorleri tarafindan
taninir. Bakteri LPS’i ve konak proteinleri arasindaki bu etkilesim, iltihabi
medyatorlerin salinimina yol agan hucreler arasi olaylari tetikler. Bu etkilesimler,
Gram (—) bakterilere kargi gelisen inflamatuar cevabin, Gram (+)lere gore
neden daha baskin oldugunu agiklayabilir. Konak-bakteri etkilesimini olusturan
bu 6zel mekanizmalar, konagin patolojik bakteriyel uyaranlari ayirt etmesine ve

uyarana 0zgu yeterli cevap olusturabilmesine olanak saglamaktadir [56].

Akut inflamasyonda ilk basamak, damar gegcirgenliginin artisidir. Dis eti
kenarindaki aerobik ve anaerobik bakteriler, metabolik asitler, hicre-digi
enzimler ve LPS gibi birgok metabolit salarak, epitel ve bag dokusunda hasara
yol acarlar. Bag dokusundaki mikrovaskuler yapinin etkilenmesi sonucu,
histamin ve bradikinin gibi vazoaktif medyatoérler salinir [66]. Mikrobiyal plaktan
salinan ve dokuda iltihabi yanitin baslamasi ile ortaya c¢ikan kemotaksik
medyatorlerin (IL-8, C5a...vb.) etkisi ile damardan dokuya dogru l6kosit gogu
gerceklesir. Enfekte bolgeye ulasan l|okositler periodontal dokularda, diseti
olugu sivisi (DOS) olusturur. E-selectin ve ICAM-1 (interselliler adhezyon
molekulld) gibi adhezin molekulleri, noétrofillerin kan damarlarindan dokuya
gecisini yonlendirir. Bakteriyel urunler ve endotel hucrelerinden salinan adhezin
molekulleri, nétrofillerin damar endoteline yapisarak ilerlemesini ve lizozomal
granuller, kollajenaz ve elastaz gibi yikici enzimlerin salinimi ile es zamanli
olarak endotel bazal membranindan disari dodru hareket etmelerini saglar [67].
Dokuda notrofiller, kemotaktik faktorlerin  olusturdugu yogunluk farkini
algilayarak hareket ederler. Noétrofiller icin kemoatraktan olan kompleman C5a,
bakteriyel orijinli formil methionilpeptidler ve LTB4’ Un yanisira, kemotaktik
sitokin IL-8, notrofil hareketi sirasinda 6nemli rol oynar. Bu faktorler, spesifik
reseptorler ve kompleman tarafindan ydnlendirilir. Notrofillerin, periodontal
patojenlere kargi ilk savunma hattini olusturan hucreler olmalarina ragmen,

konak dokuda yikima yol acgabilecek lizozomal enzimleri ve aragidonik asit
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metabolitleri gibi pro-inflamatuar medyatorleri sentezledikleri de bilinmektedir.
Notrofil-bakteri etkilegiminin, fibroblastlar, endotel hicreleri ve keratinositler gibi
birgok konak hucresini hasara ugratabilecegi goOsterilmistir [68]. Akut iltihabi
yanitin baslamasindan hemen sonra T ve B lenfositler, DOS iginde
yogunlasmaya baslar. Antijen ve yogun sitokin varliginda bu hicreler genisleyip
¢ogalarak CD4+ ve CD8 T hucrelerini olustururlar ve B hucreleri de antikor
sentezleyen plazma hucrelerine dontsur [69]. Akut inflamasyonda en 6nemli
fagositler notrofillerken, kronik inflamasyon slrecinde bu goérevi makrofajlar
ustlenmektedir. Makrofajlar, kronik inflamasyonu karakterize eden hucrelerdir.
Bu hdcreler, fagositik kapasitelerinin yanisira, antijenlerin taninmasi, immun
cevabin olusmasi, tamirde rol alan medyatérlerin ve IL-1, TNF-a, IL-6 gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin Gretimi gibi fonksiyonlara sahiptirler. Uzun sureli kronik
inflamasyonda makrofaj sayisinda gorulen artig, periodontal hastalikta da
g6zlenmektedir [70,71]. Mononukleer fagositler de noétrofillerle  ayni
kemoatraktan faktorlere (6rnegin C5a) yanit verirler. Bunun yani sira plateletler,
noétrofiller ve monositler gibi birgok hticre tipinden salinan TGF- da, makrofajlar
icin guclu bir kemoatraktandir. Makrofajlar bir yandan nétrofil fonksiyonunu
duzenlerken, diger yandan inflamatuar lezyonun ilerlemesinde gugllu etkiler

gOsteren iltihabi medyatorleri tretirler [Sekil 1.4.].

Periodontal hastalikta, kronik inflamasyon slreci boyunca, antikor cevabinin,
bakteriyel patojenlerin uzaklastiriimasi ve hastaligin ilerlemesinin dnlenmesinde
koruyucu rol oynadigi ileri surulmektedir [72,73]. Antikorlar, B lenfositler
tarafindan Uretilerek salgilanmaktadir. B-lenfositler, hicre ylzeyindeki
immunglobulin (Ig) molekulintn varhidi ile ayirt edilir. Ancak, B-hlcre cevabi, T
hacrelerinin yardimiyla gergeklesmektedir. T hucreleri, hucre-hucre kontagi ve
sitokinler yoluyla B hucrelerini uyarir. Aktive olan B-hucreleri degisime ugrar ve
antikor olusturan olgun plazma hucrelerine donusurler [74]. Lokal poliklonal B
hlcre aktivasyonunun, lezyonun periodontitise ilerlemesinde 6nemli rol oynadigi
dusunulmektedir. Eger olusturulan antikor cevabi bakteriyel patojenin konak
dokularindan eliminasyonunu saglayabilirse, periodontal dokularin daha fazla
yikima ugramasi engellenmis olur. Olugan antikor cevabi, immun regulator
genler tarafindan kontrol edildigi icin, antikorun koruyucu aktivitesi bireyden
bireye farklihk gosterir. Antikor cevabinin yeterli aktiviteyi gosterememesi, zayif
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anti-bakteriyel Ozelliklere sahip olmasi ya da iltihabi hucrelerin antikorlari
yeterince taniyamamasi gibi faktorlerden kaynaklanabilir [73]. Mikrobiyal
enfeksiyonu ortadan kaldirmak ve periodontitis gelisimini dnlemek i¢in notrofil
gocu, antikor Uretimi, kompleman aktivasyonu ve sitokinler gibi konaga ait
bircok savunma mekanizmasi harekete gecer. Periodontitiste, inflamatuar
cevap iki tarafi keskin bigak gibidir. Bir taraftan dokulara bakteriyel invazyonu
onlemek Uzere koruyucu rol oynarken, diger taraftan enflamasyon kroniklestikge
iltihabi medyatodrlerin slrekli ve fazla miktarda sentezlenmesi sonucu, konak
dokularinda geri donusumsuz yikici etkilere yol acar. Konagda ait yikici ve
koruyucu mekanizmalar arasindaki dengenin bozulmasi ve immudn yanitin
konak aleyhine donmesi, disi destekleyen dokularda yilkima neden olmaktadir
[Sekil 1.4] [75].

Peridontal yikim ise, kisa sureli “aktif’, uzun sureli “kararli” donemlerden
olusmaktadir. Meydana gelen periodontal yikim, baglanti epitelinin apikale gogu
ile olusmakta, periodontal ligamentin yikimi ve alveol kemigi yikimi seklinde
devam etmektedir [74,75].
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Sekil 1.4. Konak-bakteri etkilesimi ile tetiklenen immin mekanizmalar
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1.1.2.2. Periodontitiste sitokinlerin rolii

Sitokinler lokal, sistemik ve iltihabi cevaplari duzenleyen, yara iyilesmesi,
hematopoezis gibi birgok biyolojik olayda gorev alan, hucrelerin birbiri ile
iletisimini saglayan, bagisiklik yanitini dizenleyici molekullerdir [76]. Sitokinler,
dogal ve kazanilmig bagisiklik hucreleri tarafindan salgilanmakta, mikroplar ve
diger antijenlere karsi cevap olarak uretilmektedir. Farkli sitokin tipleri farkli tipte
yangisal ve bagisik cevabin duzenlenmesini saglar. Dusuk molekuler agirlikli
protein ve glikoprotein yapisindaki sitokinler, T hucreleri, B lenfositler ve
makrofajlar gibi immuan sistem hucrelerine ek olarak; fibroblast, epitel hicreleri,

dendritik htcreler, keratinositler gibi birgok hicre tipinden de salgilanmaktadir.

Sitokinler, immunite ve inflamasyonun baslamasinda; immun cevabin siresinin
ve buyukliginun belirenmesinde etkilidir. Cok klglk konsantrasyonlarda bile
etkilerini gosterirler. Hedef hucreler Uzerindeki spesifik hicre yuzey
reseptorlerine baglanarak etkilerini gosterirler. Cogu sitokinin, degisik hedef
hiicreler lizerinde birden ¢ok etkileri vardir [77]. immiin yaniti yénlendiren
kompleks sitokin agi, pro-inflamatuar sitokinleri, anti-inflamatuar sitokinleri ve
spesifik sitokin reseptorlerini igermektedir. Anti-inflamatuar sitokinler ve spesifik
sitokin  reseptorleri, pro-inflamatuar sitokin  cevabini  kontrol ederek
inflamasyonun dizenlenmesinde énemli rol oynarlar [78]. Fizyolojik kosullarda,
sitokin inhibitorleri ve anti-inflamatuar sitokinler iltihabi yaniti dizenlerken,
inflamatuar reaksiyonlarin potansiyel zararl etkilerini de kontrol ederler. Immiin
sistemin pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar komponentleri arasinda dinamik bir
denge s0z konusudur. Ancak romatoid artrit, iltihabi osteoartrit, periodontitis gibi
kronik inflamatuar hastaliklarda, anti-inflamatuar yanitin yetersiz olmasi ya da
olmamasi, patogenezi acgiklayan o©nemli bir mekanizma olarak oOne
surtlmektedir [79,80] Periodontitiste, bakteri-konak iliskisi sonucu baslayan akut
inflamatuar cevap, T lenfositlerin ve B lenfositlerin baskin oldugu evreye
donlsur. Bu evreler arasi gegis; hicrelerin bolgeye toplanmasi, farklilagsmasi ve

gelisiminden sorumlu olan sitokinler tarafindan yonlendiriimektedir.

Yapilan bir ¢alismada, gingivitis ve periodontitis hastalarinda, dis eti, DOS ve
tukrikte, pro-inflamatuar, anti-inflamatuar ve anti-fibrojenik  sitokinlerin
miktarinda artis oldugu bildirilmistir [81]. Bu nedenle, bu molekullerin bagigiklik
fonksiyonunu duzenledigi, direkt olarak ya da diger sitokin ve buyume faktorlerin
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uretimini indukleme yolu ile ECM bilesenlerinin ve MMP’lerin Uretimini regule

ederek doku hasarini etkiledigi digunulmektedir [82].

Olusum mekanizmasina bakildiginda doku hasarinin, farkli hlcre tipleri
tarafindan Uretilen gesitli sitokinler dahil olmak Uzere birgok diuzenleyici ile ilgili
oldugu gorulmektedir. Periodontal hastalikta immunolojik cevabin baglamasi,
dizenlenmesi ve devam etmesinde en onemli ve birincil rol oynayan sitokinleri
tanimlamak mumkindir. Bu sitokinlerin basinda IL-1, TNF-a ve IL-10 gibi
sitokinler gelmektedir [83]. Bu sitokinler, Iokositler ve endotel hucreler
uzerindeki adhezyon molekullerini artirici yonde etki gostererek, lokositlerin
damarlarin disina gikarak dokuya sizmalarina neden olur. interlékin-1 (IL-1) ve
timoér nekréz faktdér (TNF) gibi ©Oncul sitokinlerin  uyarilmasi, ikincil
duzenleyicilerin Uretilmesine yol agar. Bu sayede bagisiklik cevabi, bag dokusu

yikiminda ve kemik kaybinda artis meydana getirir [84].

Hastalikta ismi gegen biyolojik molekullerin ¢cogunun, aslinda temel olarak
normal diseti bag dokusunda ve epitelde bulunmalarina ragmen, ifade
edilmeleri bakteriyel endotoksinlerle karsilagsmalari sonucunda artar. Bu durum,
s6z konusu moleklllerin yangisal suregte neden fazla miktarda olduklarini
acgliklamaktadir [82]. Esas gorevleri konak cevabini korumaya yonelik olan bu
molekuller, cevabin az ya da ¢ok olmasina bagh olarak doku hasarinin

meydana gelmesine neden olurlar.

Histolojik calismalar, ilerlemis periodontal lezyonlarda lenfositlerin baskin hicre
tipi oldugunu gostermektedir [81,82]. T Ilenfositler kronik inflamasyonda
immunregulator roli olan birgok sitokinin kaynagidir. Son yillarda yapilan
arastirmalar, farkh T hlcre alt gruplari Uzerinde yogunlasmistir. T hicre alt
gruplarinin Grettikleri sitokin profilinin immuan yaniti yonlendirdigi ve periodontal
hastaligin ilerlemesinde kritik rol oynadigi 6ne surulmustur [85]. CD4+ yardimci
T hucreleri, Urettikleri spesifik sitokinlere gore iki farkl fenotipe farklilagirlar [86].
Tip 1 yardimci T huacreleri IL-2, IFN-y, IL-12, TNF-a salgilayarak hucre-igi
patojenlere karsi hucresel immuniteyi aktive eder. Tip 2 yardimci T hucreleri
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi anti-inflamatuar sitokinleri Ureterek,
hicre-digi patojenlere ve parazitlere karsi himoral immuan cevabi indUklerler
[87]. Tip 1 yardimci T hucresi/Tip 2 yardimci T hucresi profilinin periodontal

hastalikta immUn yanitin  duzenlenmesinde rol oynayabilecedi 6ne
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surilmektedir [88]. Yapilan bazi c¢alismalar, periodontitiste azalmis Tip 1
yardimci T hdcresi yanitinin etkili oldugunu rapor ederken [89,90], digerleri
artmis Tip 2 yardimci T hucresi yanitinin rol oynadigini bildirmektedir [91,92].
Literatirde bu konuda fikir birligi bulunmamakla beraber, Tip 1 yadimci T
hdcresi profilinin, Tip 2 yardimci T hdcresine dodru donusmesini saglayan
mekanizmalarin, gingivitisten periodontitise geciste Onemli olabilecegdi
dusundlmektedir. Hayvan modelleri ve insan dokulari Gzerinde in vivo ve in vitro
kosullarda yapilan birgok calisma, periodontal hastalikta immun cevabin her
asamasinda kompleks sitokin aginin anahtar rol oynadigini ortaya koymustur
[93,94,95].

1.1.2.2.1. Periodontitis ve TNF-R2 iligkisi

iItihabi yanitta anahtar rol oynayan sitokinlerden biri TNF’dir. Makrofajlar ve
monositler dominant TNF kaynagi hacrelerdir. TNF’nin lokal hucresel etkileri;
notrofillerin  endotel hucrelerine tutunmalari ve degranulasyonu, fagositoz
aktivasyonu, ve ICAM-1 ekspresyonunda artis olarak siralanabilir. TNF’nin
kaseksi, enfeksiyonlar, organ transplanti reddi ve otoimmin hastaliklarda
sistemik etkileri oldugu belirtiimigtir. TNF, osteoklastlari aktive edip, yeni kemik
formasyonunu inhibe ederek, IL-1'e benzer sekilde kemik yikimina yol acar.
Kikirdakta kollajen sentezini artirarak proteoglikan sentezini inhibe eder, yara
iyilesmesi ya da kronik inflamasyonda indiklenen fibroziste goérulen fibroblast
proliferasyonunu artirir [96]. Uyarilmamis birgok hlcre, disuk seviyelerde TNF
MRNA’s! icermektedir. TNF’yi uyarabilen endojen ve ekzojen faktorler vardir.
Bircok bakteri tipi ve bakteri LPS‘i TNF-a Uretimini indukler, ancak IL-1 ve
interferon-y varhginda da TNF aktivitesinde artis gorulir [97]. Yapilan
calismalarda lipopolisakkarit ve Gram ) periodontopatojen
mikroorganizmalarin, periferal kan monositlerinden TNF salinimina neden
olduklari ve TNF'in IL-1 ve IL-6'ya benzer sekilde kemik yikiminda rol
oynayabilecegi belirtiimektedir [98].

Bu sitokin, a ve B olmak Uzere biyokimyasal olarak farkhlik gosteren iki formda
sentezlenmektedir. TNF-a, uyariimis makrofajlardan ve aktive T hucrelerinden,
TNF-B ise sitotoksik T hiicrelerinden salinmaktadir. indirekt immunfloresan
yontemi kullanilarak kronik periodontitisli hastalarin doku 6rneklerinde, hastalikli
bolgelerde IL-1B ve TNF-a yuksek duzeylerde bulunmustur [99,100].
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Periodontitisli hastalarin DOS’nda TNF-a duzeyini degerlendiren bir ¢galigmada,
klinik parametrelerle korelasyon gosterilememis, bu nedenle arastiricilar, TNF-
a’yi erken inflamatuar aktivitenin indikatorl olarak yorumlamislardir [90]. Kronik
periodontitisli hastalarda sitokin profilini belirlemek Gzere yapilan bir ¢galismada,
iltihapli ve saglikli dokularda IL-13, TNF-a, IL-4, IL-2 interferon-y, ve IL-10
konsantrasyonlari degerlendirilmistir. Calismanin sonuglar IL-13, TNF-q,
interferon-y, ve IL-2’'nin siddetli periodontitisi olan hastalarin diseti dokularinda,
saglikli dokulara oranla yuksek bulundugunu gostermistir [101]. Dogal bagisiklik
cevabi ile iligkili olan TNF, oncul yangisal sitokinler ile birlikte kemik
resorbsiyonunu dizenlemektedir [102,103]. Ayrica bu sitokinin in vivo ve in vitro
kosullarda kemik yapimini engelledigi de gdsterilmistir [103]. Periodontitisli
hastalarla yapilan bagka bir ¢alisma ise, hastalarin iltihapli diseti dokularinin
DOS’'nda yuksek dizeyde saptanan IL-13 ve TNF-a’nin ve her iki sitokinin
artmis ekspresyonunun, periodontal doku yikimindan sorumlu olabilecegini
ortaya koymustur. Bu duslnceden yola c¢ikilarak, hayvanlarda olusturulan
deneysel periodontitis modelinde, IL-18 ve TNF-a'yi inhibe eden ¢dzlnebilir
reseptorlerin etkileri degerlendirilmistir. Deneysel olarak olusturulan periodontal
lezyonlarda, IL-18 ve TNF-a'yi inhibe eden ¢6zUnebilir reseptdrlerin
kullanilmasiyla osteoklast formasyonunun %67; kemik rezorbsiyonunun %60
oraninda azaldigi gosterilmistir [104]. Sonug olarak, IL-1 ve TNF-a’nin lokal
olarak uretimini, salinimini ve biyolojik aktivitelerini kontrol eden immunolojik
mekanizmalarin ve genetik faktorlerin, periodontal hastalik patogenezinde

onemli rol oynadigi yargisina varilabilir.

TNF ki birlesik proteine dayanmaktadir: TNF-a ve lenfotoksin-a (TNF-B).
Yapisal olarak benzer olan iki adet hucre yuzeyi TNF reseptora vardir. Bunlar
TNF reseptort 1 (TNF-R1) ve TNF reseptoru 2'dir (TNF-R2) [105]. Tip | TNF
reseptord (TNF-R1), eski adiyla p55 reseptorleri hlicre zarinda bulunur ve 55
kDa molekiller agirligindadir. Tip Il TNF reseptord (TNF-R2), eski adiyla p75
reseptorleri de hucre zarindadir ve 75 kDa molekul agirigindadir [106]. TNF
reseptorleri yangi ve bagisikliktan sorumlu olan buyudk bir protein ailesinin
ayeleridir. TNF reseptorlerinin hicre disi ve sitoplazmik bolge olmak Uzere iki
ana birimi bulunmaktadir. Baglanmanin saglandigi hucre digindaki bolgeler,
sistein amino asiti bakimindan zengindirler. Sitoplazmik bodlgede bulunan
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domeynler ise sinyal iletiminde gorev almaktadir. Bu domeynler iki reseptorde
birbirinden farklidir ve bu sayede farkh sinyal yollarini aktive ederek iglev
saglamaktadir. Tip | TNF reseptdri sitotoksik aktiviteyi ve fibroblast
proliferasyonunu hizlandirirken, tip I TNF reseptéri T lenfositlerin
proliferasyonunu hizlandirmaktadir [107,108]. TNF’nin, hicre ylzey reseptorleri
olan TNF-R1 ve TNF-R2 ile kompleks olugturdugunda, kemik yikan hucreler
olan osteoklastlarin olusmasini ve aktivitelerini arttirarak kemik kaybina neden
oldugu gosterilmistir. TNF, diger osteoklast-duzenleyici molekuller gibi RANKL
(Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) Uretimini arttirir ve T-
lenfositlerden, B-lenfositlerden ve endotel hicrelerinden RANKL salinmasini
indUkleyerek dolayl olarak osteoklast olusumunu saglar [Sekil 1.5.] [109,110].
Yapilan bir galismada, farelerde TNF-R2 eksikligi, cevresel lenfoit organlardaki
baslangic merkezlerinin anormal gelisimine neden olmus ve endodontik
patojenler gibi ¢esitli patojenlere duyarhligi arttirmigtir. Artan duyarlikla birlikte,
kemik yikimi ve doku hasarinin da arttigi gozlenmistir [111,112]

TNFa RANKL 1L-1

TNFRI1

DigerTRAFs

KNS

Farkllla§m Akt'VaSYO"
& — D

Osteoklast onciilii
T Aktif olmayan (Quiscent)  aytif olmus osteoklastlar

M-CSF Osteoklastlar

Arttwitia Rosoarch

Sekil 1.5. TNF-a, RANKL ve IL-1 gibi sitokinlerin osteoklastlarda neden oldugu
farklilagma ve aktivasyon.(http://arthritisresearch.com/content/4/5/281/figure/F5)
[112].
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1.1.2.3. Periodontitiste doku yikimi ve bu yikimda ¢esitli proteinazlarin rolu

Periodontal dokularin yapisal olarak ana elemanlarindan biri protein oldugu igin,
periodontal doku yikiminda proteinazlar anahtar etkiye sahip enzimlerdir.
Proteinazlar ve onlarin endojen inhibitorleri arasindaki dengenin bozulmasi,
cesitli doku hasari ve yikimi ile sonuglanan gesitli patolojik durumlarin ortaya
¢lkmasina neden olur. Fizyolojik kosullarda proteolitik enzimler; gen
ekspresyonu, belirli hlicrelerde proteinazlarin sentezi, zimojen aktivasyonu ve
proteinazlarin endojen koruyucu inhibitérlerinin ekspresyonu yoluyla kontrol

edilir.

Periodontitiste bakteriyel ve konak kaynakli olan farkli proteinazlar etkili
olmaktadir. Porphyromonas gingivalis ve Actinobacillus actinomycetemcomitans
gibi periodontopatojen mikroorganizmalar bakteriyel proteinazlari Uretir. Konak
ve bakteriyel kaynakli proteinazlarin etki mekanizmalarinda farkliliklar

bulunmaktadir.

Bakteriyel kaynakli kollajenaz, kollajeni 200°den fazla peptit bdlimune ayirirken,
konak kollajenazi, kollajeni belirli bolgesinden sadece ikiye ayirmaktadir. Doku
matriks makromolekullerinin yikiminda etkili proteinazlar dort temel sinifta
toplanabilir: Metallo, serin, sistein ve aspartik proteinazlar. Serin ve metallo
ailelerine ait proteinazlar yikimin erken fazlarinda etkili olmaktadir [113].
Makrofaj ve fibroblastlar tarafindan sentezlenen sistein proteinazlar grubundaki
Katepsin B ve L gingival enflamasyon, sondalanan cep derinligi ve alveol kemigi
kaybindaki artis ile iligkili bulunmustur [114]. Aspartik proteinaz olan katepsin D
asidik pH’ta aktiftir. Bu enzim notrofil, makrofaj ve diseti fibroblastlar tarafindan
sentezlenir [115]. Bu proteinaz, mineralize dig matriksinin yikiminda etkilidir.
Periodontal hastaliklarda MMP’ler ve bir grup serin proteinaz olup, en fazla

etkinlige sahip olan proteolitik enzimler olarak bilinmektedir [113].

Matriks metalloproteinaz ailesi, ekstraselluler proteinazlarin 6nemli bir Gyesidir.
MMP’ler, hucrelerin mikroorganizmalara ve diger cevresel faktorlere verdigi
cevabi etkileyerek yikimda anahtar rol oynarlar. MMP’ler, hiicrelerin ve ECM
proteinlerinin proteolitik yikimini veya aktivasyonunu saglayarak hicre-hicre ve
hicre-ECM ligkilerini duzenler. Bu enzimler hucrelerin farklilasmasini,

migrasyonunu ve proliferasyonunu etkiler [116]. MMP’ler hlcre yuzey
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reseptorleri gibi biyoaktif molekulleri etkileyerek hulcreler arasi iletisimde ve
immunfonksiyonlarda énemli rol oynar [117]. Cinko’ya bagli endopeptidaz olan
MMP’ler periodontal dokularda ECM sekillenmesi ve yikimindan sorumlu tutulan
enzimlerin basinda gelmektedir [118,119]. ECM; proteinleri, proteoglikanlari
iceren organizmalara sadece vyapisal destek saglamakla kalmayip ayni
zamanda hucre proliferasyonu, farklilasmasi ve migrasyonu ile yapisma doku
morfogenezi gibi aktivitelerde etkili olan karmasik ve dinamik bir olusumdur.
MMP’lerin etkisi sonucu ortaya ¢ikan bag dokusunun yikimi ve yeniden
sekillenmesi, gesitli hastaliklarin yanisira normal buayime ve gelisim sureci ile

yara iyilesmesi gibi fizyolojik durumlarda da gézlenmektedir [120].

MMP’ler yapisal olarak incelendiginde; 17-29 aminoasit iceren sinyal peptit
bdlgesi, 77-87 aminoasit iceren amino terminal propeptit bdlgesi ve 170
aminoasit igceren katalitik bolgeden olusur. Katalitik bolgenin aktif merkezinde
¢inko atomu ve g¢inko atomuna bagli korunmus sistein aminoasidi bulunur.
Katalitik bdlge ayni zamanda cinko-baglayici bélge ve korunmus metiyonin
aminoasidi icerir. Bu boélge, MMP’lerin kararlihgini ve enzimatik aktivitesini
korumak igin katalitik ginko atomuna ek olarak yapisal ¢inko atomu ve 1 ya da 3
tane kalsiyum atomu da icerir. Bazi MMP Uyelerinde genel yapiya ek olarak
farkh bolgeler yer alir. Jelatinaz sinifina ait MMP-2 ve 9, kollajen ve jelatin
etkilesimleri igin gerekli fibronektin benzeri bélim ile 210 aminoasit iceren C-
terminal hemopeksin benzeri bolimden olusur. Hemopeksin benzeri bolim
substrat 6zgullugunu belirlemede anahtar rol oynar. Ayrica jelatinazlarin
yapisinda katalitik bodlge ve C-terminal hemopeksin benzeri bélim arasinda
prolince zengin bir baglayici bolge yer alir [120,121] [Sekil 1.6.]

Hemopeksin Sitoplazmik
uzant:

Fibronektin Katalitik

domeyni domeyni e

baglayici

— e
Furin bdlgesi Propeptit Sinyal
peptit

Sekil 1.6. Matriks metalloproteinaz domeyninin yapisi [120,121].
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Matriks metalloproteinazlar hakkinda ilk bilgi Jerome Gross ve Charles Lapiere
tarafindan 1962 yilinda yayinlanmistir. MMP’lerin molekul agirliklar 19-92 kDa
arasinda degismektedir. Gunumizde MMP ailesinin 25 Uyesi saptanmistir.
MMP’ler substrat 6zgulligu, primer yapisi ve fonksiyonlarina gére asagidaki gibi
gruplandiriimaktadir [121] [Sekil 1.7.]

a) Kollagenazlar; MMP-1 (fibroblast tip), MMP-8 (nétrofil tip), MMP-13
(kollajenaz-3), MMP-18 (kollajenaz-4)

b) Jelatinazlar (tip IV kollajenazlar); jelatinaz-A (MMP-2) ve jelatinaz-B (MMP-
9)

c) Stromelizinler; MMP-3 (Stromelizin-1), MMP-10 (Stromelizin-2), MMP-11

(Stromelizin-3)
d) Matrilizinler; MMP-7 (matrilizin-1), MMP-26 (matrilizin-2)

e) Membran tip MMP’ler (MT-MMP’ler); MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24, MMP-25

f) Digerleri; MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-22, MMP-23.

ENZIM No. PROTEIN YAPISI

) M-tarminal blge
Propeptid (Katalitik)

Matiizin --—)
MMP-7 @ C-terminal bdlge

e (hemopeksin benzeri tekrarlar)

Kolagenaz-1,2-3  wMp.1, -8, 13 OG- )-OO000

Metalloelaztaz

MMP-12 ) —
Stromelizn e A gvseec

A,-2,-3 MMP-3, -10, -11
Jelatin balge
(fibronektin benzer tekrariar)
9 —~—————
Jelatinaz -A, -B MMP-2, 9 (9 A DO O
L

MT-MMP MMP-14, -15, 16, 117 |y
12,73 4 O GEE-) OO0

Membran
bélge

Murphy G & Knauper V, 1997 (146)

Sekil 1.7. Matriks metalloproteinazlarin protein yapisi [122].
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Periodontal hastalikta etkili bulunan MMP’ler, mikrobiyal dental plak
bilesenlerinin dogrudan veya dolayl yoldan konak hucrelerini uyarmasi sonrasi
sentezlenir. Fibroblastlar, epitel hiicreleri, osteoblastlar, osteoklastlar, nétrofiller
ve makrofajlar gibi bircok hicre tarafindan latent formda (proenzim)
sentezlenmektedir. Latent formdaki MMP’lerin etkili olabilmesi igin aktive
olmalari gerekir. Cesitli yollarla aktive olan bu enzimler diseti bag dokusu ve

alveol kemigi yikimina neden olur [123] [Sekil 1.8]

Digeti olugu sivisi
MMP-1 mMmp-2 MMP-3

Sekil 1.8. Periodontitis patogenezinde rol alan baglica MMP’ler [124’den
geligtirilmigtir].

Tdm MMP’ ler prepro-enzimler seklinde sentezlenir ve siklikla inaktif pro-
MMP’ler olarak salgilanirlar. Stres ve oksidatif stresi kesen sitokinler, hormonlar

ve blyume faktorleri, MMP’leri g duzeyde regule ederler:

1. gen ekspresyonunun induksiyonu,
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2. latent proenzimlerin aktivasyonu,

3. MMP’lerin tanimlanan doku inhibitorleri (TIMP-1,-2,-3,-4) tarafindan
inhibisyonu [125].

Sitokinler, bayume faktorleri, hormonlar ve kimyasal ajanlar gibi ¢ok sayida
faktor MMP transkripsiyonunun duzenlenmesinde etkilidir. Bunlarin arasinda
IL-1, TNF-a, TGF-a, TGF-B ve epidermal buyime faktoru en etkili olanlaridir.
MMP ekspresyonunu, paratiroid hormon ve endotoksin arttirirken, IFN-y, TGF-f3
ve glukokortikoidler azaltir [126]. MMP’lerin transkripsiyonel dizenlenmesi
sirasinda, transkripsiyon faktori olan aktivator protein-1 (AP-1)in, cesitli
sitokinleri ve buylume faktorlerini indukleyici etkisinin bulundugu belirlenmistir.
Ayrica A-bagh protein-3 (PEA-3), MMP’lerin transkripsiyonel aktivasyonu ve
dizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [127]. MMP-2 geninin promotor
bolgesinde AP-1 ve PEA-3 icin eksik baglayici alanlarinin varhgi ile MMP-2’nin
transkripsiyonel  duzenlenmesinin  eksikligi arasinda iliski olabileceqgi
dusunulmektedir. Artan MMP sentezi ile periodontitiste doku yikimi ve

hastaligin verdigi hasar artmaktadir [126,127].

MMP’lerin aktivitesi, endojen ve sentetik inhibitorler ile inhibe edilmeye calisilir.
MMP’lerin serumda bulunan endojen inhibitori a2-makroglobulin ve dokuda
bulunan inhibitéri ise matriks metalloproteinaz doku inhibitéri (tissue inhibitors
of metalloproteinase, TIMP) adini alir. MMP aktivitesini TIMP periselller olarak,
a2-makroglobulin ise viacut sivilarinda kontrol eder. Enflamasyon sirasinda,
yuksek molekuler agirlikh protein olan a2-makroglobulin, vaskiler duvari
gecerek ECM’ye ulasir. Proteinaz ile kovalent badlar yapan a2-makroglobulin,
MMP aktivitesini inhibe eder. Bu proteinaz-inhibitor kompleksi dolasimdan
karaciger yardimiyla temizlenir. MMP’lerin doku inhibitorlerinin 4 Uyesi
bulunmaktadir (TIMP -1, -2, -3, -4). Ortamda var olan MMP’ler ve inhibitorleri
arasindaki denge MMP’ler lehine bozuldugunda patolojik olarak ECM yikimi
olusur. Bu patolojik durum periodontitis gibi hastaliklarda ortaya c¢ikamasina
sebebiyet verir [128] [Sekil 1.9.].
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Sekil 1.9. Metalloproteinazlarin kontrol mekanizmasi ve aktivasyon durumunda

olusan doku yikimi [129].
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1.1.2.3.1. Periodontitis ve MMP-9 iligkisi

MMP-9, MMP’lerin “jelatinazlar” grubunun Gyesi bir proteinazdir. MMP-9, diger
MMP’lerden farkli olarak katalizdor bolge ile aktif bdlgesi arasinda jelatin
baglayici boélge iceren enzimdir. MMP-9, Jelatinaz B olarak da bilinmektedir.
Kromozomal lokasyonu 20. Kromozomun q kolundal2.2-13.1 pozisyonundadir.
Bu enzim, Tip IV, V, VII, X, XI ve XIV kollajen, jelatin, elastin, proteoglikan kor
proteinleri, miyelin temel proteini, fibronektin, fibrillin-1, TNF-a’yi ve Interldkin-
18’nin oncdullerini yikma 6zelligine sahiptir. MMP-9, asidik ortamda tip 1

kollajenin N-terminalini yikarak ECM ‘nin yikiminda énemli rol Gstlenir [130,131].

MMP-9 (Jelatinaz B), ilk olarak 1974 yilinda Sapota ve Dancemicz tarafindan
polimorfonukleer |6kositlerden salgilanan bir jelatinolitik enzim olarak
tanimlanmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda, 92 kDa’luk bir molekil olarak
salgilandigdi, 6nce 87 kDa olan bir inaktif maddeye ve sonra aktif form olan 82
kDa veya 83 kDa’'luk bir moleklle donuastlraldugu gosterilmistir. 45-67 kDa
arasinda degisen aktif formlari da izlenebilmektedir. MMP-9, aktivasyonunu
takiben, denature kollajen ve jelatin, Tip IV ve V kollajen ve elastini de igeren
pek cok ekstraselluler matriks elemanini yikabili. MMP-9, diger bir jelatinaz
olan MMP-2 ile substrat dizeyinde birkag madde hari¢ oldukga benzerlik
gOsterir; MMP-9, kazeine kargi oldukga 6zgul iken; MMP-2’de bu duyarlilik
bulunmaz [131].

Propeptit Fibronektin tip-Il
N bdlge benzeri bolge Hemopeksin
Sinyal benzeri bdlge
peptit

~ l l | ¢

MM P9

L

S Mentese
bolge b&lgesi

Sekil 1.10. Matriks metalloproteinaz-9’un yapisi [132]
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MMP-9, MMP ailesinin en buyuk tyesidir. Sinyal peptidi, propeptit bolgesi, iki
adet katalitik bolge, fibronektin tip-1l benzeri bolge, COOH- terminalde bulunan
hemopeksin benzeri bolge ve mentese bolgesi olmak Uzere yedi bolumden
olusur [Sekil 1.10]. Katalitik bolim ve hemopeksin benzeri bélim arasinda
prolince zengin baglayici boélge yer alir. C-terminal hemopeksin benzeri bolum
substrat 6zgullugund belirlemede anahtar rol oynar. Fibronektin benzeri bolim

kollajen ve jelatinlere baglanmay kolaylastirir [133].

MMP-9, diger MMP’lar gibi inaktif proformlar olarak salinir ve ekstrasellller
olarak aktive edilir. a2-makroglobulin ve TIMP’lar tarafindan inhibe edilmektedir.
Bu enzim, epitelyal tumorlerin lokal yayllimina neden olur. Periodontitis
patogenezinde ise, ECM yikimi, doku yikimi ve hlicre gog¢u sureclerinde énemli
rol oynar. Ayrica birgok sitokin ve kemokin Uzerinde etkileri vardir. MMP-9, IL-8’i
parcalayarak daha fazla miktarda IL-8 ortaya ¢ikmasini saglar. Yine TNF-q,
TGF-B ve IL-1B’y1 inaktif formdan aktif forma donusturir [134,135]. Bdoylece
hastalik slresince, konak bagisiklik cevabini arttirmak yolu ile perodonsiyumu
olusturan periodontal ligamentleri ve alveol kemigi degdisik derecelerde yikima
ugratir. Boylece dis etinin dis kokinden ayriimasi ile “periodontal cep”
olusumunu hizlandirir. Pargaladigi Tip IV, V, VII, X, XI ve XIV kollajen, jelatin,
elastin ile doku kaybi gerceklegir. Tum bu etkiler sonucu, hastahgin yikim

sureclerinin seyrinde, agir bir tablo meydana gelmektedir.
1.1.3. Periodontitiste Genetik Faktorlerin Rolu

Etiyolojik olarak, hem genetik hem de c¢evresel faktorlerin rol oynadigi
hastaliklar multifaktoriyel hastaliklar olarak tanimlanmaktadir. Periodontitis,
etiyolojisinde bircok risk faktori tasimasi ile multifaktériyel hastaliklara 6rnek
teskil etmektedir. Risk faktorleri sebep zincirin bir parcasini olusturur ve
varliklari  kargisinda hastaligin goérulme olasiligr artar. Bakteri plagi,
periodontitisin baglamasi ve ilerlemesi i¢cin mutlaka gereklidir. Ancak farkh
miktarda ve tipte bakteri varligi, tek basina hastaligin olugsmasinda ve siddetini
aciklamada yetersizdir [37]. Mikrobiyal faktorlerin hastalik patogenezindeki
rolunt acgiklamak icin yapilmis calismalar, periodontal hastalik olusumunun
ancak %Z20'sinin spesifik mikroorganizma duzeyi ile agiklanabildigini ortaya

koymustur. Konak cevabini etkileyen sistemik hastalik durumu, bireysel
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yatkinliklar, ya da sigara kullanimi gibi konaga ait faktorlerin hastalik

olusumunda 6nemli rol oynadigi sonucuna variimistir [6].

Periodontitis icin risk faktorleri arasinda; sigara icilmesi, yas, cinsiyet, genetik
faktorler, sosyo-ekonomik durum, AIDS, osteoporoz, diabet gibi sistemik

hastaliklar siranabilir.

Periodontitis icin 6nemli risk faktorlerinden biri de genetik faktorlerdir. Bireyler
arasindaki genetik farkliklar, bireyin hastaliklara olan yatkinhigini veya direncini
etkilemektedir. Genler, tekrarlanmayan bdlgeleri iceren nukleotidlerden olusurlar
ve kromozomlar Uzerinde dizilim goOsterir. Bir bireyin tasidigi tum genler
“‘genom” olarak adlandirilirken; bu gen havuzunda, bir ya da daha fazla bigimi
bulunan genlerin belirli bir kromozomal alanda (lokus) haritalandigi bolge “allel”
olarak adlandiriimaktadir. Allel c¢esitliligi, toplumlarin genetik cesitliligi
sayllmaktadir. Genetik cesitliligi tanimlamak igin ise “heterozigotluk”™ ve
“polimorfizm” tanimlari kullaniimaktadir. Bireylerin heterozigot olup olmadigi,
genlerin yuzdesi veya orani ile tanimlanir. Her gen lokusu, bir allelin birbirinin
ayni kopyasini (homozigot) ya da farkli iki allelin birer kopyasini (heterozigot)
tasimaktadir. Genom Uzerindeki bir bdlgenin populasyondaki bireylerde anlamli
oranda cesitlilik gostermesine ise “gen polimorfizmi” denilmektedir. Genomik
DNA’daki tek baz ciftindeki degisiklikler polimorfizimlerin en yaygin formu olan
"Tek Nukleotid Polimorfizmi” (Single Nucleotide Polymorphisms, kisaca SNPSs)
olarak adlandiriimaktadir [Sekil 1.11.]. Tek nukleotit polimorfizmleri genin
fonksiyonunu etkilemekte ve gesitli hastaliklara yatkinlik ile iligkilendiriimektedir
[36]. insan genomunda yaklasik olarak 1.42 milyon tek niikleotit polimorfizmi
(SNP) tanimlanmistir [136]. Bu rakamin %10’u konakgi cevabinin niceliginin

degismesine yol agan tek nukleotit polimorfizmleridir [39].
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Ekzonlar (gen kodlama bdlgeleri)

Transkripsiyonun
baslangici /

5 —H:— 5
FPromoter Bolge l Kodlanmayan Bolge

Baslatici Sonlandirma
Kodon Kodonu

intronlar (gen araci bélgeler)

Sekil 1.11. insan geninin genel yapisi ve polimorfizmin gelisebilecedi bélgeler
[36]

SNP’lerin gen drtnd Gzerine énemli bir fonksiyon kaybi etkisi olmamakla birlikte,
bazen de ¢ok énemli biyolojik etkiler ortaya koyabilmeleri s6z konusudur. Genin
kodlama bdlgesinde olusan bir polimorfizm nedeniyle farkh bir aminoasit ortaya
¢ikabili. Bu durum da farkli veya islevsiz bir proteinin olusumu ile
sonuglanabilir. Promotor bdlgelerindeki polimorfizmler sonucu ise gen ifadesi
degisebilmektedir. SNP’ ler diger gen polimorfizmlerine gére daha sik gortlen
tipte polimorfizmlerdir ve sikhginin insan genomunda her 0,3-1 kilobazda bir

tekrarladigi1 dusunulmektedir [137].

Periodontitis, birgcok bilim insani tarafindan, multifaktoriyal yani kompleks bir
genetik hastalik olarak tanimlanmistir. Kompleks genetik hastaliklarin ortaya
clkmasi icin tek bir gen polimorfizmi yeterli olmamaktadir. Ancak ¢oklu gen
lokuslarindaki genetik varyasyonlar hastalik egilimini tetikler ve hastaligin
seyrinde etkilerini gdsterir. Periodontitis gibi birden fazla genin etkisinin s6z
konusu oldugu hastaliklar “poligenik” olarak da tanimlanmaktadir [36].
Periodontitis gibi kompleks hastaliklarda klasik Mendel kalitimi prensipleri
gecerli degildir. Genin homozigot ya da heterozigot olmasi hastalik Uzerinde tek
basina etki gosteremez. Genler arasi iligkiler ve genler ile cevresel faktorler gibi
diger risk faktorlerinin birbiri ile etkilesimi, hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol alan
faktorlerdir [40].

32



Periodontitis ile ilgili genetik calismalar tasarlanirken, yas, irk, cinsiyet gibi
faktorlerin durumu g6z 6nunde bulundurulmalidir. Fakat gogu calismada segilen
gruplarda genetik agidan heterojenlik mevcuttur. ideal olarak, ikizlerle yapilan
calismalar genetik heterojenlik ve c¢evresel faktorleri elemine etmede yaral
olabilmektedir, fakat ikiz calismalarinin da belli sinirlamalari mevcuttur [41]. Bu
anlamda, hem hastaliga sahip bireylerin hem de kontrol gruplarinin irk, cinsiyet,
yas gibi durumlari goz onune alinarak daha homojen bir galisma grubu
seciminin, genetik arastirmalarin  basarisi icin daha dogru olacagi
dugunulmektedir [138].

Genetik etkinin periodontitis ile iliskisi ailesel kalitim calismalari [139,140] ve
ikizlerle yapilan arastirmalar ile tanimlanmistir [41,138,140]. Ornegin Amerika
Birlesik Devletleri‘nde yapilan bir calismada, Afrika kokenli siyahi Amerikalilarin
beyaz Amerikalilara gore periodontitise daha sik yakalandiklari belirtilmistir [29].
Ayni zamanda farkli yerlerde yasayan tek yumurta ikizleri ile yapilan bir
calismada ise, hastaligin her iki bireyde de benzer tablo yansitmasi da

periodontitiste genetik faktoérlerin dGnemini ortaya koymustur [141].

Genetik arastirmacilar, periodontitis ve polimorfizm g¢alismalarini genel olarak
uc¢ bashk altinda incelemektedir. Bunlar, sitokin polimorfizmleri, hicre yuzeyi
reseptorlerinde gorilen polimorfizmler ve doku yikiminda etkin rol oynayan
konak proteinazlari gibi enzimlerde goérilen polimorfizmlerdir. Takashiba ve
Naruishi tarafindan, periodontitis ve genetik iligskisi Uzerine yapilan bir
calismada, periodontitis ile ilgili 6 farkh kategori olusturulmustur [36]. Bu
gruplama ile IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler, immunoreseptorler, insan lokosit
antijenleri (HLA), MMP’ler ve katepsin gibi proteazlar ve yapisal molekiillere ait

gen polimorfizmlerinin periodontitis ile iligkisi gosterilmistir [142].

ilk olarak Kornman ve arkadaslari [37], IL-1 geninin periodontitis ile iligkisini
bildirmis ve gunumuize kadar periodontal hastaliklar ile IL-1 allellerinin iligkisini
inceleyen ¢ok sayida g¢alisma yayinlanmistir [37,80,84]. Polimorfizm analizinde,
poptlasyon yapisi ve kontroller dnem arz etmektedir [148]. Ornek olarak goklu
beyaz populasyonu g¢alismalarinda, IL-1B +3954, IL-1A +4845 ve IL-1A -889
gibi 6zgun IL-1 geni cesitlilikleri periodontitisin artan siddetiyle iliskilendirilmigstir
[37,80]. Fakat bu IL-1 tek nukleotit polimorfizmlerinin Asyalr’lar arasinda daha
az yaygin oldugu belirtiimigtir [37]. Yapilan bir baska arastirmada, COX-2
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geninin -765. pozisyonunda bulunan tek nukleotit polimorfizminin Tayvan
populasyonunda agresif periodontitise karsi koruyucu etkide bulundugu
gosterilmistir [143]. Ayni gene ait -1195. pozisyonundaki polimorfizmin ise Cin
populasyonunda kronik periodontitise yatkinliga neden oldugu, farkh bir calisma
ile kanitlanmistir [144]. Carvalho ve arkadaslarinin yaptidi bir arastirmada, ilk
defa agresif periodontitise ait bir lokus tanimlanmis ve FAM5C adli genin agresif
periodontitisi tetikledigi gosterilmigstir [145]. Hart ve arkadasglari, aile ici evliliklerin
sik rastalandigi bir llke olan Urdiin ‘de yaptiklar c¢alismada, erken yaslarda
ortaya ¢ikan peroidontitis ile katapsin-C geninde az rastlanan allel varliginin
iligkili oldugunu belirtmiglerdir [146] [Tablo 1.1.].
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Tablo 1.1. Periodontitis ile iligkisi arastiriimis bazi genler [147].

Gen Kodlanan Protein lliskilendirme
CCR5 Kemokin reseptor-5 Yok, Yok
COX-2 Siklo-oksijenaz-2 Var,Var
Enos Endotelyal nitrik oksit sentaz Var

ER2 Ostrojen reseptor-2 Yok
E-selektin E-selektin Var

ET-1 Endotelin-1 Yok
IL-12 Interlokin-12 Yok
IL-16 Interl6kin-16 Yok
PAI-1 Plasminojen-aktivator-inhibitor-1 Var, Yok
RAGE ileri glikasyon son Griinii reseptéri | Var
OPN Osteopontin Yok
TNFR2 Tdmor nekroz reseptor-2 Var
MMP-9 Matriks metalloproteinaz-9 Yok
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Inflamatuar mekanizmalarda aksamaya yol acabilecek genetik varyasyonlar,
immun cevapta ve klinik olarak inflamasyon siddetinde izlenen gesitli asamalar;
periodontitiste genetik etkilerin varligini  goéstermektedir. Sonug¢ olarak
polimorfizm c¢alismalarinin amaci hastaliga yatkinlk, hastalik siddeti ve klinik
tabloyu etkileyen potansiyel genetik faktorlerin tanimlanmasidir. Bu yolda elde
edilen olumlu ya da olumsuz sonuglar yardimiyla, hastaligin patogenezi ve
tedavi suregleri ile ilgili onemli gelismelerin saglanmasi s6z konusu olacaktir
[Sekil 1.12].

| Perodontitisin Evreleril

“ [Doku yikim | s [Fonksiyon bozuklugu|

| Tedavi Stratejisi |

|lllcroor9-nlm-rlj Anti-enflamatuvar
uzaklastinlmas: ajanlarnn kullanimi

gt o
e : "I Rehabilitasyon

| Genetik Tani |

Enflamasyonun ve
immiin reaksiyonlarin
diizenlenmesi

Mikrobiyal enfeksiyonun
diizenlenmesi

Doku rejenerasyonunun
dizenlenmesi

Hedef Genler

Hicre yluzey reseptorieri, Sitokinler, Yapisal komponentler, Enzimler
Takashiba & Naruishi, 2006 (194)

Sekil 1.12. Periodontal hastaligin cesitli evrelerinde hedef genler, genetik

taninin iligkisi ve tedavi stratejisi [36].

Periodontal hastaligin baglamasi ve ilerlemesinde etkili IL-1, TNF-a ve
reseptorleri, human I6kosit antijenleri (HLA) gibi sitokinler ve matriks
metalloproteinazlar (MMP), katepsin-C, vitamin D gibi proteinaz ve yapisal
molekullerin ekspresyonunda etkili genlerin yani sira, immuno reseptorler ile
ilgili pek ¢ok galisma yapiimigtir [148,149,150,151,152]. Takashiba ve Naruishi
[36], 140 orijinal c¢alismayl derledikleri arastirmalarinda, periodontitisin
ilerlemesi ve siddeti ile pozitif ve negatif iligkisi olan genlerin polimorfizmlerini
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sayisal olarak degerlendirmis ve yayinlamislardir [Tablo 1.2]. Arastiricilarin bu
derlemelerinden, periodontal hastaliklar ve c¢evresel faktorlerin iligkisini

inceleyen kapsamli genetik ¢alismalara gereksinim oldugu sonucu gikmistir.

Tablo 1.2. Periodontitis ile iligkisi arastirilan genler ve hastalik ile iligkisi [36]

Kategori Gen (n) {liski
B Pozitif (n) Negatif (n)

Sitokin ve sitokin IL-1 (36) 22 13
reseptorleri TNF (14) 6 4
HLA 15 2
1mmun0reseptijr FcR (14) 13 2
Proteaz MMP 2 1
Yapisal molekiiller ~ Katepsin C (6) 4 |
Vitamin D (6) 5 |
Digerleri 9 7

1.2. Onceki Galismalar

1.2.1. TNF-R2 Gen Polimorfizmi ile Periodontitis iliskisini Arastiran Bazi

Caligsmalar

TNF-R2 geni, 1. kromozomun q kolunda 36. pozisyonda yer almaktadir.
Periodontitis ile iligkilendirilmis polimorfizm calismalarinin ¢ogu, genin 6.
ekzonuna ve arastirmamizda da yer alan bu ekzondaki +587 pozisyonundaki

tek nukleotid polimorfizmine yogunlagmistir.

Shimada ve arkadaslarinin Japonya’da yapmis olduklari bir galismada, TNF-R2
geninin 6. ekzonunda +587 pozisyonunundaki polimorfizmin kronik perodontitis
ile iliskisi arastinimigtir. Bu c¢alismada, hastalarin yaglari 45 ile 60 arasinda
degismektedir. Calisma grubunun yaglarinin birbirine yakin secilmesi ve sigara
kullanmamalari periodontitis gibi multifaktoriyel hastaliklar igin énem arz
etmekte ve yapilan c¢alismada genetik faktoérlerin dodru yorumlanmasini
saglayip, calismanin niteligini ytkseltmektedir. S6z konusu ¢alismada, TNF-R2
(+587 TIG) gen polimorfizmi ile kronik periodontitis arasindaki iligki

gOsterilmigtir. Kontrol grubu ile segilen kronik periodontitisli hasta grubu
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arasinda polimorfik G alleli tagsima agisindan anlaml bir fark bulunmustur
(p=0,00097). T alleli tasima oranlarinin bu polimorfizm igin irklara goére
degisiklik gosterdigi bu calismada bildirilmistir. T alleli tagsima oranlari, beyaz
irkta %45 [154], Africo-Amerikan irkta %33 [155], Japonlarda ise %17 olarak
bildirilmistir [45].

Kobayashi ve arkadaslarinin yaptigi calismada; 319 periodontitis hastasi ve 303
kontrol kullaniimistir. Bu ¢alisma sonucunda TNF-R2 (+587 T/G) polimorfizmi
ve TNF-R2 (+694 G/A) polimorfizminin hastalik ile iligkisi arastirilmistir. Bu
calisma sonucunda da; TNF-R2 (+587 T/G) ve TNF-R2 (+694 G/A)
polimorfizmleri periodontitis ile iligkili bulunmustur; 6zellikle bu polimorfizmler

kronik periodontitis ile anlamli sonug¢ vermistir [156].

Kinane ve calisma grubu ise TNF-R2 gen polimorfizmlerinin, kronik iltihap
olusturan hastaliklarla iligkili olabilecegini belirtmigtir. Erken baslangigli

periodontitisin bu durumla iligkili olabilecegi de 6ne suralmugtir [157].

Komota ve arkadaslari, TNF-R2 (+587 T/G) polimorfizmde G alleli tasiyan
bireylerin immun cevabinin daha yuksek oldugunu bildirmigtir. Bir bagisiklik
sistemi rahatsizligi olan sistemik lupus eritematozus (SLE) ile bu polimorfizm
iliskilendirmistir. Bu durumun periodontitis yikim mekanizmalarinin tetiklenmesi
ve asirt bagisiklik cevabinin arastiriimasi konularina yardimci olabileceqi
dusundlmektedir [158].

Morita ve arkadaslari, yaptiklari arastirma dogrultusunda TNF-R2’nin kronik

periodontitis igin belirte¢ olabilecegini belirtmistir [159].

Schenkein ve arkadaslari ise, TNF-R2 geninin ekspresyonunun asiri immun
cevapta arttigini ve immun cevapta etkili olan sitokinlerden IL-6’'nin da

salinimini arttirdigini rapor etmislerdir [160].

Ikezawa ve arkadaslarinin yurattagu bir klinik calismada, kronik perodontitisli
hastalarin DOS‘undan alinmis 6rneklerde TNF-a reseptorleri olan TNF-R1 ve
TNF-R2'nin varhgi olduk¢a yuksek bulunmus ve bu iki reseptorin kronik
periodontitis igin potansiyel markir olabilecedi vurgulanmistir. Bu iki gen
polimorfizminin hastalik ile iligkisinin varliginin da arastiriimasi gerekligi
belirtilmistir [161].
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Khoshhal ve arkadaslari iran’da TNF-R2 (+587 T/G) gen polimorfizmi ¢alismasi
yapmiglardir. Bu galisma, 35-72 yaslari arasindaki kronik periodontitis hastasi
ve kontrol grubunu kapsamaktadir. Calisma sonucunda kontrol grubu ile kronik
periodontitisli grup arasinda TNF-R2 gen polimorfizmi igin anlamh bir fark
g6zlenmedigi bildirilmigtir (p=0,58) [162].

Kore’de Kim ve arkadaslarinin yaptigi bir baska calismada ise, generalize
agresif periodontitis (GAP) ve TNF-R2 (+587 T/G) gen polimorfizmi iliskisi
arastinimistir. Hastalik ile gen polimorfizmi arasinda anlamli bir sonu¢ elde

edilmistir. Hasta grubunda T alleli tagsima orani %23,8 olarak bulunmustur [163].

Shimada ve arkadaslarinin, GAP ve TNF-R1 ve TNF-R2 gen polimorfizmleri
arasindaki iligkiyi arastiran bir calismasinda ise, GAP ve TNF-R2 gen

polimorfizmi arasinda bir iligkinin bulunmadidi gésterilmistir [164].

1.2.2. MMP-9 Gen Polimorfizminin Periodontitis ile iliskisini Aragtiran Baz

Calismalar

MMP-9 geni 20. kromozomun ¢ kolunda 12.2-13.1 pozisyonunda yer
almaktadir. MMP-9 geni ve periodontitis Uzerine yapilan calismalar, genin
promotor bdlgesine ve -1562 pozisyonda bulunan polimorfizm Uzerinde

yogunlagmaktadir.

Gurkan ve arkadaslarinin Turkiye'de yaptigi bir ¢alismada MMP-9,-2,-12 gen
polimorfizmleri ile kronik periodontitis arasindaki iliski arastiriimistir. Bu ¢alisma
kapsaminda incelenen polimorfizmlerden biri MMP-9 promotor bdlgesindeki -
1562. pozisyonda yer alan tek nukleotid polimorfizmidir. Calismada, T alleli
tasima durumunun kronik periodontitis icin daha az risk tasidigi belirtiimistir
[165].

Rai ve arkadaslarinin yayinladigi bir baska calismada, MMP-9un erken
periodontitis tanisi i¢in belirte¢ olabilecedi bildirilmistir [166].

Zhang ve arkadaslari, MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmde, T alleli tagimanin
makrofaj aktivitesini arttirdigini gdstermis ve bu polimorfizmin fonksiyonel

onemini vurgulamigtir [167].

Vokurka ve arkadaslari, ergenlik cagindaki bireylerde IL-8 ve MMP-9 gen

polimorfizmi ile gingivitisin iligkisini arastirmis ve bu genlerdeki polimorfizmlerin
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cocuk yaslarda periodontitis gelisimi icin risk olusturabilecegini gostermislerdir
[168].

Coratti ve arkadaglari, MMP-2 ve MMP-9’nun periodontitiste ECM yikiminda
kritik etkisi oldugunu ve s6z konusu enzimlerin bu anlamda 6zellikle doku
yikimini  baslatmada 6nemli olduklarini  belirtmiglerdir.  Arastirmacilar,
periodontitis ve bu genlerdeki polimorfizm c¢alismalarinin 6nemini tekrar

vurgulamiglardir. [169].

Isaza-Guzman ve arkadaslari MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmi ve periodontitis
arasindaki iligkiyi, Kolombiya populasyonunu temsil eden bir orneklemde
arastirmiglardir. Bu érneklemde bu polimorfizm ve periodontitis arasinda iligki
bulunamamistir (p=0,0663) [170].

Loo ve arkadaslari, MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmi ve kronik periodontitis
arasindaki iligkiyi arastirmis ve anlamli sonu¢ bulmuslardir. Bu genden
sentezlenen MMP-9 proteinin periodontitisin tani ve tedavisinde markir olarak

kullaniimasinin uygun olacagini rapor etmistir [171].

Li ve arkadaslari, Cin populasyonunda ayni gen polimorfizmini arastirmislardir.
Cin populasyonu igin T alleli tasimanin kronik periodontitese yatkinhgi
arttirdigini bildirmigtir [172].

Carneiro ve arkadaslarinin Brezilya‘da yaptigi bir arastirmada ise, periodontal
lezyonlarda MMP-9 gen ekspresyonun arttigini ve apikal periodontitis
lezyonlarinda ECM yikiminda MMP-9 geninin artan ekspresyonunun sorumlugu

olabilecegi gosterilmistir [173].

Keles ve arkadaglar Turk populasyonunda MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi ve
kronik periodontitis arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Bu g¢alismada bir kronik
periodontitis tipi olan generalize kronik periodontitisli hasta grubu ve kontrol
grubu bulunmaktadir. Calisma sonucunda generalize kronik periodontitis ve bu

polimorfizm arasinda anlaml bir iligki tespit edilmigtir [174].

Wang ve arkadaslarinin Cin’de yaptigi baska bir arastirmada, MMP-9 gen
polimorfizmi ve GAP arasindaki korelasyon incelenmistir. Yapilan calismada

MMP-9 gen polimorfizmi ve GAP arasinda bir iligki bulunmamistir [175].
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Gurkan ve arkadasglari da, Turkiye populasyonunda GAP ile MMP-9 (-1562
C/T) polimorfizmi iligkisini incelemisglerdir. Calismada T alleli tagima orani,
kontrol ve GAP’li hastalarini igceren gruplar arasinda oldukga farkli bulunmustur.

Bu alleli tagima oraninin kontrol grubunda daha fazla oldugu belirtilmistir [176].

Hallo ve arkadaslari Cek populasyonunu tanimlayan bir érneklemde, MMP-9
gen polimorfizmi ve kronik periodontitis hastaligi arasindaki iligkiyi arastirmistir.
Arastirmacilar bu calismada, Cek populasyonunun bu polimorfizm igin risk

tasimadigini ortaya koymuslardir [177].

Pan ve arkadasglari periodontitis ve MMP-9 gen polimorfizmini genis bir ¢alisma
grubu ile yapmistir. Yaptiklari g¢alismaya 628 hasta ve 689 kontrol dahil
etmislerdir. Sonuglar, periodontitis ve MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmi arasinda
iliski oldugunu gostermistir [178].

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Klinik Galigmalar
2.1.1. Periodontal Muayeneler

Bu arastirma, kronik periodontitis ve agresif periodontitis hastalar ile
periodontal agidan saglikli kontrol bireyleri GUzerinden yuratalmastir. Calismaya,
Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji A.B.D ve
Karadeniz Teknik Universitesi Dis Hekimligi Fakultesi Periodontoloji
A.B.D’larina, periodontal sorunlari nedeniyle ve tedavi amaciyla basvuran,
sistemik agidan saglikli, calismaya katilmayi gonullt olarak kabul eden TNF-R2
gen polimorfizmi icin, 47 (31 kadin, 16 erkek) AP ve 54 (26 kadin, 28 erkek) KP
hastasi ve 54 (33 kadin, 21 erkek) saglikli kontrol olmak Uzere toplam 155
birey; MMP-9 gen polimorfizmi igin ise, 71 (48 kadin, 23 erkek) AP ve 99 (51
kadin, 48 erkek) KP hastasi ve 60 (37 kadin, 23 erkek), saglikli kontrol olmak
uzere toplam 230 birey dahil edilmigtir. Calisma hakkinda bilgilendirilen tim

katilimcilarin yazili ve s6zlu onaylari alinmistir.

Tam bireylerin anamnezleri alinarak klinik periodontal muayeneleri yapilmistir.

Periodontal parametre degerleri kaydedilmis (periodontal sondlama derinligi,
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klinik atagman duzeyi, diseti indeksi, diseti kanama indeksi, plak indeksi) ve

panoramik radyograflari ¢ekilmigtir.
2.1.2. Kan Orneklerinin Elde Edilmesi

Tam bireylerden EDTA’ I vakumlu tupler igerisine 5-10 ml kan o&rnekleri
alinmigtir. Alinan ornekler, +4°C de saklanmistir. Calismaya katilan bireylerde

sistemik hastalik olmamasina dikkat edilmistir.

2.2. Laboratuvar GCaligmalari

2.2.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu

1. 200 pl insan tam kan 6rnegi steril bir mikrosantriftj tipune aktarildi.
2. 300 pl Tris-EDTA (pH:8.0) tamponu tupteki 6rnegin Uzerine eklendi.
3. 10.000 rpm’de 3 dakika santriflije edildi ve supernatan atilildi.

4. Pelletin Gzerine 300 ul Tris-EDTA tamponu eklendi ve pellet tamponun iginde
isaret parmagdiyla tipun digindan hafifge vurularak tekrar ¢ozuldi ve 10.000

rom’de 3 dakika santriflje edildi.
5. 2 ve 4. basamaklar 3’er defa tekrar edildi.

6. TUpun Uzerine 300 pl Tris-EDTA-NaCl (pH:8.0) tamponu, 30 yl 100 mM Tris-
HCI (pH:8.0), 5 pl Proteinaz K ve 10 pl %20 SDS eklenerek tip alt-ust edildi ve
56 °C ‘de 2 saatlik inklibasyona birakild.

7. Tupun Uzerine, tum fenol ve kloroform basamaklari ¢ceker ocagin altinda
gerceklestirimek kosuluyla, 445 ul fenol eklendi ve organik ve sivi fazlar, tlp

alt-Ust edilerek karigtirildi.
8. Bu iki faz, tip 6.000 rpm’de 10 dakika santrifuje edilerek ayristiriidi.

9. Nukleik asitleri iceren Ust sivi faz mikropipetle alinarak baska bir steril
mikrosantrifijj tipline aktarildi. Uzerine 250’ser ul fenol ve kloroform eklendi.

10. TUp 20 defa alt-Ust edilerek karistirildi ve 10.000 rpm’de 15 dakika santrifije
edildi.

11. Supernatan mikropipetle baska bir steril mikrosantrifij tipune aktarilarak
uzerine 250 ul soguk %96’lik etil alkol eklendi ve alt-Ust edilerek karistiriidiktan
sonra 13.000 rpom’de 5 dakika santrifuje edildi.
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12. Tapun dibinde kalan nukleik asit ¢okeleginin Gzerinden alkol uzaklastiridi ve
cOkelegin Uzerine 250 pl %70 etil alkol eklenerek 13.000 rpm’de 5 dakika

santrifije edildi.

13. Peletin Uzerinde kalan alkolin fazlasi uzaklastirildi ve ¢okelek 100 pl Tris-
EDTA (pH:8.0) tamponunda ¢6zuldd.

14. Uzun slire dayanmasi igin DNA 6rnegi -20 °C’de sakland..
TE Tamponu (pH:8.0)

10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA.

Tris-NaCI-EDTA Tamponu (pH:8.0)

100 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl

2.2.2. izole Edilen Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrol

Edilmesi

Periferik kandan izole edilen genomik DNA’nin varligi agaroz jel elektroforezi
kullanilarak kontrol edildi. Kontrol i¢in %1’lik agaroz jel hazirlandi ve DNA varligi

agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
%71’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

1. Hassas terazide 1 g agaroz (Lonza) tartildi ve 200 ml’lik erlenmayer igerisine
aktarildi. Uzerine 100 ml 1XTBE tamponu (Tris-Borat EDTA tampon, 50 mM
Tris, 50 mM borik asit, 1 mM EDTA, pH:8.3) eklendi ve igerisindeki agaroz

¢Ozulunceye kadar mikrodalga firinda kaynatildi.

10X TBE Tamponu (pH 8.3) Hazirlanmasi

31 g borik asit (MA:61,83; Sigma)
3.725 g EDTA (MA:372,24; Sigma)
60.55 g Tris (121,14; Sigma)

Hazirlanan 10XTBE c¢oOzeltisi stok olarak kullanildi ve elektroforez sirasinda

1:10 oraninda seyreltildi.

2. Cozlulen agaroz jel, elle tutulabilecek sicakliga dustugunde 8pl 0.5 pg/ml
Etidyum bromdar ilave edildi ve iyice karistirildi. (Etidyum bromur kuvvetli bir
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mutajen olup, DNA ile interkalasyon yaparak DNA’nin UV 1gi1g1 altinda

gorulebilmesini sagdlar.)

3. Agaroz jel elektroforez kalibina kuyucuklar olusturmak amaci ile uygun
taraklar yerlestirildi. Yeteri kadar soguyan jel, tek bir koseden hava kabarcigi
kalmayacak ve sizinti olmayacak sekilde dokuldd. Polimerlesmesi icin 30
dakika beklendi.

4. Polimerlesen jelden taraklar dikkatlice uzaklastirildi ve jel elektroforez tankina

alindi.

5. Elektroforez tanki 1XTBE tamponu ile dolduruldu. Periferik kandan izole
edilen genomik DNA ‘dan 8 pl; bromophenol blue i¢ceren yukleme tamponundan
2 ul kanstirilarak kuyucuklara yuklendi. Bazi orneklerde 6xOrange yukleme
boyasi (Thermo Scientific) kullanildi. (YUkleme tamponu DNA ‘nin kuyucuklara

duzgun bir sekilde yerlesmesini saglamaktadir.)

6x Yiukleme tamponu (25 ml) hazirlanmasi

0.0625 g Brom Fenol mauvisi

10 g Sukroz

15 ml 10X TBE tamponu

Son hacim 25 ml'ye distile su ile tamamlandi.

6. Ornekler, 5V/cm’lik elektroforetik alanda 90 \’da 45 dakika yUritaldi.

7. Jeldeki DNA bantlari, 300 nm dalga boyundaki UV lambasi kullanilarak

gOzlendi.
2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu, genomik DNA dizisindeki istenilen bolgelerinin
6zgll primerler kullanilarak in vitro’da 10° kata kadar gogaltiimasini sadlayan bir
yontemdir. ilk kez 1985 yilinda Karry Mullis tarafindan bulunmus ve bu bulusu
kendisine 1993’te Nobel Kimya Oduli’'ni kazandirmistir.

PCR teknigi ginimuzde, prenatal tani, mutasyon taramalari, dizi analizi
caligmalari, adli tipta DNA parmak izi galigmalari gibi ¢ok ¢esili alanlarda siklikla

kullanilan 6nemli bir yontemdir.
PCR teknigi U¢ temel basamaktan olusmaktadir. Bunlar:
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1. Denatlurasyon: Bu basamakta ¢ogaltilacak DNA tek zincirli hale getirilene
kadar belirli bir sire 90°-95°C‘de 1sitilir.

2. Baglanma (Annealing): ikinci basamakta, sicaklik derecesi kullanilan

primerlere 6zgul olmak kosuluyla 50°-70°C’lere dusurullr ve primerlerin
kalip DNA’da komplementer dizilere hidrojen baglari ile baglanmasi
saglanir.

3. Uzama (Extension): Uzamanin gercgeklestirildigi bu basamakta, isiya

dayanikli Tag polimeraz enzimi ile yaklasik 72°C sicaklikta dNTP’ lerin
DNA’ya 5 — 3 yodnunde baglanmasi ve cift zincirli DNA Grandn

sentezlenmesi saglanir.

2.2.3.1. TNF-R2 (+587 T/G) Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

Cogaltilmasi

TNF-R2 (+587 T/G) polimorfik gen bodlgesini igine alan 242 bg'lik bolgenin
nakleotit dizisi ve primerlerin yeri Sekil 2.1.’de gosterilmigtir. Optimize edilmis

PCR karigiminin bilesenleri ve miktarlari Tablo 2.1.’de verilmisgtir.

ACTCTICCTATCCTIGCCIGCIGGGGCCCGTGAATGAGCCCAGCC
ACCCAGCCACTCTGTCCCCTGCTGCCTCCTGACCAAGCCTCCT
CCTCCTCCAGCTGTAACGTGGTGGCCATCCCTGGGAATGCAAG
CATGGATGCAGTCTGCACGTCCACGTCCCCCACCCCGGAGTAT
GGCCCCAGGGGCAGTACACTTACCCCAGCCAGTGTCCACACG

ATCCCAACHERGEORCOORACTCORGAR

Sekil 2.1. TNF-R2 geninin (+587 T/G) polimorfik bolgesini igeren nukleotit dizisi

ve bu bdlge lizerinde ileri-geri primerlerin gdsterimi. ileri primer yesil renk ile,

geri primer kirmizi renk ile ve ¢ogaltilan bolge ise alti ¢izilerek belirtiimistir. Koyu
renkli bolgede Hinlll (Nlalll) kesim enzimin tanima dizisi belirtiimigtir. Alti gizili
bolge icindeki genin normal dizisinde T olarak kodlanan mavi renkle gosterilen
tek nikleotit, G ile yer degistirdiginde Hinlll (Nlalll) enzimi i¢in kesim noktasi

olusturulmaktadir.
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Tablo 2.1. TNF-R2 geninin (+587 T/G) polimorfik bolgesinin PCR

¢ogaltiimasi icin optimize edilen bilesen miktarlari.

iICINDEKILER 1X25uL
Kalip DNA 2
10X PCR Tamponu 2,5 ul
2.5 Mm dNTP

2 ul
karisimi
100 pmol ileri primer 0,2 ul
1QO pmol geri 0.2 ul
primer
Hot Start Taq
polimeraz 0,25 ul
(5 U/ )
Steril distile H,O 14,85 pl
Toplam Hacim 2=25ul

TNE-R2 geninin (+587 T/G) polimorfik bolgesi icin PCR kosullari

On Denaturasyon 95°C 10 dakika

Denaturasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 56°C 1 dakika 35 Déngu
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 7 dakika

TNF-R2 geninin (+587 T/G) polimorfik bolgesinin primer dizisi

ileri (F) primer: 5 ACT CTC CTATCC TGC CTG CT 3’

Geri (R) primer: 5 TTC TGG AGT TGG CTG CGT GT 3’
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TNF-R2 geninin (+#587 T/G) polimorfik bolgesinin PCR’I igin; Tablo 2.1'de
verilen miktarlarda hazirlanan karisim ile kalip DNA buz Uzerinde iyice
karistirilarak Biometra Thermal Cycler cihazina konulmustur. Reaksiyon
yukarida verilen sicaklik kosullarinda ve surelerinde 35 dongu boyunca
gerceklestirilmigstir.

2.2.3.2. MMP-9 Geninin (-1562 C/T) Polimorfik Bolgesinin PCR ile

Cogaltilmasi

MMP-9 geninin promotorundaki (-1562 C/T) polimorfik bolgeyi icine alan 435
b¢'lik bdlgenin ndkleotit dizisi ve primerlerin yeri Sekil 2.2 ‘de gdsterilmistir.
Optimize edilmis PCR karisiminin bilesenleri ve miktarlari Tablo 2.2.de
verilmistir.
GCCTGGCACATAGTAGGCCCTTTAAATACAGCTTATTGGGCCG
GGCGCCATGGCTCATGCCCGTAATCCTAGCACTTTGGGAGGC
CAGGTGGGCAGATCACTTGAGTCAGAAGTTCCAGCCTGGTCAA
CGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAATTTAGCCA
GGCGTGGTGGCGCATGCCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGC
TGAGGCAGGAGAATTGCTTGAACCCGGGAGGCAGATGTTGCA
GTGAGCCGAGATCACGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGCGAA
AACAGAGTGATACTACACCCCCCAAAAATAAAATAAAATAAATA
AATACAACTTTTTGAGTTGTTAGCAGGTTTTTCCCAAATAGGGC
TTTGAAGAAGGTGAATATAGACCCTGCCCERICEEEOICEal

Sekil 2.2. MMP-9 gen dizisi Uzerinde ileri-geri primerlerin ve g¢ogaltilan 435

bg’lik bolgenin gosterimi. ileri primer yesil renk ile, geri primer kirmizi renk ile ve
cogaltilan bolge ise alti gizilerek belirtiimigtir. Koyu renkli bolgede Pael (Sphl)
kesim enzimin tanima dizisi belirtiimistir. Alti gizili bolge icindeki genin normal
dizisinde C olarak kodlanan mavi renkle gosterilen tek nukleotit, T ile yer

degistirdiginde Pael (Sphl) enzimi i¢in kesim noktasi olusturulmaktadir.
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Tablo 2.2. MMP-9 geninin (-1562 C/T) polimorfik bdlgesinin PCR

¢ogaltiimasi i¢in optimize edilen bilesen miktarlari.

ICINDEKILER 1X25uL
Kalip DNA 2
10X PCR Tamponu 2.5 ul
25 Mm MgCl, 3 ul
10 Mm dNTP karigimi 0.5 ul
100 pmol ileri primer 0.2 pl
100 pmol geri primer 0.2 ul
;I’;&[;ll\)lA polimeraz 0.8 4l
Steril distile H,O 15.8ul
Toplam Hacim 2=25ul

MMP-9 geninin (-1562 C/T) polimorfik bolgesine ait PCR kosullari

On Denaturasyon 95°C 5 dakika

Denaturasyon 94°C 1 saniye
Baglanma 62°C 45 saniye 35 Dongu
Uzama 72°C 45 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika

MMP-9 geninin (-1562 C/T) polimorfik bolgesinin primer dizisi

ileri (F) primer: 5 GCC TGG CAC ATA GTA GGC CC 3’

Geri (R) primer: 5 CTT CCT AGC CAG CCG GCATC 3’
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MMP-9 geninin (-1562 C/T) polimorfik bdlgesinin PCR’I igin; Tablo 2.2.de
verilen miktarlarda hazirlanan karisim ile kalip DNA buz Uzerinde iyice
karistirilarak Biometra Thermal Cycler cihazina konulmustur. Reaksiyon
yukarida verilen sicaklik kosullarinda ve surelerinde 35 dongu boyunca

gerceklestirilmigstir.
2.2.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

PCR isleminden sonra olugsan drlnlerin agaroz jel elektroforezi ile
gerceklestirilmistir. Urlinlerin uzunluklarini belirlemek amaci ile 100-10000 bg¢’lik

belirte¢ (Fermantas) kullaniimistir.
2.2.4.1. TNF-R2 PCR urununun Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolu

TNF-R2 geninin tek nukleotit polimorfizmini belirlemek Uzere, 242 bg'lik
bdlgenin PCR islemi ile gogaltiimasindan sonra olusan Grin, 60 ml hacmindeki,
3 ul Etidyum Bromir iceren %1.5'luk agaroz jele her bir kuycuga 8 pl'lik
hacimde ve 2 pl yukleme boyasi eklenerek yuklenmistir. PCR trtint 100 Volt'luk
elektroforetik alanda 45 dakika boyunca 1XTBE tamponu igerisinde
yuratilmastir. Bantlar Syngene Gene Genius Bio Imaging jel gorintileme

sistemi ile goruntilenmigtir.
2.2.4.2. MMP-9 PCR urununuin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

MMP-9 geninin tek nukleotit polimorfizmini belirlemek tGzere, 435 bg¢’lik bolgenin
PCR iglemi ile ¢ogaltiimasindan sonra olusan urun, 60 ml hacmindeki, 3 ul
Etidyum Bromur igeren %1.5’luk agaroz jele her bir kuycuga 8 pl'lik hacimde ve
2 pul yukleme boyasi eklenerek yiklenmigtir. PCR drunt 100 Volt'luk
elektroforetik alanda 45 dakika boyunca 1XTBE tamponu igerisinde
yurutilmastir. Bantlar Syngene Gene Genius Bio Imaging Jel gorintileme
sistemi ile goruntulenmigtir.

2.2.5. Gen Bodlgelerindeki Polimorfizmlerin Restriksiyon Par¢a Uzunluk

Polimorfizmi (RFLP) ile Belirlenmesi

Restriksiyon enzimleri, DNA’y1 6zgul tanima bdlgelerinden keserek, pargalara
ayiran enzimlerdir. RFLP yontemi; DNA’'nin bu enzimler kullanilarak kesilmesi
sonucunda elde edilen Urunlerin, agaroz jel elektroforezinde yuratilerek bantlar

halinde goruntilenmesi ve degerlendiriimesi esasina dayanir.
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MMP-9 (-1562) C/T ve TNF-R2 (+587) T/G gen polimorfizmlerini belirlemek
amaciyla MMP-9 geni igin Pael (Sphl) (Fermentas)ve TNF-R2 geni igin ise

Hinl1ll (Nlalll) (Fermentas) restriksiyon endonukleaz enzimleri kullaniimistir.

Kullanilan restriksiyon endonukeazlarin tanima dizileri asagida belirtilmigtir.

Pael (Sphl) ‘nin Tanima Dizisi:
5.GCATG|C..3%3
3..CtGTACG..~%

Hinl1ll ( Nlalll) ‘nin Tanima Dizisi

2.2.5.1. TNF-R2 (+587 T/G) Tek Nukleotit Polimorfizminin RFLP yontemi ile

Belirlenmesi

TNF-R2 genine ait PCR Urunleri asagida verilen miktarlarda enzim, tampon ve
distile su ile reaksiyona sokulmus ve enzimin optimum calisma sicakhgdi olan

37°C’de 12-16 saat inkube edilerek kesim iglemi gergeklestirilmistir.

1x30ul’lik RFLP karisimi

PCR Gruna 15 pl
10xTampon B 2 ul
Hinlll ( Nlalll) 1.5 pl (U)
Steril distile su 11.5 ul

RFLP sonucu olugan kesim urunleri 133 ve 109 bg¢'likuzunlukta olduklari igin
%Z2’lik agaroz jelde yurGtiimisve 100-1000 bg’lik DNA belirteci (Gene Ruler)
kullaniimigtir. Kesim urununden 20 pl alinarak 5 pl yukleme boyasi ile
karistinimis ve 7 pl Etidyum Bromur iceren agaroz jele yuklenmistir. 1XTBE
tamponu igerisinde 1 saat boyunca 90 Volt'luk elektroforetik alanda yurGtilerek
bantlarin ayrilmasi saglanmigtir. Olusan bantlar Syngene Gene Genius Bio

Imaging Jel goruntileme sistemi ile goruntilenmistir.
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2.25.2. MMP-9 (-1562 C/T ) Tek Niukleotit Polimorfizminin RFLP ile

Belirlenmesi

MMP-9 genine ait PCR urunleri, asagida verilen miktarlardaki enzim, tampon ve
distile su ile reaksiyona sokulmus ve enzimin optimum c¢alisma sicakligi olan

37°C’de 12-16 saat inkube edilerek kesim iglemi gergeklestirilmistir.

1x30 pl’lik RFLP karisimi

PCR drdna 15 pl
10xBuffer B 2 ul
Pael enzimi 1 pl(5U)

Steril distile su 12 ul

RFLP sonucu olusan kesim Urlnleri 247 ve 188 bg¢'lik uzunlukta olduklari igin
%2,5’lik agaroz jelde yurutilmus ve 100-1000 baz ciftik DNA belirteci(Gene
Ruler) kullaniimigtir. Kesim Grandnden 20 pl alinarak 5 pl yikleme boyasi ile
karigtirlmis ve 7 pl Etidyum Bromir iceren %Z2’lik agaroz jele yuklenmigtir.
1X TBE tamponu igerisinde 1 saat boyunca 90 Volt'luk elektroforetik alanda
yuruttlerek bantlarin ayrilmasi saglanmistir. Olusan bantlar Syngene Gene

Genius Bio Imaging Jel goriuntileme sistemi ile gértntilenmistir.
2.2.6. istatistiksel Analizler

Aragtirmamizda, elde edilen verileri degerlendirebilmek i¢cin SPSS version 15.0
for Windows (SPSS, Inc, USA) istatistik paket programi kullaniimigtir. Bu
arastirmada, TNF-R2 ve MMP-9 tek nukleotit polimorfizmleri i¢in ¢alisma
gruplarimiz olan kronik periodontitis, agresif periodontitis ve kontrol gruplari
arasinda bu iki gen bdlgesi igin gen polimorfizm frekanslar agisindan fark
bulunup bulunmadigi Ki-kare (Pearson Ki-kare ve Fisher’ in kesin Ki-kare testi)
testleri ile degerlendirilmigtir. Farklari p<0.001 olan sonuglar istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmigtir.
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3. SONUGLAR ve TARTISMA

3.1. PCR Sonuglari

3.1.1. TNF-R2 Geni PCR Sonuglari
TNF-R2 geninin 6. ekzonuna ait +587 pozisyondaki polimorfizmi iceren nukleotit
dizisinin PCR yodntemi ile c¢ogaltimasi sonucu elde edilen Urin, 242 bg

blayukligunde olup bu UGrinun agaroz jeldeki goruntusu Sekil 3.1.'de verilmigtir.

— 242 bc

-—
-—
P—
.- -

Sekil 3.1. TNF-R2 geninin 6. ekzonunda ait +587 pozisyonundaki
polimorfizmi igceren 242 b¢’lik bolgenin amplifikasyon sonrasi agaroz jelde
goruntilenmesi.( M: 100 b¢’lik belirteg)

3.1.2. MMP-9 Geni PCR Sonuglari

MMP-9 geninin promotor bdlgesine ait (-1562) pozisyondaki polimorfizmi iceren
nukleotit dizisinin PCR yontemi ile gogaltiimasi sonucunda elde edilen urlin 435
b¢ buydkliginde olup, bu UGrinin agaroz jeldeki goérintisu Sekil 3.2'de

verilmistir.
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————.- 435 bg

Sekil 3.2. MMP-9 promotor bdlgesinin (-1562) pozisyonundaki polimorfizmi
iceren 435 bg¢'lik bolgenin amplifikasyon sonrasi agaroz jelde goruntilenmesi.
(M: 100 b¢'lik belirteg )

3.2. RFLP Sonuglari

Yapilan galismada, TNF-R2 gen polimorfizmi arastirmasi igin 54 kronik, 47
agresif olmak Uzere toplam 101 periodontitis hastasi ve 54 saglikl birey; MMP-
9 gen polimorfizmi arastirmasi igin, 99 kronik, 71 agresif olmak Uzere toplam
170 periodontitis hastasi ve 60 saglikli birey calisiimig, bu bireylerin kan
orneklerinden elde edilen DNA’nin, PCR ile ¢ogaltimasindan sonra TNF-R2
(+587 T/G) ve MMP-9 (-1562 C/T) polimorfik gen bélgelerine ait RFLP analizleri
yapilmigtir.

3.2.1. TNF-R2 (+587 T/G) Polimorfik Bolgesinin Hinlll (Nlalll) Enzimi Kesim

Sonuglan
HinlIl (Nlalll ) enzimi ile yapilan kesimler sonucu:

1. Homozigot TNF-R2 (+587) GG genotipi: 133b¢ + 109b¢ uzunlugunda iki

fragment

2. Heterozigot TNF-R2 (+587) TG genotipi: 242b¢ + 133b¢ + 109bg

uzunlugunda Gg fragment

3. Homozigot TNF-R2 (+587) TT genotipi: 242b¢ uzunlugunda fragment

olusmustur.

Fragmentlerin jel gorUntlleri bu U¢ genotip agisindan degerlendiriimis ve
bireylerin TNF-R2 (+587) polimorfizmine ait genotip profilleri belirlenmistir.
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Sekil 3.3. TNF-R2 geninin (+587 T/G) bdlgesinin Hinlll enzimi ile kesimi
sonucu K11, K27-K35 numarali kontrollerden elde edilen RFLP UrUnlerinin
jeldeki goruntusu. (M:100 bg'lik belirteg).

Bu polimorfizmini tasiyan ve GG genotipine sahip ornek, Sekil 3.3. ‘te ikinci
kuyucukta bulunan K11 numarali kontrol grubuna ait bireydir. Homozigot TT
genotipini tasiyan ve RFLP sonucu kesilmeden kalan kontrol grubu Uyeleri ise
sirasiyla K27, K28, K19, K30, K31, K32, K33, K34, K35 numarali bireylerdir.
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M 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119

242 bg

133 bg
109 bg

Sekil 3.4. TNF-R2 geninin (+587 T/G)polimorfik boélgesinin Hinlll enzimi ile
kesimi sonucu 105-119 numaral hastalardan elde edilen RFLP UrGnlerinin
jeldeki goruntisu. (M:100 b¢'lik belirteg)

Sekil 3.4.’te her Ug¢ genotipe ait fragmenti igeren bir jel gorintisu yer almaktadir.
Bu sekle gore 107 ve 114 numarah ornekler TNF-R2 (+587 T/G ) polimorfizmini
tasimadigindan Hinlll enzimi ile kesilmemis ve 242 bg¢'lik tek bir fragment olarak
kalmistir. 105, 110, 111, 112, 113, 115, 116, 119 numarali 6rnekler ise bu
bdlgeye ait tek nukleotit polmorfizmini icerdiginden dolayr Hinlll enzimi ile
kesime ugramis ve sonug olarak 133 b¢ ve 109 bg olmak Uzere iki fragment
olusumu gozlenmigtir. Heterozigot genotipe sahip olan ornekler ise 106, 108,
109, 117, 118 numaral bireylerdir ve kesim sonucu 242, 133 ve 109 b¢'lik U¢

ayri fragment olugsmustur.
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M 93 94 88 89 90 92 91 95 95 99 101

242 bg
133 bg
109 bg

Sekil 3.5. TNF-R2 geninin (+587 T/G) polimorfik bdlgesinin Hinlll enzimi ile
kesimi sonucu 93,94,88,89,90,92,91,95,96,99,101 numarali hastalardan elde
edilen RFLP drunlerinin jeldeki gérintlisu. M harfi ile 100 b¢'lik belirteg ifade
edilmektedir.

TNF-R2 (+587 T/G) tek nikleotit polimorfizmini tasiyan ve GG genotipine sahip
ornekler, Sekil 3.5’te 93, 94, 92, 95, 96, 99, 101 numarali bireyler iken; Sekil
3.6. (a)da 123, 124, 126, 127, 128, 129, 132, 133 numarali bireylerdir.
Homozigot TT genotipini tasiyan ve RFLP sonucu kesilmeden kalan ornekler
ise Sekil 3.5. ‘te 91; Sekil 3.6.(b) ‘de ise 143 numaral bireylerdir. heterozigot
genotipine (TG) sahip bireyler Sekil 3.5. ‘teki 88, 89, 90 numaral bireyler; Sekil
3.6 ‘(a)da 121, 122, 125, 130, 131, 134 numaralh bireyler ve Sekil 3.6.(b)'deki
148, 150, 151 numarali bireylerdir.
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M o121 122 123 124 123 126 127 128 129 130 131 132 133 134

Sekil 3.6. TNF-R2 geninin (+587 T/G) bdlgesinin Hinlll enzimi ile kesimi
sonucu Ust tarafta 121-134 ve alt tarafta ise 140, 149, 148, 150, 151, 144, 143,
141, 142, 146, 149 numarali hastalardan elde edilen RFLP Urunlerinin jeldeki
goruntisu. (M:100 be¢'lik belirteg)

3.2.2. MMP-9 Promotoru (-1562 C/T) Polimorfik Bolgesinin Pael (Sphl)

Enzimi Kesim Sonuglari
Pael (Sphl) enzimi ile yapilan kesimler sonucu;

1. Homozigot MMP-9 (-1562) TT genotipi: 247b¢ + 188bg¢ uzunlugunda iki

fragment

2. Heterozigot MMP-9 (-1562) CT genotipi: 435b¢ + 247b¢ + 188bg

uzunlugunda Ug fragment
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3. Homozigot MMP-9 (-1562) CC genotipi: 435b¢ uzunlugunda fragment

olusmustur.

Fragmentlerin jel goruntuleri bu U¢ genotip acgisindan degerlendirilmis ve

bireylerin bu polimorfizme ait genotip profilleri belirlenmistir.

M K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10

=" 435 bg

—- 247 bg
T 188 bg

Sekil 3.7. MMP-9 geninin (-1562 C/T) bdlgesinin Pael enzimi ile kesimi sonucu
K1-K10 numarah kontrollerden elde edilen RFLP urlUnlerinin jeldeki goruntusu.
(M:100 b¢'lik belirteg)

MMP-9 (-1562 C/T) tek nlkleotit polimorfizminde heterozigot CT genotipine
sahip ornek, Sekil 3.7.de ikinci kuyucukta bulunan K2 numarali bireydir.
Homozigot CC genotipini tasiyan ve RFLP sonucu kesilmeden kalan kontrol
grubu ayeleri ise sirasiyla K1, K3, K4, K5, K6, K7, K8, K9, K10 numarali
bireylerdir.
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M 36 37 38 329 40 41 42 43 44 45

435 bg

247 bg
188 bg

Sekil 3.8. MMP-9 geninin (-1562 C/T) bdlgesinin Pael enzimi ile kesimi sonucu
36-45 numarall hastalardan elde edilen RFLP Uranlerinin jeldeki goruntusu.( M :
250 bg'lik belirteg)

Sekil 3.8 de her Ug¢ genotipe ait fragmenti iceren bir jel goruntlisu yer
almaktadir. Bu sekle gore 37, 38, 39, 40, 41, 43 numarah 6rnekler MMP-9 (-
1562 C/T) polimorfizmini tasimadigindan Pael enzimi ile kesilmemis ve 435
b¢'lik tek bir fragment olarak kalmistir. 35 ve 45 numarali drnekler ise bu
bolgeye ait tek nulkleotit polmorfizmini igerdiginden dolayr Pael enzimi ile
kesime ugramis ve sonug¢ olarak 247 bg¢'lik ve 188 bg’lik olmak Uzere iki
fragment olusumu gdzlenmigtir. Heterozigot genotipe sahip olan 6rnek ise 42
numarall bireydir ve kesim sonucu 435, 247 ve 188 bg¢’lik Gg¢ ayri fragment

olusmustur.
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M 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 161

435 bg

C—- 247 b(;
sssssssipe- 188 bg

Sekil 3.9. MMP-9 geninin (-1562 C/T) bdlgesinin Pael enzimi ile kesimi sonucu
144-157,161 numarali hastalardan elde edilen RFLP UruUnlerinin jeldeki
goriantisu. (M:100 be¢'lik belirteg)

M 123 124 123 126 127 128 129 130 131 132

435 bg

247 bg
188 bg

Sekil 3.10. MMP-9 geninin (-1562 C/T) bélgesinin Pael enzimi ile kesimi sonucu
123-132 numarali hastalardan elde edilen RFLP urunlerinin jeldeki goruntusu.
(M:100 b¢'lik belirteg).
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M 166 167 168 169 170 171 172 173 174 173

435 bg
-

247 bg
I 188 bg

Sekil 3.11. MMP-9 geninin (-1562 C/T) bodlgesinin Pael enzimi ile kesimi sonucu
166-175 numarali hastalardan elde edilen RFLP UrUnlerinin jeldeki goruntusa.
(M:100 b¢'lik belirtec)

MMP-9 (-1562 C/T) tek nlkleotit polimorfizminde heterozigot CT genotipine
sahip ornekler, Sekil 3.9.’da 146, 150, 153, 154 numaral bireyler iken Sekil
3.10. ve Sekil 3. 11.’de ise 123, 124, 125 ve 167, 168, 171, 173, 174 numarall
bireylerdir. Homozigot CC genotipini tasiyan ve RFLP sonucu kesilmeden kalan
ornekler ise Sekil 3.9. ‘da 144, 145, 147, 148, 149, 151, 152, 155, 156, 157,
161; Sekil 3.10. ‘da 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 numarali bireylerdir. $ekil
3.11. ‘de ise 166, 169, 170, 172, 175 numaral bireyler homozigot CC
genotipine sahiptir.

3.3. Sonuglarin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Calismamizda bulunan gruplar, TNF-R2 (+587) T/G gen polimorfizmi igin,
cinsiyet ve yas acisindan degerlendirilmistir. Saglikli bireylerle hasta bireylerin
karsilastirlimasi yapildiginda, cinsiyet ve yas bakimindan hastalarin
periodontitise yatkinhidi acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark

g6zlenmemigtir. Bu durum hastaligin genetik faktorlerle iligkisi arastirilirken
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benzer gruplarin secildigini ifade etmekte olup, genetik polimorfizmin hastalikla

iligkisini arastirirken daha anlamli sonuglar sunmaktadir (p>0,001) [Tablo 3.1.].

Tablo 3.1. TNF-R2 (+587 T/G)

gruplarinin cinsiyet ve yas agisindan karsilastirilmasi

gen polimorfizmi igin kontrol, KP ve AP

Grup
Kronik Agresif
Kontrol Periodontitis Periodontitis p
n(%) n(%) n(%)
Erkek 21 (38,9) 28 (51,9) 16(34,0)
Cinsiyet
Kadin 33(61,1) 26 (48,1) 31 (66,0) 0,166
Yas ortalamasi 28,1 31,8 34,2

Calismamizda TNF-R2 (+587 T/G) gen polimorfizmine ait RFLP sonugclarina
gore, 54 bireylik KP grubunda TNF-R2 (+587) TT homozigot genotipi 9 (%16,7)
bireyde, TNF-R2 (+587) TG heterozigot genotipi 22 (%40,7) bireyde ve TNF-R2
(+587) GG homozigot genotipi ise 23 (%42,6) bireyde gdzlenmistir. Agresif
periodontitis grubuna ait 47 bireyde, TNF-R2 (+587) TT homozigot genotipi 8
(%17) bireyde, TNF-R2 (+587) TG heterozigot genotipi 16 (%34) bireyde ve
TNF-R2 (+587) GG homozigot genotipi ise 23 (%48,9) bireyde belirlenmigtir.
Kontrol grubuna ait 54 bireyde ise TNF-R2 (+587) TT homozigot genotipi 33
(%61,1) bireyde, heterozigot TG genotipi 10 (18,5) bireyde, homozigot GG
genotipi ise 11 (%20,4) bireyde gdzlenmistir. Kontrol, KP ve AP gruplari
arasinda genotipler ve allel frekanslari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark goézlenmistir (p<0,001). Allel frekansi agisindan kontrol grubunda T allel
frekansi yuksek oranda bulunurken; KP ve AP hasta grubunda ise G allel
frekansinin ylksek oldugu belirlenmigtir. Genotip frekanslari agisindan KP ve
kontrol gruplari ile AP ve kontrol gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenirken
(p<0,001) KP ve AP gruplari arasinda genotip frekanslari agisindan anlamli bir
fark gdézlenmemistir (p=0,770; p>0,001) [Tablo 3.2.].
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Tablo 3.2. TNF-R2 (+587) T/G gen polimorfizmine ait kontrol KP ve AP

gruplarinin genotip ve allel frekans dagilimlari

Grup
Kronik Agresif
Kontrol | Periodontitis | Periodontitis| x2 sd p
n(%) n(%) n(%)
33
TT (61.1) 9 (16,7) 8 (17,0)
Genotipler| TG (1}305) 2240,7) | 16@4,0) |32.238] 4 |<0,001
N 1
T se | 1 2342,6) | 2389
= (20,4) ! !
|_
T 76 40 (37,00 | 32 (34,0
Allel (0.9 ’ —134.107] 2 |<0.001
Frekansi 32 : '
G (29.6) 68 (63,0) 62 (66,0)

Calismamizda kullandigimiz gruplar, MMP-9 (-1562 C/T) gen polimorfizmi igin,
cinsiyet ve yas acisindan da degerlendiriimigtir. Saglikli bireylerle hasta
bireylerin karsilastiriimasi yapildiginda, cinsiyet ve yas bakimindan hastalarin
bir fark

gozlenmemistir (p>0,001). Bu durum hastaligin genetik faktorlerle iligkisi

periodontitise yatkinhidi acisindan istatistiksel olarak anlamh

arastinilirken benzer gruplarin secildigini ifade etmektedir [Tablo 3.3.].

Tablo 3.3. MMP-9 (-587 C/T) gen polimorfizmi i¢in kontrol, KP ve AP gruplarinin

cinsiyet ve yas acisindan karsilastiriimasi

Grup
Kronik Agresif
Krc])rg;[/r;)l Periodontitis Periodontitis p

0 n (%) n (%)

Erkek 23 (38,3) 48 (48,5) 23 (32,4)
Cinsiyet
Kadin 37 (61,7) 51 (51,5) 48 (64,6) 0,098
Yas ortalamasi 28,1 31,8 34,2
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Calismamizda MMP-9 (-1562 C/T) gen polimorfizmine ait RFLP sonuclarina
gore, 99 bireylik KP grubunda MMP-9 (-1562) CC homozigot genotipi 70
(%70,7) bireyde, MMP-9 (-1562) CT heterozigot genotipi 26 (%26,3) bireyde ve
MMP-9 (-1562) TT homozigot genotipi ise 3 (%3) bireyde gdézlenmigtir. 71
bireylik AP grubunda, MMP-9 (-1562) CC homozigot genotipi 46 (%64,8)
bireyde, MMP-9 (-1562) CT heterozigot genotipi 23 (%32,4) bireyde ve MMP-9
(-1562) TT homozigot genotipi ise 2 (%2,8) bireyde belirlenmigtir. Kontrol
grubuna ait 60 bireyde ise MMP-9 (-1562) CC homozigot genotipi 57 (%95)
bireyde, heterozigot CT genotipi 2(%3,3) bireyde, homozigot TT genotipi ise 1
(%1,7) bireyde gdzlenmistir. Kontrol, KP ve AP gruplari arasinda genotipler ve
allel frekanslari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir
(p<0,001). Allel frekansi agisindan kontrol grubunda C alleli frekansi yuksek
oranda bulunurken; KP ve AP hasta grubunda T alleli frekansinin yuksek
oldugu belirlenmigtir. Genotip frekanslari agisindan KP ve kontrol gruplari ile AP
ve kontrol gruplari arasinda anlaml bir fark gézlenirken (p<0,001) KP ve AP
gruplar arasinda genotip frekanslari agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir (
p=0,774, p>0,001) [Tablo 3.4.].

Tablo 3.4. MMP-9 (-1562) C/T gen polimorfizmine ait kontrol KP ve AP

gruplarinin genotip ve allel frekans dagilimlari

Grup
Kronik Agresif
Kr:)r(l(;[/r;)l Periodontitis | Periodontitis X2 sd
i n (%) n (%)

cc| 57(95,0) 70 (70,7) 46 (64,8)

Genotipler|CT 2 (3,3) 26 (26,3) 23(32,4) |22,019]| 4 |<0,001
(o)}
= T 1(1,7) 3(3) 2 (2,8)
S
Allel C | 116 (96,7) 166 (83,8) 115 (81)
N 15318] 2 |<o0.001
frekansi

T 4 (3,3) 32 (16,2) 27 (19)
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Calismamizda bulunan iki gen bolgesi ile ilgili genotip ve allel frekansi

dagihmlarinin karsilastiriimasi Tablo 3.5.te toplu olarak verilmistir.

Tablo 3.5. TNF-R2 ve MMP-9 SNP gen polimorfizmlerinin genotip ve allel

frekansi dagihimlarinin karsilastirilmasi

Kontrol KP AP
X* |sd|
n (%) n (%) n (%)
Tl 3361 | 9067 | 817
2
s |T® | 10a85) | 22¢40,7) | 16(34) | 32,238 | 4 | <0,001
S
& GG
x 11(20.4) | 23(a2,6) | 23(48)
&
% T | 76704y | 4037) | 32(34)
® 34,194 | 2 | <0,001
y—
8 |© | 32006 | 6863 | 62(66)
=
CC 1 57095) | 7070,7) | 46(64.8)
2o
S |CT| 233 | 26063 |23624) |22019] 4 | <0001
S
(@]
a T 107 3(3) 2(2,8)
=
% C | 116(96.7) | 166(83,8) | 115(81)
® 15,318 | 2 | <0,001
y—
s |7 | a133 | 32062 | 27019
<
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3.4. Tartisma

Periodontitis, patojen mikroorganizma kaynakli drunlere verilen bagisiklik
cevabi sonucu baglatilan, c¢evresel ve genetik etmenlerin kompleks etkilerinin
rol oynadigi ¢ok faktorll, enfeksiyonel bir hastaliktir [13]. Konakginin yangisal
cevabini etkileyen genetik faktorler, hastaliga yatkinlikta ve hastahdin cesitli

asamalarinin seyrinde 6nem arz etmektedir [37].

Genetik koda ait bazi varyasyonlar, kodlanan genin farkl ifadesi ya da
fonksiyonel degisikligi ile sonuclanmaktadir. Farkli genotipe sahip bireylerin
olusmasina yol agan bu durum, bireylerin hastaliga yatkinliklarini ve hastaligin
siddetini arttirabilmektedir [38]. Bu nedenle son yillarda hastaliklar ile gen
polimorfizimleri arasindaki baglantiyi ortaya c¢ikarmak ve hastaliklara iliskin
aday genleri tespit etmek, hastaliga tani koymada ve tedavi yollarini

belirlemede dnemli bir yol gosterici olarak karsimiza ¢gikmaktadir.

Bagisiklik ve vyangisal cevap ile baglanti birgok gen polimorfizminin,
periodontitisin yangisal asamalarinda hastaliga karsi olan duyarlihgr ve
hastaligin siddetini arttirdigi bilinmektedir. Bu anlamda periodontitisle iligkili gen
polimorfizmlerinin dnemli bir kismini sitokin gen polimorfizmleri olusturmaktadir.
Sitokin polimorfizmlerinden biri  TNF-a gen polimorfizmidir. TNF-a‘nin yuzey
reseptorinden biri TNF-R2'dir. Bu reseptor periodontitisinin ¢esitli yangisal
asamalarinin baglamasinda ve hastaliin patogenezinde aktif rol almaktadir.
Periodontitis ve TNF-R2 gen polimorfizmi arasindaki iligki c¢esitli
populasyonlarda birgok arasirmaci tarafindan arastinimistir. Shimada ve
arkadaslarinin 2009 yilinda Japon popllasyonunda yaptiklari bir ¢alismada
TNF-R2 (+587 T/G) gen polimorfizmi ile kronik periodontitis arasindaki iligki
arastinlmistir. Yapilan arastirma sonucunda bu gen polimorfizmi ile kronik
periodontitis arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (p=0,0075). Bu ¢alismada
+587 G allelinin frekansi kronik periodontitis grubunda kontrol grubuna goére
oldukca yuksek oldugu belirtiimistir [45]. Kim ve arkadaslarinin Kore
populasyonunda yaptidi bir ¢calismada ise generalize agresif periodontitis ile
TNF-R2 (+587 T/G) arasindaki iliski arastiriimistir. Yapilan c¢alismada
generalize agresif periodonitisli grupta, TT genotipi %7,5; TG genotipi %32,5;
GG genotipi %60 oranlarinda bulunmustur. T alleli frekansi agisindan kontrol ve
hasta grubu arasinda anlamh bir fark gozlenmis ve TNF-R2 (+587 T/G)
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polimorfizminin hastalik ile iligkili oldugu go6zlenmigtir [163]. Fujita ve
arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklarn bir c¢alismada da 14 fonksiyonel gen
polimofizmi ile periodontitis arasindaki iliskiyi arastirimig, TNF-R2 gen
polimorfizmleri ile ¢esitli periodontal hastaliklar arasinda bir iligki oldugu
belirtiimistir [137]. Kobayashi ve arkadaslari, 319 periodontitisli hasta ve 303
kontrol grubunu kapsayan bir ¢alismada TNF-R2 gen polimorfizminin kronik
periodontitis ile iligkisini saptamistir [156] Morita ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada ise, Fujita ve arkaglarinin ¢alisma sonuglarini destekler nitelikte TNF-
R2 ‘nin yuksek ekspresyonunun periodontitis icin belirte¢ olabilecegi
vurgulanmistir  [159]. Schenkein ve arkadaslari ise, TNF-R2 geninin
ekspresyonunun periodontitisli hastalarda arttigini ve bu artan ekspesyonun
immin cevapta etkili olan sitokinlerden IL-6’'nin salinimini arttirdigini rapor
etmiglerdir [160]. |kezawa ve arkadaslarinin yurattdgu bir klinik ¢alismada,
kronik perodontitisli hastalarin DOS‘undan alinmig o6rneklerde TNF-a
reseptorleri olan TNF-R1 ve TNF-R2 genlerinin ifadesi olduk¢a yuksek
bulunmus ve bu iki reseptériin gen polimorfizmlerinin kronik periodontitis iligkili
olabilecedi vurgulanmistir [161]. Khoshhal ve arkadaglari iran’da TNF-R2
(+587 T/G) gen polimorfizmi galismasinda 35-72 yagslari arasindaki kronik
periodontitisli bireyleri ve kontrol grubunu kapsayan bir ¢calisma yapmiglardir.
Calisma sonucunda kontrol grubu ile kronik periodontitisli grup arasinda TNF-
R2 gen polimorfizmi acisindan anlamh bir fark gozlenmedigi bildirilmistir
(p=0,58) [162]. Shimada ve arkadaslarinin, GAP ve TNF-R1 ve TNF-R2 gen
polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastiran bir calismasinda ise, GAP ve TNF-R2

gen polimorfizmi arasinda bir iliskinin bulunmadigi gosterilmistir [164].

TNF-R2 (+587 T/G) gen polimorfizmine ait TUrk popullasyonunu tanimlayan bir
orneklemde yaptigimiz c¢alismamizdan elde ettigimiz bulgularla yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, periodontitis ile bu gen polimorfizmi arasinda
iligki oldugu belirlenmistir. Calismamizda, kontrol, AP ve KP gruplari arasinda
genotip ve allel frekanslari agisindan anlamli bir fark oldugu goézlenmistir.
Genotip frekanslarina bakildiginda homozigot GG genotipi oranlari gruplar
arasinda farkliliklar géstermektedir. GG genotipi AP grubunda %48,9 oraninda
g6zlenirken, KP grubunda %42,6 ve kontrol grubunda %20,4 olarak
gOzlenmigtir. Polimorfik allel olan G alleli frekanslarinin da gruplar arasinda
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degisiklik gosterdigi ve G alleli tagima oraninin hasta gruplarda kontrol grubuna
gore oldukga yuksek oldugu gozlenmektedir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak, Turk
populasyonunda, TNF-R2 (+587) homozigot GG genotipinin ve polimorfik G
alleli tagsimanin hastaligin insidansini ve siddetini arttirdigi yorumuna

varilabilmektedir.

LiteratUrdeki calismalardan Shimada ve arkadaslarinin, Kim ve arkadaslarinin,
Fujita ve arkadaslarinin, Kobayashi ve arkadaslarinin, Morita ve arkadaslarinin,
Ikezawa ve arkadaslarinin elde ettikleri sonuclara benzer olarak; Khoshhal ve
arkadaglarindan ise farkli olarak calismamiz, hem homozigot GG genotip
varhidinda hastaligin sikhdinin artmasi hem de G alleli frekanslari arasindaki
anlamh fark bulunmasi nedeniyle, genotipe G alleli tasimanin periodontitis
acisindan risk tasidigini gostermektedir. Bu nedenle Turk populasyonunda
TNF-R2 (+587) polimorfik G alleli tasimanin, periodontitis ile iligkili bir risk
faktord olarak géz 6nunde bulundurulmasi gerektigi dustunilmektedir. Hastaliga
iliskin elde edilen bu bulgu Uzerinde, daha kapsamli ve daha fazla bireyi
icerecek calismalarin planlanmasi halinde, ileride bu genotipin ya da allelin,
hastaliga ait bir belite¢ olarak kullanilma imkani saglayabileceqgi
dusundlmektedir. Populasyonu daha c¢ok yansitan daha genis kapsamli
arastirmalara ek olarak, ailesel c¢alismalarin ve haplotip analizlerinin
yapilmasinin da, hastaliga ait koruma ve risk faktorlerini belirleme agisindan

etkili olabilecegi dustunulmektedir.

Periodontitis hastaliginin yikim asamalarinin gerceklesmesinde TNF-R2 gibi
bazi sitokinlerinlerle birlikte birgcok proteinaz da rol oynamaktadir. Cesitli
faktorlerle tetiklenen immin mekanizmalar konak hicrelerini korurken,
hastaligin gesitli asamalarinda yikici etkilerini arttirarak konak dokularina zarar
verebilmektedir. Periodontitiste bu doku yikiminda etkili proteinazlardan biri
MMP-9’dur. MMP-9, periodontitiste doku yikiminin baslamasi ve artmasinda
oldukga onemli etkilere sahiptir. Bu nedenle periodontitis ile bu proteinaza ait
gen polimorfizmi arasindaki iligki birgok arastirmaci tarafindan gahsiimistir. Rai
ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir galismada, MMP-9’un erken peroidontitis
tanisi ve tedavisi igin belirtegc olarak kullanilabilecedi vurgulanmigtir [166].
Zhang ve arkadaslari, MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmde, T alleli tagimanin
makrofaj aktivitesini arttirdigini ve periodontitiste doku yikiminda etkili oldugunu
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belitmislerdir [167]. Coratti ve arkadaslari, MMP-9'nun periodontitiste ECM
yikiminda kritik etkisi oldugunu ve 6zellikle doku yikimini baslatmada bu genin
ekspresyonunun artmasinin olduk¢ga onemli oldugunu vurgulamiglardir [169].
Isaza-Guzman ve arkadaslari MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizm ve periodontitis
arasindaki iligkiyi Kolombiya populasyonunda arastirmis ve bu populasyonda
polimorfizm ile periodontitis arasinda iliski bulamamiglardir (p=0,0663) [170].
Loo ve arkadasglari ise, MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmi ve kronik periodontitis
arasindaki iligkiyi arastirmis ve anlamli sonu¢ bulmuglardir [171]. Li ve
arkadaslari, Cin populasyonunda ayni gen polimorfizmini ¢alismiglar ve Cin
populasyonu icin T alleli tasimanin periodontitise yatkinhgi arttirdigini
bildirmiglerdir [172]. Carneiro ve arkadaslarinin Brezilya popuasyonu ile yaptigi
bir bagka arastirmada ise, periodontal lezyonlarda MMP-9 gen ekspresyonun
arttigini ve apikal periodontitis lezyonlarinda ECM yikimindan MMP-9 geninin
artan aktivitesinin sorumlu olabilecegini gostermiglerdir [173]. Keles ve
arkadaslari Turk populasyonunda MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmi ve kronik
periodontitis arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Bu ¢alismada kronik periodontitis
tipi olan generalize kronik periodontitisli hasta grubu ve kontrol grubu
bulunmaktadir. Calisma sonucunda generalize kronik periodontitis ve bu
polimorfizm arasinda anlamli bir iligski tespit edilmistir [174]. Bundan farkh
olarak, Wang ve arkadaslarinin Cin populasyonunda yaptigi baska bir
arastirmada MMP-9 gen polimorfizmi ve GAP arasindaki korelasyon
incelenmigtir. Yapilan galismada MMP-9 gen polimorfizmi ve GAP arasinda
iliski bulunamamistir [175]. Hallo ve arkadaslarn Cek populasyonunda, MMP-9
gen polimorfizmi ve kronik periodontitis hastali§i arasindaki iliskiyi arastirmislar
ve Cek popllasyonunun bu polimorfizm igin risk tasimadigini ortaya
koymuslardir [177]. Pan ve arkadaslan periodontitis ve MMP-9 gen
polimorfizmini 628 hasta ve 689 kontrol grubu kullanarak yapmiglardir. Yapilan
calisma dogrultusunda periodontitis ve MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmi
arasinda anlamh bir iligki oldugu goésterilmistir [178]. Gurkan ve arkadaslari
Tark populasyonunda GAP ile MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmi iligkisini
incelemiglerdir. Calismada T alleli tasima orani kontrol ve GAP’li hastalar
arasinda farkli oranlarda gézlenmigtir. T alleli tagima oraninin kontrol grubunda
daha ylksek oldugu belirtiimigtir [176]. Gurkan ve arkadaslarinin Tuark
populasyonunda yaptidi bir bagka ¢alismada MMP -9,-2,-12 gen polimorfizmleri
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ile kronik periodontitis arasindaki iligki arastinimistir. MMP-9 promotor
bdlgesinde -1562. pozisyonda yer alan tek nukleotid polimorfizminde T allel
tasima durumunun kronik periodontitis igin daha az risk tagidigi belirtilmigtir ve
MMP-9 ile kronik periodontitis arasinda sinirli anlaml bir fark elde edilmistir ve
bu nedenle bu gen polimorfizmi ile gelecekte yapilacak calismalarin dnemi

vurgulanmistir [165].

MMP-9 (-1562 C/T) gen polimorfizmine ait Turk populasyonunu tanimlayan bir
orneklemde yaptigimiz c¢alismamizdan elde ettigimiz bulgular sonucunda,
periodontitis ile bu gen polimorfizmi arasinda iligki oldugu belirlenmigtir.
Ozellikle CC ve CT genotip frekanslari agisindan kontrol, AP ve KP gruplari
arasinda oldukga farkli oranlar gézlenmistir. Yabanil genotip olan
MMP-9 (-1562) CC genotipi, kontrol grubunda hasta gruplarina gore istatistiksel
agidan anlamh derecede yuksek bulunmustur. Bu genotip kontrol grubunda
%95 oraninda godzlenirken, AP grubunda %64,8 ve KP grubunda ise %70,7
olarak belirlenmistir. Bu nedenle Turk populasyonunda bu genotipin,
periodontitis agisindan bir koruma faktéri olabilecegi dusuniimektedir.
Calismamiza ait dikkat ¢ekici bir diger sonug, heterozigot CT genotipi 6zellikle
AP ve KP gruplarinda kontrol grubuna goére oldukga ylksek oranda
g6zlenmigtir. Bu genotip orani kontrol grubunda %3,3 olarak belirlenmisken, AP
grubunda %32,4 ve KP grubunda %26,3 olarak bulunmustur. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, CT genotipinde, kontrol-AP, kontrol-KP olmak
uzere gergeklestirilen karsilastirma gruplarininda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir. MMP-9 heterozigot genotip varhgi, kontrol bireylerinde en az
saptanirken hasta grubunda artis gostermistir. Hastalik tiplerinin  kendi
icerisinde test edilmesi sonucu, hastaligin hizli ilerleyen ve siddetli atagman
kaybi gorulen tipi olan agresif periodontitis grubunda heterozigot genotip
varliginin, kronik periodontitis grubuna goére daha ylksek oranda tespit
edilmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak, Turk populasyonunda, MMP-9 (-1562)
heterozigot CT genotipinin, hastahdin insidansini ve siddetini arttirdigi
dusunulmektedir. Heterozigot genotip varliinda goérilen hastaliga yatkinhk
nedeni T alleli varligi ile desteklenmistir. T alleli frekansina iligskin yapilan
istatistiksel degerlendirmede, hem kontrol hem de hasta gruplari arasinda
istatiksel agidan anlaml farklar bulunmustur. Literatirdeki ¢alismalardan Rai ve
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arkadaslarinin, Zhang ve arkadaslarinin, Loo ve arkadaslarinin, Carneiro ve
arkadaslarinin, Keles ve arkadaslarinin, Pan ve arkadaslarinin, Gurkan ve
arkadaslarinin elde ettikleri verilere benzer olarak; Isaza-Guzman ve
arkadasalarinin, Hallo ve arkadaslarinin ¢alisma sonuglarindan ise farkli olarak,
calismamiz hem heterozigot genotip varliginda hastaligin sikliginin artmasi
hem de T alleli frekanslari arasindaki anlamli fark bulunmasi nedeniyle,
genotipe T alleli tagsimanin periodontitis agisindan risk tasidigini géstermektedir.
Bu nedenle Turk populasyonunda bu heterozigot genotipinin, periodontitis ile
iligkili  bir risk faktori olarak g6z Onunde bulundurulmasi gerektigi
dusundimustar. Hastaliga iliskin elde edilen bu bulgu Uzerinde, daha kapsamli
ve daha fazla bireyi icerecek c¢alismalarin planlanmasi halinde, ileride bu
genotipin ya da allelin, hastaliga ait bir belirte¢ olarak kullaniima imkani
saglayabilecegi dusunulmektedir. Populasyonu yansitan daha genis kapsamli
arastirmalara ek olarak, ailesel c¢alismalarin ve haplotip analizlerinin
yapilmasinin da, hastaliga ait koruma ve risk faktorlerini belirleme agisindan

etkili olabilecegi yorumuna gidilmigtir.

Periodontitis, patojene, konakgiya, cevresel ve genetik faktorler gibi birgok
faktorden etkilenen bir hastaliktir. Hastaligin patogenezinde c¢esitli gen
polimorfizmlerinin etkisi oldugu bircok calisma ile gosterilmistir. Bu calismanin,
bu kompleks hastaligin patogenezini anlayip, ylksek riskli bireylerin erken
tanisini  kolaylagtirmasina ve hastaliga iligkin yeni tedavi yaklasimlarinin
gelismesine katki saglayacagi dusunulmektedir. Bu anlamda ¢alismamizda elde
ettigimiz veriler, bu iki gen bolgesinin Turk populasyonu igin gelecekte

hastaligin tanisi icin aday biyomarkir (belirteg) olabilecegini diisindirmektedir.
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Ek-1 devam ediyor.

/H.U.DIS HEKIMLIGI FAKULTESI AYDINLATILMIS ONAM FORMU:

Doktorun Beyani

Kronik periodontitis, agizda dis kaybina yol agan bir diseti hastaligidir. Hastaligin tanisi, baslangici ve
seyrinde etkili birgok faktdr mevcuttur. Periodontal hastalikta genetik faktérlerin 6nemini agiga ¢ikarmaya
yonelik yeni bir arastirma yapmaktayiz. Aragtirmanin ismi “Kronik Periodontitisli Hastalarda MMP-1, -3, -
9, TNF-q, Lenfotoksin-a ve TNFR2 Gen Polimorfizmlerinin Incelenmesi” dir.

Sizin de bu arastirmaya katiimanizi éneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu arastirmaya katilip
katiimamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gonullilik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma
hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra aragtirmaya katiimak isterseniz
formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni, gok sayida diginizi kaybetmenize yol agabilecek diseti
rahatsiziginizin  olmasidir. Hacettepe Universitesi Dighekimligi Fakiltesi ve Karadeniz Teknik
Universitesi Dishekimligi fakiiltesi Periodontoloji Anabilim dali ve Hacettepe Universitesi Fen Fakdiltesi
Biyoloji Bélimi Molekiler Biyoloji Anabilim Dali'nin ortak katilimi ile genetik faktérlerle periodontal
hastaliga yatkinlik ve siddeti arasinda bir iligki olup olmadidini ortaya ¢ikaracak bir arastirma
gergeklestirilecektir. Bu arastirma, hastalar Uzerinde yuritllecek olan klinik calismalar ve Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bélimi Molekiler Biyoloji Anabilim Dali"nda ydritilecek olan laboratuvar galigmalarindan
olusacaktir.

Bu c¢alismada yapilacak klinik uygulamalar; medikal ve dental hikayenin alinmasi, periodontal ve dental
yapinin incelenmesi (klinik o6lgimler), kan alinmasi, DNA izolasyonu ve gen polimorfizmlerinin
incelenmesi ile istatistiksel analizden olusacaktir. toplumdan topluma degisen gen dagiliminin bizim
toplumumuzda incelenmesi, toplumumuzdaki durumu ortaya gikartacaktir ve gelecekte hayata gececek

olan gen tedavi ydntemleri igin yararl bilgiler olusturabilecektir.

Eger arastirmaya katilmay! kabul ederseniz Dt.Guliz N. Ginci ;arafmdan Hacettepe Universitesi
Dishekimligi Fakiltesi Periodontoloji Anabilim Dali'nda, Yrd.Dog.Dr. Esra Baltacioglu tarfindan da
Karadeniz Teknik Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’'nda klinik muayene ve
uygulamalar yapilacaktir. Bu uygulamalarda ilk olarak detayl bir anamnez formu ile medikal ve dental
hikaye alinacak daha sonra periodontal ve dental yapinin incelenmesi amaciyla klinik olgtimler
yapilacaktir. Bu agamadan sonra hemsireler tarafindan kolunuzdan 10 ml (1 tip) kadar kan alinacaktir.
Bu kandan genetik materyal, DNA elde edilecektir. Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimi Molekiler
Biyoloji Anabilim Dalinda DNA izolasyonu ve gen polimorfizm calismalar yapilacaktir.

Periodontal problemleriniz digeti iltihabiyla sinirh olup, ileri periodontal cerrahi gerektirmiyorsa o
zaman klinik 6élgtimler alindiktan sonra hastaligin tedavisi igin distasi temizligi ve dis firgalama yontemleri
gosterilecektir. Ileri periodontal problemleriniz varoldugunda, bu durumun tedavisi icin ileri periodontal
cerrahi tedavi yéntemleri uygulanacaktir. Bu kayitlar kimliginiz belirtiimeden bilimsel nitelikte yayinlarda
kullanilabilir. Bu amag disinda bu kayitlar kullaniimayacak ve bagkalarina veriimeyecektir.
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Ek-1 devam ediyor.

Bu galigmaya katilmaniz igin sizden herhangi bir icret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz igin size
ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olugabilecek riskler: 1-) Igne batmasina bagl olarak az bir aci
duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon
riski vardir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler. Genetik bilginin kullaniimasina bagl
olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya gikabilir. Size ait genetik bilginin gizli kalacagina
dair elimizden geleni yapacagiz.

Klinik élgiimler sirasinda olusabilecek riskler: Herhangi bir risk tagimamaktadir.

Yukarida sayilanlar bdylesi bir galigmada yasanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak bunlardan en az
oranda zarar gérmenizi saglamak igin elimizden geleni yapacagiz. Galismanin devami sirasinda ortaya
¢ikabilecek sorun ve riskler katilimcinin/hastanin kendisine iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecedi olasi yararlar: Su anda bu galismanin hemen size veya
gocugunuza bir fayda olarak dénip dénmeyecegini bilmiyoruz. Toplumdan topluma degisen gen
dagiiminin bizim toplumumuzda incelenmesi, toplumumuzdaki durumu ortaya cikartacak, ilerde
hastaligin erken tanisinda kullanilabilecek, genetik isaretler saptanabilecek ve gelecekte hayata gegecek
olan gen tedavi yontemleri igin yararl bilgiler olusturabilecektir. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan
nedenlerin 63renilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.

Uygulama sirasinda olugacak herhangi bir rahatsiziginiz tarafimizdan giderilmeye calisilacaktir.
Aragtirma sirasinda olusabilecek hasar durumunda gereken tibbi tedavi ve islemler uygulanacaktir.
Herhangi bir sorununuz oldugunda H.U.Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji A.B.D'nda 6gretim Gyesi
Dog.Dr.Alev Akalin veya arastirma gorevlisi Dt.Guliz N. Ginci'ye 0/312/3052217-37 nolu telefondan,
veya 0/312/3104440 nolu fakstan ve de Yrd.Dog.Dr. Esra Baltacioglu'na 0/462/3253017 nolu telefondan,
veya . 0/462/3775710 nolu fakstan ulasabilirsiniz.

Aragtirmamiz 30 aylk slre igerisinde gergeklestirilecekti. Caligmaya mevcut periodontal
problemlerinizin tamami tedavi edilene dek katilacak, tedavi bitiminde takip periyoduna alinacaksiniz.
Arastirmanin sonucunda saglikl periodontal dokulara kavusacak, bu durumun korunabilmesi igin diizenli
takibe alinacaksiniz. Arastirma sonucunda elde edilen verilerin tibbi katkisi olacaktir.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavi, klinik él¢iimler, ve laboratuvar incelemeleri yapiimaksizin
aynen uygulanacaktir.

Yine galismanin herhangi bir agamasinda onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz.

Calismamiza 250 denek, 200 kontrol grubundan olusan toplam 450 birey katilacaktir. Cocuk yas

grubundan olan hastalar galigmaya dahil edilmeyecektir.
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Ek-1 devam ediyor.

Hastanin Beyani

Sayin Dr. Alev Akalin ve Dt. Giiliz N. Giinci tarafindan Hacettepe Universitesi Dighekimligi Anabilim Dal’
nda tibbi bir aragtirma yapilacadi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra béyle bir arastirmaya “katilimci” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu
arastirma sirasinda da biyik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Aragtirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin intimamla korunacagi konusunda
bana yeterli gliven verildi. Projenin ydriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep géstermeden arastirmadan
gekilebilirim. (Ancak aragtirmacilan zor durumda birakmamak igin aragtirmadan cekilecegimi 6nceden
bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verimemesi
kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma disi tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana
da bir 6deme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her turld tibbi midahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi mudahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile kargilagtigimda; herhangi bir saatte, hangi arastiriciyl, hangi
telefon ve adresten arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katiimayabilirim. Aragtirmaya katilmam konusunda
zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katimayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve
hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diigiinme
siresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimer” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu
konuda yapilan daveti biyik bir memnuniyet ve géniillilik igerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimci Tarih
Adisoyad. Samna ’TQQ\A% 16 0% O%

Adress NUOETLYO
Tel 3051536 [ 130

Imza: N
Gériisme tanig Tarih
Adi,soyad: CQ}M &V\A\PQJ.P UL O g™
Adres:
Tel; .
_Imza:
Katilimci ile goriisen hekim Tarih
Adi, soyad), invant: S rleon \ sl - ( £-0% O3
Adres:

imza: P /1
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