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OZET

IL-17, IL-17R, IL-23 VE IL-23R GEN POLIMORFIiZMLERININ APIiKAL
PERIODONTITIS HASTALARININ PERIAPIKAL LEZYONLARINDA KEMIK
YIKIMI OLUSMASI UZERINE ETKIiSi

Amag¢: Bu klinik caligmanin amaci; radyografik inceleme ve agiz i¢i muayene
sonrasinda derin ¢iiriik tespit edilen ve apikal periodontitis teshisi konan digleri bulunan saglikli
bireylerde; periapikal alanlarda lezyon olusumunda IL-17, IL-17 Reseptorii (IL-17R), IL-23 ve
IL-23 Reseptorii (IL-23R) gen polimorfizmlerinin etkilerinin aragtirilmasidir.

Materyal ve Metot: Tibbi hikayesinde herhangi bir sistemik hastaligi olmayan, klinik
ve radyografik muayene sonrasinda derin ¢iiriik kavitesi tespit edilen dis/disleri olan 18-65 yas
arast bireyler ¢aligmaya dahil edildi. Deney grubu; termal ve elektrik pulpa testlerine negatif
yanit veren ve radyografide periapikal lezyon tespit edilen disleri bulunan apikal periodontitis
hastalarindan; kontrol grubu ise termal ve elektrik pulpa testlerine pozitif yanit veren ve
radyografide saglikli disleri periapikal dokulari bulunan irreversible pulpitis hastalarindan
olusturuldu. Hastalarin bukkal epitel hiicrelerinden elde edilen ¢ift sarmalli deoksiriboniikleik
asit (dsDNA) ornekleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve yiiksek ¢ozunurluklu erime
(HRM) analizlerinde genotiplerin belirflenmesi amaciyla kullanildi. Elde edilen sonuglar
ScreenClust HRM (QIAGEN/Diseldorf, Almanya) yazilimmna yiklenerek genotipler
belirlendi.

Bulgular: Apikal periodontitis ve irreversible pulpitis hastalari arasinda IL-17A
(rs542129933), IL-17RA (rs562543976), IL-23A (rs180825144) ve IL-23R (rs10489630) gen
polimorfizmlerinin etkileri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.

Sonug¢: Bu ¢alismanin sinirlart dahilinde IL-17 (rs542129933), IL-17R (rs562543976),
IL-23 (rs180825144) ve IL-23R (rs10489630) tek niikleotit polimorfizmlerinin (TNP)
periapikal lezyonlarda kemik yikiminin olugmasi tizerinde herhangi bir etkisi olmadig tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apikal periodontitis, IL-17, IL-23, periapikal lezyon, polimorfizm.
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ABSTRACT

EFFECT OF IL-17, IL-17R, IL-23 AND IL-23R GENE POLYMORPHISMS ON
THE FORMATION OF BONE DESTRUCTION AT PERIAPICAL LESIONS OF
APICAL PERIODONTITIS PATIENTS

Objective: The objective of this clinical study is to investigate the effects of IL-17, IL-
17 Receptor (IL-17R), IL-23 and IL-23 Receptor (IL-23R) gene polymorphism on lesion
formation in periapical regions of the healthy individuals who have teeth with deep carious
lesions and diagnosed with apical periodontitis after the radiographic investigation and
examination of the oral cavity.

Material and Methods: We included the individuals who diagnosed with deep carious
lesions on their teeth after the clinical and radiographic examination between the ages of 18-65
with no systemic illnesses in their medical history. Apical periodontitis patients that have teeth
with periapical lesions in their radiographs and gave negative response to thermal and electric
pulp tests formed the experimental group; irreversible pulpitis patients that have teeth with
healthy periapical tissues on their radiographs and gave positive response to thermal and electric
pulp tests formed the control group. Double strand deoxyribonucleic acid (dsDNA) samples
which was obtained from the patient's buccal epithelial cells used in polymerase chain reaction
(PCR) and also High Resolution Melting analysis (HRM) to determine the genotypes. The
ScreenClust HRM (QIAGEN/ Duesseldorf, Germany) software was used to analyze the
acquired data to identify the genotypes.

Results: There were no statistically significant differences between the apical
periodontitis patients and the irreversible pulpitis patients in terms of IL-17A (rs542129933),
IL-17RA  (rs562543976), 1IL-23A (rs180825144) ve IL-23R  (rs10489630) gene
polymorphisms.

Conclusion: Within the limitations of this study IL-17 (rs542129933), IL-17R
(rs562543976), 1L-23 (rs180825144) and IL-23R (rs10489630) single nucleotide
polymorphisms (SNP) have no eftects on bone resorption in periapical lesions.

Key words: Apical periodontitis, IL-17, IL-23, periapical lesion, polymorphism.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi

: Adenin

: Sitozin (Cytosine)

: Santigrat derece

: Kemokin ligand1

: Kemokin (C-X-C motif) ligand 8

: Deoksiriboniikleik asit

: Double strand DNA (¢ift sarmall1)

: EvaGreen

: Fc gama reseptor iig A

: Interlokin

: Interferon gama

: Guanin

: Gama Delta T

: High Resolution Melting (Ytiksek ¢oziinirlikli erime)
: Monosit kemotaktik protein

: Matriksmetalloproteinaz

: Mesajci ribontikleik asit

: Mikro litre

: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)
: Reseptor

: Reseptor aktivator niikleer kappa ligand

: Ribontikleaz A

: Revolution per minute (dakikadaki devir sayisi)
: Timin

: Temperature of melting (Tipik erime sicakligr)
: Transforming growth factor § (Donustirici biyime faktori)
: T helper (yardimer T)

: Tumor necrosis factor-a (Timor nekroz faktor)
: Tek nukleotid polimorfizmi

: Regulator T cells (Duzenleyici T hiicreleri)

: Quantitative PCR (ger¢ek zamanli PCR)

: Ultraviyole
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1. GIRIS

Endodonti geleneksel olarak pulpa bag dokusu ve periapikal dokularin biyolojisini
ve patolojisini kapsamaktadir. Klinik olarak endodonti; kok kanalinin egelerin kullanimi1
ve kok kanal dolgusu ya da endodontik cerrahi ile tedavisi olarak algilanmaktir. Kok
kanal tedavisinin teorik ve klinik olarak gerekliligine karar verildiginde amag kok kanal
sistemindeki enfeksiyonu 6nlemek ya da yok etmektir. Nihayetinde kok kanal tedavisinin
biyolojik olarak amagladigr apikal periodontitis hastaligint 6nlemek ya da tedavi etmektir
().

Periapikal enflamasyon, pulpa bag dokusundan kaynaklanan enfeksiyon, fiziksel
veya lyatrojenik travma, endodontik tedavi sonrasinda dolgu materyallerinden
kaynaklanan hasar nedenleri ile olusur (2, 3). Periapikal enflamasyonun olusumu olduk¢a
karmagiktir. Antikorlar, sitokinler, arasidonik asit metabolizmasi ve noropeptitler gibi
konagin bagisiklik sisteminin bilesenleri periapikal enflamasyonun patogenezine dahil
olurlar. Ekzojen (dis kaynakli) antienflamatuvar etkenler ve biyolojik cevap
diizenleyicileri, periapikal cevabin buytkligina ve siddetini etkileyebilir (3).

Kok kanal sistemindeki enfeksiyonun periapikal dokularda neden oldugu
enflamasyonun sonucu olarak ortaya ¢ikan periapikal lezyonlar periapikal dokularda
meydana gelen kemik yikimi ile karakterizedir. Kemik yikimi osteoklast hiicrelerinin
benzersiz bir fonksiyonudur ve etiyoloji ne olursa olsun osteoklast aktivitesi kemik kutle
kaybin1 belirler (4).

Son yillarda gelisen molekiiler teknolojilerin 6nemli katkilari ile periapikal
enflamasyonlarda bagisiklik sisteminin hiicreleri ve bu hiicrelerden salgilanan sitokin,
kemokin ve enzimler gibi protein molekiillerinin rolleri daha fazla arastirici tarafindan
dikkate alinmakta ve incelenmektedir (4-9). Bu proteinlerin kodlandiklar1 genlerdeki
farkliliklar, uretilen protein molekillerinin farklilagmasina, bireylerin hastaliklara
yatkinliklarinda ve bireyler arasinda olusan bagisiklik cevapta farkliliklara neden olabilir.

DNA (Deoksiriboniikleik asit) dizisinde meydana gelen mutasyonlar DNA’nin tek
bir bazinda, daha uzun baz dizilerinde, tim bir gende ya da bir kromozom pargasinda
meydana gelebilmektedir. Olusan bu mutasyonlar kimi zaman sessiz kalarak genin
urettigi proteinde farklilagmaya neden olmaz iken, kimi zaman da proteini
degistirebilmekte ve bu yeni proteinler dogru bir sekilde fonksiyon gosterememektedirler

(10). Tek nukleotid polimorfizmi (TNP) DNA dizisinin tek bir bazinda meydana gelen



mutasyonlardir ve popilasyonda kargilagilabilen bu varyasyonlarin enflamatuvar
bagirsak hastaligi, romatoid artrit, proriasis gibi hastaliklara yatkinlikta rol
oynayabilecegi belirtilmigtir (11).

Bagisik cevap sirasinda salgilanan ve ¢ok cesitli fonksiyonlari olan sitokinlerin
ifade edildigi genler uzerinde yapilan olduk¢a fazla sayida bilimsel ¢alisma
bulunmaktadir (12-17). Literatiire periapikal lezyonlar a¢isindan baktigimizda ise yapilan
caligmalarin az sayida oldugu gorilmektedir ve buna ragmen bazi tek nokta
polimorfizmlerinin periapikal bagisiklik cevabi iizerinde etkisi olabilecegini belirten
caligmalar bulunmaktadir (18, 19).

Bu klinik ¢aligmanin amaci; herhangi bir sistemik hastaligi olmayan bireylerde;
periapikal kemik yikimi olugmasi iizerine interlokin 17 (IL-17), IL-17 Reseptort (IL-
17R), IL-23 ve IL-23 Reseptori (IL-23R) gen polimorfizmlerinin etkilerinin
arastirilmasidir.

Edinilen bu bilgiler 1siginda; “IL-17, IL-23, IL-17R ve IL-23R gen
polimorfizmlerinin; derin ¢iirikklerden etkilenen dislerde kemik yikiminin ve periapikal

lezyonun olusumuna etki eder” hipotezi kurulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Pulpa Hastaliklarimmin Siniflandirilmasi

Saglikli pulpaya sahip disler belirtisizdirler. Bu digler canlilik testlerine,
perkiisyon ve palpasyona normal sinirlar igerisinde cevap verirler. Radyografik olarak
farkli derecelerde pulpal kalsifikasyonlar tespit edilse dahi kokte ve c¢evre dokuda
rezorbsiyona, pulpanin ¢uriik ile ya da mekanik olarak ortaya ¢ikmig olduguna dair

herhangi bir bulgu goriillmez. Boyle dislerde endodontik tedavi gerekli degildir (20, 21).

2.1.1. Geri Déniisiimlii Pulpa iltihabi (Reversible Pulpitis)

Dentin hipersentivitesinden baglayarak pulpa bag dokusunda olusan hafif iltihaba
kadar diste meydana gelen patolojik degisikliklerin varligini isaret eden subjektif ve
objektif bulgularla iligkili klinik durumun genel siniflamasi geri doniigimli pulpa iltihab:
olarak adlandinlir (22, 23). Baslangi¢ ciirtikleri, ekspoze dentin, yakin bir zamanda
yapilmig dental tedavi, periodontal kiiretaj, mine kiriklari, servikal erozyon, okluzal
atrizyon ve kusurlu restorasyonlar bu duruma neden olan faktorlerdir ve irritanin
uzaklastirilmasi belirtileri ¢ozecektir (20, 23). Pulpa patolojisi olmadan ekspoze dentin
varli§inda uyaranin termal, evaporatif, mekanik, ozmotik ya da kimyasal bir uyaran
olmasi durumunda bazen keskin, hizli ve geri dénebilen bir agr1 olabilir. Bu durum kafa
karisikligina neden olabilir ve dentin sensitivitesi (ya da hipersentif dentin) olarak bilinir
(20, 22). Baz1 durumlarda ise pulpa bag dokusunda meydana gelen hiperemi (uzun siiren
vazodilatasyon) ya da lokal iltthap sonucunda da dentin hipersensitivitesi meydana
gelebilir (22). Tedavide etkenin ortadan kaldirilmast yeterlidir, kok kanal tedavisi gerekli
degildir.

2.1.2. Geri Déniisiimsiiz Pulpa Iltihab: (frreversible Pulpitis)

Pulpa bag dokusunda siddetli iltihabin varligini isaret eden kesik kesik ya da
kendiliginden olusan agri belirtileri gibi subjektif ve objektif bulgularla kendini gdsteren
bu klinik durum semptomatik geri doniigsiimsiiz pulpa iltithabi olarak adlandirilir (21, 23).
Sicak agriyr arttirirken soguk agriya neden olmaz. Siklikla ¢ok soguk agrida azalmayi
saglayarak hastalarin rahatlamasina yardimci olur. Pulpitis nedeniyle agrist olan hasta
agrinin kokenini ayirt edemeyebilir ve agri ¢evre dokulara yayilabilir. Agrili uyaran
uzaklagtirilsa bile agrinin kesilmesi dakikalardan saatlere kadar uzayan siirelerde devam

edebilir. Agn keskin ya da kiint, sinirlandirilmig, yaygin ya da yansiyan sekilde olabilir



(20, 21, 23). Radyografide ise periradikiiler dokularda degisiklik olmayabilir ya da
minimal olabilir. Tespit edilen periodontal ligamentteki kalinlagsma ve bazi durumlarda
yetenekli ve genig pulpa odasinin ve kok kanal boglugunun kalsifikasyonu belki
irreversible pulpitis igin kanit olabilir (20). Dise kok kanal tedavisi uygulanmasi
gerekmektedir. Geri doniisimsiiz pulpa iltihabinin tedavi edilmemesi durumunda ise

pulpanin iyilesme yeteneginin olmamasi nedeniyle pulpa nekrotik hale gelir (23).

2.1.3. Ulseratif ve Hiperplastik Pulpa iltihab

Pulpa bag dokusunun c¢irtikle ekspoze oldugu noktada olusan apse (llser)
olusumu ile karakterize kronik bir enflamasyondur. Bu enflamatuvar durum i¢in pulpanin
kronik apsesi terimi kullanilabilir ve burada apse graniilasyon dokusu ile sarilidir (22).

Hiperplastik pulpa iltithabi (pulpa polibi) kronik bir iltihabr olan gen¢ pulpanin
graniilasyon dokusunun ¢urik kavitesinde okluzale dogru agir1 biylimesinden
(hiperplazi) kaynaklanan geri déniisimsiiz pulpa iltithabidir. Geng pulpanin direncinin
yiksek olmasi, zengin damarlanmasi, pulpanin genis ¢urik kavitesi igerisine dogru
buyiiyebilme imkani olmast ve doku proliferasyonunun pulpa polibine neden oldugu

dustnalmektedir (22, 23).

2.1.4. Pulpa Nekrozu

Pulpanin kan akigt kesildiginde ve pulpal sinirler fonksiyonlarini yitirdiginde
pulpa nekrotik hale gelir. Bu durum belirti veren ya da vermeyen geri dontisimsiiz pulpa
iltihabinin bir sonucu olarak ya da travmatik bir yaralanma sonrasinda ani kan akiginin
kesilmesi nedeniyle olusur (24). Pulpa nekrozunda dis pulpa testlerine negatif yanit verir.
Pulpa tamamen nekrotik olduktan sonra dis tipik olarak belirtisizdir ve bu durum hastalik
sirecinin periapikal dokulara dogru genislemesine kadar devam eder (20). Pulpa nekrotik
oldugu zaman kok kanali igerisinde bakteriyel biiyiime devam eder ve enfeksiyon
(enfeksiyonun bakteriyel toksinleri) periodontal ligament bosluguna dogru
genislediginde dis perkiisyona pozitif cevap verir ve kendiliginden baglayan agrilar
olusabilir. Disin periapikal bolgesinde radyografik degisiklikler meydana gelir ve bu
durum periapikal ligament boglugundaki genigslemeden periapikal radyolusent lezyona

kadar degisen derecelerde olabilir (20).

2.1.5. Retrogressif Pulpa Degisiklikleri
Pulpa bag dokusunda travma, ¢lriik, periodontal hastaliklar, operatif islemler gibi

etkenler retrogressif degisikliklere neden olurlar. Pulpa kalsifikasyonlar1 genelde pulpa
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taglar1 ve diffuz kalsifikasyonlar seklinde kendini gosterir. Bu kalsifikasyonlarin olasi
kaynaklari olarak kan damarlarindaki pihtt ve damar duvarlarini gevreleyen kollojen
kiliflar gosterilmektedir. Irritasyon, odontoblastlarin yer degistirmesi ya da olimleri
neticesinde sert dokunun dentin duvarlan tizerinde genis alanlarda olugsmasi ise kalsifik
metamorfoz olarak adlandirilan bir bagka kalsifikasyon turtudiir.

Pulpa bag dokusunda yaslanma ile beraber gorillebilen ve hiicre ¢aplarinin
kiigilmesi ile neticede organin kiigilmesine neden olan atrofi, abrazyon ve okluzal

aginma gibi nedenlerle siddetlenebilir (22, 23).

2.1.6. linternal Rezorbsiyon

Internal kok rezorbsiyonu kok kanal boslugunun oval sekilde genislemesi ile
karakterize edilir ve daimi dislerde sik gorilmezler. Genelde belirti vermeyen bir
durumdur ve ¢ogunlukla alinan rutin bir radyografi ile tesadiif eseri teshis edilirler.

Internal kok rezorbsiyonu, pulpadaki graniilasyon dokusuna komsu olan
multinikleer dev hiicrelerin kokiin internalinde rezorbsiyona neden olmasi ile karakterize
edilir. Koronal bolgede pulpa genelde nekrotiktir ancak internal rezorbsiyon alanini da
icerisine alan apikal pulpa canli kalabilir. Bu nedenle canlilik testlerinde yaniltict cevaplar
alinabilir. Internal kok rezorbsiyon teshisi konan dislerde endodontik tedavi gereklidir
(20).

2.1.7. Pulpada Tiimor

Pulpa bag dokusunda tiimor metastazlar ender olarak gorilir. Ancak tespit edilen

sarkoma, Burkitt lenfoma ve malign epitel timorlerine rastlandigr bildirilmistir (22).

2.2.  Periradikiiler Doku Hastaliklar:

Saglikli periapikal dokulara sahip digler, perkiisyona, palpasyona ya da termal ve
elektrik testlere normal sinirlar igerisinde cevap verirler. Klinik ve radyografik olarak
herhangi bir patoloji belirtisi yoktur (25).

Apikal periodontitis bir enflamatuvar hastaliklar grubudur, endodontik
enfeksiyonun devamidir ve kok kanal sisteminden kaynaklanan mikrobiyal enfeksiyona
karst konagin savunma cevabi seklinde kendini gosterir. Bu siireg; ¢uriik, travma ya da
iyatrojenik islemlerle bakterilerin kok kanal sistemini istila etmesi ve burada kolonize
olmalari ile meydana gelen pulpa nekrozundan sonra olusur. Nekrotik olan kok kanalinda
kolonize olan bakteriler periradikiiler dokularda hasart ve enflamatuvar degisikliklerin

artigint tetikler. Aslinda enflamatuvar degisiklikler tim kok kanal sistemi nekrotik



olmadan once bile gozlenebilirler (26). Enfekte olmus radikiiler pulpa ve periodontal
ligament ara ytiziinde lokal enflamasyon, sert dokularin yikimi, diger periapikal dokularin
yikim1 ve sonunda “periapikal lezyon” olarak adlandirlan g¢esitli histopatolojik
kategorilerde apikal periodontitis olusumu ile sonuglanan, mikrobiyal faktorlerle konagin

savunmasi arasindaki aktif savag olarak gorulir (27).

2.2.1. Akut Apikal Periodontitis

Pulpa iltihabinin periradikiiler dokular igerisine dogru ilk yayilmasi ile olusan
klinik tablodur. Pulpa dokusundan periradikiler dokulara ulasan iltihabi mediyatorler,
nekrotik pulpadan kaynaklanan bakteri endotoksinleri, tagkin enstrimantasyon,
kullanilan kimyasallarin (irrigasyon ya da dezenfeksiyon solusyonlart) ve kok kanal
dolgu maddelerinin periradikiiler dokulara tagmasi, hiperoklizyona neden olan
restorasyonlar akut apikal periodontitise neden olabilir (22, 23).

Akut apikal periodontitis hastalarinda orta dereceden siddetliye dogru degisen
rahatsizliklar, ¢igneme esnasinda ve perkiisyonda agri klinik belirtilerdir. Nekrotik
pulpadan kaynaklanan akut apikal periodontitisin aksine pulpa iltihabinin neden oldugu
durumlarda hasta termal ve elektrik testlerine yanit verebilir. Radyografide genelde
saglikli periodontal ligaman ve kesintisiz lamina dura izlenirken, bazi durumlarda

periodontal ligamanin kalinlagmasi akut apikal periodontitisten kaynaklanabilir (23).

2.2.2. Akut Apikal Apse

Apse terimi sigsme ya da eksuda varliginin ya da olusumunun isareti olarak
kullanilir (25). Akut apikal apse; sinirlandirilmig veya diffiiz likefaksiyon nekrozunun
periradikiler dokulari harap ettigi lezyonlardir ve nekrotik pulpadan kaynaklanan
mikrobiyal olan ve olmayan irritanlara bagisiklik sisteminin yaniti olarak olusan siddetli
iltthapsal tepkidir. Hastalarin ortadan siddetliye degisen rahatsizlik veya sislikleri vardir
(22, 23). Disler genelde perkiisyon ve palpasyonda agrilidir. Hastada yiiksek ates ve
lokositoz gorilebilir (22). Radyografik olarak ise lamina duranin kesintiye ugradigt bir
durumdan periradikiiler dokularda genis radyolusent alanlara kadar degisiklik gortlebilir

(23).

2.2.3. Kronik Apikal Apse
Periradikiiler dokularda uzun siren ancak konak savunmasinin dusik duzeyli
cevabi ile olusan iltihabi reaksiyonudur. Cogu defa akut apikal periodontitisin ardindan

olusan lezyonlarin mukoza ya da deri ylizeyine drene olmasi (sinus fistiilt) ile karakterize
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edilirler (22, 23).

2.2.4. Kronik Apikal Periodontitis

Kronik apikal periodontitis pulpadan kaynaklanan, akut apikal periodontitisin ileri
asamalarinda ortaya ¢ikan ve periodontal dokularin yikiminin gorildigi, klinik olarak
belirti vermeyen bir hastaliktir. Hasta perkiisyona az agri ile ya da negatif olarak cevap
verebilir ve palpasyonda hafif hassasiyet olabilir. Radyografik olarak ise lamina duranin
kesintiye ugradig bir durumdan periradikiiler dokularda genis radyolusent alanlara kadar
degisiklik gorilebilir (23). Periapikal lezyonlarin kist veya graniilom olarak teshislerinin
konulmasinin sadece radyografi ile olmayacagi ve histopatolojik bulgular ile kesin olarak

tan1 koyulabilecegi genel olarak kabul gormektedir (24).

2.2.5. Kondensing Osteitis

Kronik apikal periodontitis hastaligi olan diste apekse komsu trabekiiler ve
spongioz kemikte enflamasyonun yikim yerine etkin kemik olusumu ile karakterizedir.
Uzun sturen dusik diuzeyde enflamasyonun/enfeksiyonun ya da lokal dokularin

enflamasyona/enfeksiyona ylksek direncinin neden olabilecegi dusinilmektedir (20,

22).

2.3.  Periapikal indeks Skorlamasi (PAI)

Orstavik ve arkadaglart 1986 senesinde periapikal hastaligin muhtemel
degerlendirilmesine dayanan igerigine kiyasla; dogruluk, giivenilirlik, tekrarlanabilirlik
ve ayirt edilebilme yetenekleri agisindan degerlendirilebilen ve “Periapikal Indeks
Skorlama Sistemi (PAI)” olarak adlandirdiklart bir skorlama sistemi gelistirmiglerdir
(28).

Bu siniflandirma su sekildedir:

e Skor 1: Normal periapikal dokular

e Skor 2: Kemik yapisinda kugiik yapisal degisiklikler

e Skor 3: Bir miktar mineral kaybi ile birlikte kemik yapisinda goriilen degisiklikler.

e Skor 4: Belirgin ve iyi tanimlanabilen periapikal radyolusensi ile periodontitis
teshisi.

e Skor 5: Alevlenen ozellikleri ile siddetli periodontitis (28).



2.4. Bagisiklik Sistemi

Bagisiklik; hastaliklara -ozellikle enfeksiyoz hastaliklara- kargt direng olarak
tanimlanir. Enfeksiyonlara kargi direngte aracilik eden hiicreler, dokular ve molekiillerin
butint bagisiklik sistemi olarak adlandirilir ve bu hiicrelerin esgiidiimlii reaksiyonlart ile
enfeksiyoz mikroplara kargt tiretilen molekiiller ise bagisik cevaptir (29).

Mikroplara karst savunma dogal bagisiklik sisteminin erken reaksiyonlari ve
sonrasinda edinsel bagisikligin ge¢ cevaplar araciligi ile olmaktadir. Dogal bagisiklik,
mikroplara karg1 erken bir savunma hatt1 olusturmaktadir. Enfeksiyon olugmadan énce
bile olusabilecek enfeksiyonlara karsi hizlica cevap verebilecek sekilde temkinli hiicresel
ve biyokimyasal savunma mekanizmalarini igerir. Dogal bagisikligin aksine edinsel
bagisiklik, enfeksiyon ajanlarina maruz kaldiginda aktif olan ve belirli bir mikroba her
bir basarili maruz kalma ile savunma kapasitesi ve 6nemi artan bir bagisik cevaptir.
Edinsel bagisikligin enfeksiyonlara cevabi gelisir ve adapte olur (30).

Huimoral ve seltler (hticre aracili) olmak tzere ikiye ayrilan edinsel bagisiklik,
ekstraseluler ve intraseliller mikroplara karsi sirayla farkli hiicreler ve molekiiller aracilig

ile savunma saglamak i¢in tasarlanmigtir (29).

2.5. Enflamasyon

Deri, solunum yollart ve bagirsak sistemini kaplayan mukoza; patojenler i¢in ilk
savunma sistemini olusturmakta ve enfeksiyonlara kars: fiziksel ve kimyasal bir bariyer
olusturmaktadir. Bu savunmayir asan mikroorganizmalar hemen dogal bagisiklik
sistemini olusturan hiicre ve molekiillerle kargilagirlar. Dokularda bulunan makrofajlar
bir¢ok bakteriyel yiizeyin ortak bilesenlerine baglanan reseptorlerle bakterileri tanir. Bu
reseptorlerin devreye girmesiyle makrofajlar bakterileri hem iglerine alarak yok ederler
hem de diger bagisiklik hiicrelerine énemli sinyalleri ileten sitokin ve kemokin denilen
proteinleri salgilarlar. Benzer cevaplar virlis, mantar ve parazitler i¢in de gerceklesir.

Sitokin hiicreler tarafindan salgilanan ve uygun reseptorleri bulunan, ¢evredeki
hiicrelerin  davraniglarini etkileyen proteinlerin genel adidir. Kemoatraktan sitokin
ailesinin uyeleri olan kemokinler ise kiigiik proteinlerdir. Kemokinler kemotaksise
aracilik ederek salgilandiklart hiicreye dogru yakinlarindaki kemokin reseptorii bulunan
hiicreleri enflamasyon bolgesine cekerler. Ornegin nétrofilleri ve monositleri kan
dolagimindan enfekte olmug dokuya dogru ¢ekerler (31).

Aktive edilmis makrofajlarla salgilanan sitokin ve kemokinler, enflamasyon

olarak bilinen islemi baglatirlar. Enflamasyon; patojenleri direk yok etmeye yardim eden



proteinleri ve hiicreleri kandan enfekte olmus dokulara ¢ekerek enfeksiyonla savagmak
icin yararlidir. Bununla beraber, enflamasyon enfekte dokudan lenf tasiyan mikroplarin
ve antijen gosteren hiicrelerin yakindaki lenfoid dokulara akigini arttirir, burada
lenfositleri aktive ederler ve edinsel bagisiklik tepkisini baglatirlar. Edinsel bagisiklik
baglatildiginda, enflamasyon, edinsel bagisiklik sisteminin etkileyici bilesenlerini-antikor
molekullerini ve etkileyici (effector) T hiicrelerini enfeksiyon bolgesine ¢eker (32).

Bagisiklik sisteminin hiicreleri tim vicuda dagilmis durumdadir ancak
enfeksiyon durumunda bu hiicreleri ve onlarin triinlerini enfeksiyon bolgesinde
yogunlagtirmak gerekmektedir (33). Enflamasyon klinik olarak sicaklik, agn, kizariklik
ve sislik ile tarif edilir. Bu 6zelliklerden her biri bolgesel kan damarlarindaki sitokin veya
diger enflamatuvar aracilarin etkisini gosterir (32). Bu cevap sirasinda ti¢ 6nemli olay
gercgeklesir:

o Enfekte olan bolgeye kan akig artar.

e Endotel hicrelerinin geri ¢ekilmesinden dolay:1 kapiller gecirgenlik artar. Bu
durum, kapillerden normalden daha buylk hiicrelerin gegisine izin verir ve
boylece mediyatorlerin enfeksiyon bolgesine ulagsmasina imkan saglanir. Sicaklik,
kizariklik ve sislik enflamasyon sirasinda kan damarlarindaki geniglemeden ve
gecirgenligin artmasindan kaynaklanir. Bu da dokulara bolgesel kan akiginin
artmasi, doku sivisi ve kan proteinlerinin sizmasina neden olur (32, 33).

o Lokositler veniillerden disartya, cevre dokulara go¢ ederler. Enflamasyonun erken
sathalarinda 6zellikle noétrofiller yaygindir fakat ileri safhalarda monositler ve
lenfositler de enfeksiyon bolgesine dogru gog ederler (33).

Sitokinler ve kompleman sistemin pargalarinin, kan damarlarimt ayiran
endotelyum tizerinde 6nemli etkileri bulunmaktadir. Endotel hiicrelerinin kendileri
enfeksiyona cevap olarak sitokin iretirler. Proenflamatuvar sitokinler endotel
hiicrelerinin yapiskanlik ozelliklerinde degisime neden olurlar. Boylece dolasan
lokositlerin endotel hiicrelere yapismasina neden olurlar ve onlarin arasinda enfeksiyon
bolgesine go¢ ederler ve burada kemokinler tarafindan ¢ekilirler. Dokulara hticrelerin gog

etmesi ve onlarin bolgesel reaksiyonlar ise agrinin nedenidir (32).

2.6.  Periapikal HastaliZin Olusmasinda Bagisiklik Sisteminin Rolii
Apikal periodontitis asil olarak kok kanal sistemindeki enfeksiyondan
kaynaklanan mikrobiyal kokenli enflamatuvar bir hastaliktir. Periradiktler enflamasyonu

kimyasal ve fiziksel faktorler de uyarabilir ancak oldukga fazla bilimsel kanit apikal



periodontitisin ¢esitli formlarinin gelismesine ve devamliligina esas olarak endodontik
enfeksiyonun neden oldugunu isaret etmektedir. Endodontik enfeksiyonun farkli
tiplerinde 460’tan fazla bakteriyel tur tespit edilmistir. Mantarlarin, arkealarin ve
virslerin de bakteriyel enfeksiyonlarla iligkisi oldugu gosterilmistir (2).

Apikal periodontitisin etiyolojisinde ekzojen ve endojen (konak kaynaklr)
faktorler yer alabilir. Endojen faktorler hem konagin metabolik triinlerini (iirat ve
kolesterol kristalleri) hem de osteoklastlar1 aktive eden sitokinleri ya da diger
enflamatuvar mediyatorleri igerirler (20).

Kok kanal sistemini enfekte eden bakteriler periradikiiler doku seviyesinde
enflamatuvar ve immiin cevabi harekete gecirir. Bu cevaplar koruyucu ya da yok edici
olabilir. Apikal periodontitis bag dokusu ve kemik yikimi sonucu gerceklesir. Patolojik
durum tarafindan baglatilan ¢evresel degisimler intraradikiiler bakteri toplulugunun
yapisint ve virillansint etkileyebilir ve tehlikeli bir donguyt baslatabilir (Sekil 2.1).
Konagin bakteriyel enfeksiyona savunma cevabi genetik ya da sonradan kazanilan
kosullarla degistirilebilir. Bu faktorler hastaligin ilerlemesini, yapisini, siddetini ve

tedaviye cevabin etkileyebilir (2).

Bakteri
Yapisal bilesenler Antikorlar
Uriinler Komplement Cevresel degisimler
Fagosit
Enflamatuvar

ve immiin
cevap

Hastaligin klinik

Hastaligi etkileyen isaretve
nedenler bulgulari
Genetik Faktérler Sitokinler Prostaglandinler
Sistemik Durum MMPler RANKL
Sigara Aliskanhigi

Viral Enfeksiyon

Bag doku

ve/veya kemik
yikimi

Sekil 2.1 Apikal periodontitis olusum dongusu (2).
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Apikal periodontitisin onemli patolojik olaylarindan biri kemik ve dental sert
dokularin osteoklastik bozunumudur (27). Kemigin yeniden modellenmesi iki tip
hiicrenin: kemik erimesinden sorumlu osteoklastlar ve vital kemik olusumundan sorumlu
osteoblastlarin koordine aktivitesini gerektirir. Osteoklast ve osteoblast aktivitesindeki
dengesizlik osteoporoz gibi kemik hastaliklarina neden olur (34).

Osteoklastlar monosit/makrofa; kokenli, kemik matriksini bozan ve dinamik
olarak iskeletin geklini degistiren ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerdir. Osteoklastlarin tretimi
tizyolojik olarak osteoblastlar gibi mezengimal hiicreler taratindan desteklenmektedir, bu
da osteoklast neslinin farklilagmasi i¢in gerekli sinyalleri saglamaktadir (35). Periapikal
lezyonlarda periapikal kemik yikimi osteoklastlar tarafindan gerceklestirilir ve osteoklast
aktivitesinin veya osteoklastogenezin regllasyonunun azalmast dogrudan lezyon
genisleme denetimini etkinlestirir ve sebep ne olursa olsun, osteoklast aktivitesi iskelet
kiitle kaybinin ilerlemesini belirler (4, 36).

Bu lezyonlar, nétrofiller, lenfositler, plazma hiicreleri, makrofajlar ve mast
hiicreleri gibi enflamatuvar hiicrelerin kalic1 go¢ ve infiltrasyonu ile karakterize edilir (8).
Hiicresel bagisiklik CD4" T hiicrelerinin aktivasyonu ile iligkilidir ki bu hiicreler proteik
bakteriyel antijenlerle aktive olurlar. Aktive edilmis CD4" T lenfositler antikor iiretimini
ve lokal enflamasyonu uyarirlar ve makrofaj ve nétrofillerin fagositoz ve oldirme
etkilerini arttirirlar (2). T Lenfositler, periapikal enflamatuvar infiltrasyonda en yaygin
hiicrelerdir. Kok kanal sistemindeki enfeksiyonu sinirlayan ve ayni zamanda alveolar
kemigin tahribatina yol agan sitokinlerin ve kemokinlerin tiretimi ile iligkilidirler (37).

Kok kanal sistemindeki bir enfeksiyonun neden oldugu ve alveol kemigi kaybi ile
sonuglanan, insan periapikal lezyonlarinda, daha yiiksek IL.-17 diizeyleri ile daha fazla
sayida nétrofil, asemptomatik lezyonlara gore semptomatik lezyonlarda daha fazla
gozlenmistir (38).

Buna ek olarak, IL-17 ifadesi diseti olugu sivist igerisinde saglikli kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda periodontitis hastalarinin dokularinda yiikksek bulunmustur. Bu
bulgular, IL-17’nin dentoalveolar enfeksiyon ve enflamasyonda proenflamatuvar bir rol

oynadigint giicli bir sekilde desteklemektedir (38).

2.6.1. Yardimci T-17 (T helper-17 / Th17) Hiicreleri
Edinsel bagisiklik cevabi T ve B lenfositlere dayalidir (39). Lenfositler bagisiklik
sisteminin bir pargast olan beyaz kan hiicrelerinin bir tiiridur. B hiicreleri ve T hiicreleri

olmak tizere lenfositlerin iki ana tipi vardir (Sekil 2.2). B hucreleri, istila eden bakteri,
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virts ve toksinlere saldirmak igin kullanilan antikorlart tretirler. T hiicreleri ise virtisler
tarafindan ele gecirilen veya kanserli olan viicudun kendi hticrelerini yok etmektedir (40).
Biytik miktarda lenfosit her giin primer ya da merkezi lenfoid organlarinda (timus ve

dogum sonrast kemik ilig1) uretilir (33).

Kan kok hiicre

@ ~e

Myeloid kok hiicre Lenfoid kok hiicre

\ ¥

@ ")

Myeloblast Lenfoblast

\ B lenfosit /

* ) \

’-t{ "‘ Bazoﬁl <

® | -@F . 0@
' *;,.,, - \—r’ .

Kirmizi kan &

hiicreleri !\:‘ 4 \otroﬁl ‘&

b Plazma hiicresi
Plateletler

Granulosntler

—

./' Dogal dldiiriici
T lenfosit Hicreler

Beyaz kan hucrelerl

Sekil 2.2. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin farklilagma semast (40).

CD4" T hiicreleri, adaptif bagisiklik cevabinin énemli bir bilesenidir. Saf ve
geleneksel CD4" T lenfositler antijen ile ilk etkilesim siiresince aldiklan sinyallere gore
belirlenen 4 farkli hiicre tipine dontigsmektedir. Bu 4 hiicre poptilasyonunu Thl, Th2,
Th17 ve uyarilmig diizenleyici T huicreleri (Tregulator-Treg) olusturmaktadir. (41).

CD4" T lenfositleri su yardimci fonksiyonlan gergeklestirirler:

1) B hiicrelerinin antijen iireten plazma hticrelerine doniigmesine yardimei olurlar;

2) CD8" T hiicrelerinin etkinlestirilmis sitotoksik T hiicrelerine doniismesine
yardimct olurlar;

3) Makrofajlarin asir1 duyarliligr geciktirme etkisine yardim ederler (6rnegin,
Mycobacterium tuberculosis ile enfeksiyonu sinirlar) (42).

Th hucreleri kazanilmig bagisikligin yonetilmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu
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hiicreler fonksiyonlarint ¢ogunlukla hedef huicreler tarafindan etkinlestirilen ya da
toplanan sitokin ve kemokinleri salgilayarak gerceklestirirler (41). Su ana kadar 200°tGn
tizerinde farkli insan sitokini tanimlanmistir. Insan genomu haritalandirma projesi, var
olan sitokin gen ailelerinin yeni tyelerini ortaya ¢ikarmakta ve tamamen yeni aileleri
tanimlamaktadir (33).

Th17 hiicreleri ekstraselltler bakteriler ve mantarlara karst adaptif bagisik yanitta
aracilik ederler ve enflamatuvar/otoimmiun hastaliklarin patogenezinde rol alirlar. Gram
pozitif ve Gram negatif tirlerin ve mantarlarin da dahil oldugu birgok patojen Th17
cevabini baglatabilir (43). Th17 hicreleri TNF-a (Tumor Nekrozis Faktor-Alfa), 1L-6
(44), IL-17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22 sitokinlerini salgilarlar (41, 43).

Th17 hicreleri yiksek seviyelerde IL-23R uretimine neden olurlar. IL-23
baglangigta Th17 hiicreleri igin farklilagma faktorii olarak onerilmigtir, ancak farelerde
yapilan bir ¢alismada CD4" saf T hiicrelerinden Th17 farklilagmasini baglatamamigsa da
Th17 hiicrelerinin yagamini devam ettirmesi ve fonksiyonlarini sirdirmesi igin kritik
oneme sahip oldugu bildirilmistir. Th17 hiicre farklilagmasi 3 sathadan olusur.

1) IL-1 (45), TGFB (transforming growth factor f/donustirict biyime faktort
beta), ve IL-6 ya bagli farklilasma sathasi, TGFB’ nin artmast FoxP3 ifadesine ve Treg
hiicre neslinin uyarilmasina neden olur.

2) TGFp ile birlikte ek olarak proenflamatuvar sitokin IL-6’nin tretilmesi FoxP3
ifadesini ve Treg hiicre neslini baskilar ve es zamanli olarak IL-17 Giretimini uyarir bu da
Th17 hiicrelerinin farklilagmasi ile sonuglanir (46).

3) Farklilagma sonrasinda ise IL-21 vasitasiyla c¢ogaltma sathast ve IL-23
sebebiyle dengeleme safthasi ile Th17 hiicreleri fonksiyonlarina devam ederler (41).

Kemik metabolizmas: agisindan bakildiginda, in vitro ¢aligmalar Treg
hiicrelerinin gii¢li osteoklast olusumu ve fonksiyonunu bastirirken Th17 hiicrelerinin,
osteoklastogenezi tesvik ettigini gostermistir (47). In vivo calismalar, anti-Th17
tedavisinin murinlerdeki artritte eklem iltithabi, kikirdak tahribati ve kemik kaybini
onledigini gostermistir (48).

Th17 hiicrelerinin; IL-1, IL-6, IL-8/CXCL8 (kemokin (C-X-C motif) ligand 8)
gibi sitokinlerin salgilanmasini uyaran esas proenflamatuvar sitokin IL-17’yi tGretmesi
polimorfonukleer 16kosit ve monontkleer fagositlerin takviyesi ile sonuglanir ve
osteoklastogenezi artirir (49). Kemikte, IL-17 osteoklastlari aktive edebilen Reseptor
Aktivator Nikleer Kappa (Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa) Ligandinin

(RANKL) osteoblastlarda sentezlenmesini indiikleyebilir ve bu da kemik erimesini
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tetikleyecektir (43). Th17 farklilasmasinin ve IL-17 ifadesinin en gi¢lii uyaranlari IL-1§
ve IL-23’tir, bunlar agirlikli olarak bakteriyel molekiiller ve proenflamatuvar sitokinler
tarafindan aktive edilen dendritik hucreler tarafindan uretilir (49). IL-23/Th17 yolunun
insanlarda kronik enflamatuar hastaliklarin patofizyolojisinde etkili oldugu kayda

degerdir (43).

2.6.2. linterlokin 17 ve Reseptorii

IL-17, Rouvier ve ark. tarafindan 1993 yilinda tanimlanmis ve ilk olarak CTLAS8
olarak isimlendirilmigtir (50). Th17 hucreleri, y6 T (Gama Delta T) hiicreleri, nétrofiller
ve makrofajlar da dahil olmak tzere, ¢esitli immiin hiicre tipleri tarafindan salgilanan bir
proenflamatuvar sitokindir (38). Birincil olarak T htcreleri tarafindan tretilmesine
ragmen, IL-17, agik bir sekilde dogal bagisiklik sisteminin birgok hiicresi, ozellikle
graniilosit kokenli hiicreler, izerinde giigli etkisi olan ve bu nedenle dogal bagisiklik ve
edinsel bagisiklik arasinda onemli bir koprii molekul olarak goéz oniine alinan bir
sitokindir (8). In vitro olarak fibroblastlari, epitel hiicrelerini, endotelyal hiicreleri ve
osteoblastlari; IL-6, IL-8, graniilosit koloni-uyarici faktor ve matriks metaloproteinaz gibi
proenflamatuvar sitokinleri uretmeleri igin aktive ettigi gosterilmistir ve hatta
enflamatuvar cevabin uyarilmasinda 6énemli bir role sahiptir (41).

IL-17'nin osteoblastik hiicrelerde RANKL baglatiimasi yoluyla osteoklastogenezi
destekledigi bildirilmistir (51). IL-17'nin su anda kabul edilen CD4" T hiicrelerinin
siniflandirtlmasina gore Th17’nin osteoklastogenik tek altkimesi oldugu ve Thl7
hiicrelerinin osteoblastik hiicrelerde RANKL' nin biuiytik bir olasilikla IL-17 araciligr ile
baslatilmasi yoluyla osteoklastogeneze imkan sagladigini gostermektedir (35, 43).

IL-17 insanlarda romatoid artrit gibi birgok otoimmiin ve enflamatuvar hastaligin
ilerlemesinde gug¢li bir rol alan proenflamatuvar islevlerini temel olarak IL-17RA’ya
baglanarak gergeklestirir (38). IL-17A, IL-17RA’ya yuksek affinite ile baglanir (41). IL-
17R bilinen herhangi bir sitokin reseptort ile sekans (dizi) benzerligi olmayan tip-I
transmembran bir proteindir. Hematopoetik dokularda yiiksek miktarlarda oldugu ifade
edilirken, osteoblastlarda, fibroblastlarda, epitelyal ve endotelyal hiicrelerde, B ve T
lenfositlerde ve ayrica sinoviyosit, kondrosit ve sinoviyal endotelyal hiicrelerde varlig
gosterilmistir ve neredeyse tim hiicrelerde ve dokularda uretilmektedir (50, 52, 53).
Dentoalveolar enflamasyon ve kemik kaybinda IL-17RA sinyalinin kesin rolii hala net

degildir (38).
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2.6.3. Interlokin 23 ve Reseptorii

IL-23, dogustan ve kazanilmig bagisik yanitta anahtar rol alan, IL-12 sitokin
ailesinin bir uyesidir ve p40 ve pl9 alt tunitelerden olusan tip-1 heterodimerik bir
proteindir (54). Ilk olarak Oppman ve ark. tarafindan 2000 yilinda kesfedilmistir (55).
Antijenlere karst ilk asamada uretilir ve lokal bagisiklik yanitin harekete gecirilmesinde
onemlidir. Bundan bagka IL-23 dogal 6ldurtici hiicrelerin aktivasyonunda T hiicrelerinin
cogalmasinda ve antikor tretiminin diizenlenmesinde merkezi rol oynamaktadir. Ayrica
IL-23 hiicre i¢i patojenlere karst hiicreyle tasinan bagisiklikta 6nemli olan
proenflamatuvar sitokinleri diizenler (56).

IL-23, p40 alt initesini paylastig1 ve reseptorlerinden birini IL-12 ile alt Ginite (IL-
12B1) olusturdugu halde, IL-23 ve IL-12 se¢meli olarak sirasiyla Thl ve Thl7
polarizasyonunda kritik roller oynar (35). IL-23 esas olarak antijen sunan dendritik
hiicrelerden ve makrofajlardan salgilamir (57). Insan dendtritik hiicrelerinin, CD4™ T
hiicrelerinin IL-17 salgilayan Th17 hiicrelerine farklilagmasini uyarmak i¢in IL-1f3, IL-6,
IL-23 ve TGF-f salgiladig1 gosterilmistir (58).

IL23/IL17 yolu kronik enflamatuvar insan hastaliklarinda kayda deger bir sekilde
aracilik etmektedir (43). IL-23, Th17 hucrelerinden IL-17 salgilanmasina neden olan
birincil faktordiir ve IL-23 eksikliginde Th17 hucrelerinin gelismesinde TGF-ff ve IL-
6’min eksik kaldigr gosterilmigtir (59).

IL-23, IL-17 aracili enflamasyonda Th17 hucrelerinin gelismesini ve IL-17
salgilanmasini saglayarak anahtar bir rol oynar ki bu fonksiyonunu bir heterodimerik
reseptor kompleksi olan IL-23R ve IL-12RB1 alt birimleri aracilig: ile gerceklestirir (57,
60). IL-23R, IL-23 i¢in 6zel iken IL-23RP1 peptidi ayn1 zamanda IL-12 reseptoriiniin de
pargasidir (57, 61). IL-23R’0 IL-23p19 alt tnitesine baglanan ekstraselltiler N-terminal
immiinoglobulin benzeri domain ve iki sitokin reseptor domainden olugur, hematopoetin
reseptor ailesine mensuptur. IL-23R zinciri genelde aktive hafiza hiicrelerinde oldugu
gibi dogal oldurtci hiicrelerde, monosit/makrofajlarda, dendritik hiicrelerde (alt
seviyelerde) sentezlenir (62).

IL-23’Un kolit, gastrit, psoriazis, romatoid artrit, lyme artrit, enflamatuvar
bagirsak hastaligi, Crohn hastaligi, multiple skleroz gibi birgok otoimmiin enflamatuvar

hastalikta araci, kronik enflamasyonda rol oynadig1 gosterilmistir (63).

2.7.  DNA

DNA insanlarda ve neredeyse tiim diger organizmalarda bulunan kalitsal
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materyaldir. Bir kisinin viicudundaki neredeyse tiim hiicreler aynt DNA’ya sahiptir. DNA
hiicre ¢ekirdeginde bulunur ayrica kiigiik bir miktar DNA mitokondrilerde de bulunur ve
bu mitokondrial DNA olarak adlandirilir. DNA” da ki bilgi adenin (A), guanin (G), sitozin
(C) ve timin (T) olarak adlandirlan 4 kimyasal bazda depolanir. Insan DNA’s1 yaklasik
olarak 3 milyon baz igerir ve %99’ dan fazlast her insanda aynidir. Bu bazlarin dizilmeleri,
organizmanin yapilanmasi ve devamliligint sirdiirmesi igin gerekli bilgiyi belirler. DNA
baz ciftleri birbirlerine 6zeldir. A ile T, C ile G aralarinda baz ¢iftlerini olustururlar. Her
bir baz ayrica bir seker molekiilii ve bir fosfat molekuliine baglanir. Bir baz, bir seker ve
bir fosfatin birlikte olusturduklari yapi niikleotid olarak adlandirilir. Niikleotidler iki uzun
tel tizerinde dizilerek ¢ift heliks olarak adlandirilan bir spiral olustururlar (Sekil 2.3).
DNA’nin en 6nemli 6zelligi kopyalanabilmesi ya da kendini kopyalamasidir. Bu kritiktir
cinkt hiicre bolinmesi sirasinda yeni hiicreye DNA’nin tamamen ayni olan kopyast

boylece aktarilabilir (64).

Guanin  Sitozin

Seker-Fosfat Iskelet:

DNA, baz giftleninin jeker-fosfat iskeletine baglandigs ¢ift heliks formundadar

Sekil 2.3. DNA, baz ¢iftlerinin geker-fosfat iskeletine baglandigi ¢ift heliks formundadir.
Sekilde DNA’nin ¢ift heliks yapist gorulmektedir (64).

2.8. DNA Dizisinde Meydana Gelen Mutasyonlar

DNA dizisinde kalict olarak meydana gelen degisimlere mutasyon adi verilir.
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Mutasyonlar ¢evresel ya da hiicresel etkenlerden kaynaklanabilirler. DNA’da mutasyona

neden olabilen fiziksel ya da kimyasal ajanlar mutajenik olarak adlandirilirlar. Giines

15181, radyasyon, sigara kullanimi g¢evresel mutasyon nedenleri olabilirken, DNA’nin

kopyalanmasi sirasinda hiicrede meydana gelen hatalar da toksik triinlerin tretimine

neden olabilirler (65). Mutasyonlar DNA’nin alternatif formlari ile sonuglanirlar ve bu

durum genellikle DNA varyantlar olarak bilinir. Bununla birlikte DNA’nin herhangi bir

bolgesi i¢in bir ya da daha fazla varyasyonun poptilasyonda (sikliginin 0.01°den ytksek

olmast) yaygin olmast durumunda bu varyasyonlar polimorfizm olarak tanimlanirlar.

Toplumda sikligt 0.01’den az olan DNA varyasyonlar1 genellikle nadir varyasyonlar

olarak adlandirilirlar (66). DNA dizisinde olugabilen mutasyon turleri ise soyledir:

a.

Sessiz mutasyonlar; genin protein kodlamasi sirasinda 3 bazdan olugan
bir amino asit kodunda nokta mutasyon olugmasina ragmen sentezlenen
amino asitte degisimin olmadigt mutasyonlardir.

Missense (kayip) mutasyonlar; bir DNA baz ¢iftinin degismesi ile
DNA’nin tgli kodunda olusan degisikligin kodlanan amino asidin
farklilagmasina neden oldugu mutasyonlardir ve boylece tiretilen proteinde
degisiklige neden olan mutasyon tipidir.

Nonsense mutasyonlar; yine bir DNA baz ¢iftinin degigmesi sonucu
DNA’nin i¢li kodunda kodlanan amino asidin proteinin sentezlendigi
DNA zincirine protein sentezinin durmast i¢in erken sinyal gonderilmesine
neden olur (stop kodonu olusur). Bu mutasyon tiirii daha kisa olan, yeterli
fonksiyon gosteremeyebilen ya da hi¢ fonksiyon gosteremeyen bir protein
tretimi ile sonuglanir.

Insersiyon; DNA bazlarmin sayisinda olusan degisimdir ve DNA
zincirine farkli bir DNA pargast eklenir ve baz sayisi artar. Bu durumda
uretilen protein fonksiyon gosteremeyebilir.

Delesyon; DNA baz dizisinden bir parga DNA’nin kopmast ile olusan bu
mutasyon sirasinda DNA’dan ayrilan parga birkag bazlik olabilecegi gibi
tim geni i¢ine alan ya da komsu genleri de i¢ine alan daha genis kayiplar
da olabilir.

Duplikasyon; kromozomun kopyalanmast sirasinda aynt DNA pargasinin
anormal sekilde bir ya da daha fazla kopyasinin DNA zincirine

eklenmesidir.
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g. Cerceve kaymasi; bu mutasyon genin protein sentezi asamasinda
DNA’nin iigli kodunun okunmasi sirasinda DNA bazlarindaki eklenme ya
da azalma yani bu t¢li kodun kaymasi sonucu olusur. Boylece bazlarin
gruplanmasi ve amino asit kodu degisir ve olusan protein genelde
fonksiyonel degildir. Insersiyon, delesyon ve duplikasyon ¢ergeve kaymasi
mutasyonuna neden olabilirler.

h. Tekrarlayan uzama; kisa DNA dizilerinin tekrar etmesi ile olusan bu

mutasyon tiriinde sentezlenen protein uygun olarak ¢aligmayabilir (10).

2.9. Polimorfizm

Bir poptlasyonda farkli bireyler arasindaki DNA’min kodlanan ya da
kodlanmayan dizilerindeki varyasyonlar polimorfizm olarak adlandirilir (39).

Tek nukleotit polimorfizmi ise (TNP) Adenin (A) gibi tek bir nikleotit yerine
diger u¢ niikleotitten birinin, Sitozin (C), Guanin (G), Timin (T), gegmesi ile (Sekil 2.4)
yani belirli bir baz pozisyonunda meydana gelen tek niikleotidin degisikligi ile olusan bir

varyasyondur (39, 67).

Sekil 2.4. Tek ntikleotid polimorfizmi (68).

TNP, insan DNA dizisinde en ¢ok rastlanilan genetik varyasyondur ve insan

genomunda birka¢ milyon TNP belirlenmigtir. TNP’lerin diyabet, kalp hastaliklari ve
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birgok kanser turt ile baglantili olduklart bulunmustur (39, 67).

2.10. Alel
Bir genin alternatif versiyonlar: alel olarak adlandirilir. Her birey biri anne digeri
babadan olmak tizere bir genin iki kopyasini yani iki alel tagir. Bu iki alelin farkli olmasi

durumunda fenotipte gortinen alel dominant, digeri ise ¢ekinik olarak adlandirilir (39).

2.11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz ~ Zincir  Reaksiyonu  (PCR/Polymerase = Chain  Reaction)
1980'lerde Kary Mullis tarafindan gelistirilen devrim niteliginde bir yontemdir. PCR,
DNA’nin polimeraz yetenegini kullanarak, sunulan sablon sarmalina tamamlayici yeni
DNA dali sentez etmek i¢in kullanilir. DNA polimeraz sadece 6nceden var olan 3'-OH
grubunun tizerine niikleotid ekleyebildiginden, ilk nikleotidi eklenebilecegi bir primere
ihtiyact vardir (Sekil 2.5). Bu gereklilik arastirmacinin yiikseltmek istedigi sablon
sekansin belirli bir bolgesinin betimlenmesini mumkiin kilar. PCR reaksiyonunun

sonunda, spesifik sekansin milyarlarca kopyasi (amplikonlar) birikmis olacaktir (69).
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Sekil 2.5. Polimeraz zincir reaksiyonunda gergeklesen dongiilerin sema halinde anlatimi
(39).

Kuantitatif PCR (qPCR), ger¢ek zamanli PCR olarak ta bilinmektedir, nukleik
asitlerin ¢ogaltma, belirleme ve miktar 6l¢iimii i¢in giiglii bir ara¢ olmustur. Genleri
sayica ve spesifik olarak tespit etme 6zelligi hem arastirma hem de tan1 uygulamalarinda
paha bigilemez olmustur. Tespit etmenin anahtari, DNA ¢ogaltiminin gidisatini takip
eden fluoresan bildirme molekualiidiir. Sinyal uretiminin tipine bagli olarak, bildirme
molekili genellikle prob olarak bahsedilen fluorejenik olarak etiketlenen oligoniikleotit

ya da basit fluorejenik DNA-baglama boyasi olabilir (70).
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2.12. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi ( HRM)

DNA’nin erime ve ortamda bulunan primerler ile birlesebilme ve tekrar ayrilma
ozellikleri bir¢ok klinik, genetik ve adli testlerin gelistirilmesini saglamistir. DNA tespiti
ve tammlanmasi i¢in ¢esitli nikleik asit ve sinyal amplifikasyon yontemleri kullanan
kokli teknolojiler DNA’nin hibridizasyon 6zelligine baglhidir (71). DNA’nin
hibridizasyonu, tek iplikli nikleik asit molekiillerinin tamamlayici dizileri ile uygun
kosullar altinda kendiliginden esleserek ¢ift iplikli hibrid molekiiller (melezler) olusturma
ozelligine dayanir.

HRM (High Resolution Melting) analizi DNA analizinde kullanilan yeni bir
metottur. Genotiplendirme, mutasyon taramasi ve dizi eslestirme analizleri i¢in basit ama
etkili bir yontem olmasindan dolayt popilaritesi artmaktadir. Bu metot ile PCR
amplifikasyonu tamamlandiktan sonra PCR’yi engellemeyen doymus boya floresanlar
tarafindan izlenen erime egrileri ortaya cikarilabilmektedir (72).

Amplikonlarin HRM analizi, doygun DNA baglama boyalarinin varliginda DNA
erimesine baglidir. Solisyonun sicakligi artinldiginda amlikonun spesifik sekansi
(6zellikle GC kismi ve uzunlugu) erime tavrint belirler. Fluoresan sinyalinin sicakliga
bagl olarak grafigi ¢izdirildiginde, ¢ift bagli DNA tek bagli DNA’ya dontstiginde
fluoresan siddeti azalir ve boya serbest birakilir. Erime egrisinin ttrevi alinarak DNA'nin
% 50'sinin ¢ift bagli oldugu durumdaki erime sicakliginin (Tm) yaklagimi yapilabilir.
Erime egrisinin benzersiz sekli, tirev grafigi veya faklilik grafigi amplikon analizi i¢in
kullanilabilir (71).

Genotipleme i¢in kugik amplikonlarin kullanilmasi, primerler TNP'lere
olabildigince yakin secildigi i¢in, analiz tasarimimi kolaylagtirir. Amplikonlarin
buytklikleri azaldik¢a genotipler arasindaki Tm farkliliklar artar boylece daha iyi ayirt
etmeye izin verir (71).

HRM istege bagli serbestlesen EvaGreen (EG) gibi boyalar kullanarak psédo
genlerin ya da alelik varyantlarin ilgilenilen bolgeye yakin bir uzaklikta olmast nedeniyle
genotipin yorumlanmasinin karmagik oldugu durumlarda kompleks genotipleri ¢6zmek
icin potansiyele sahiptir (73). EG yeni gelistirilen DNA baglama boyasidir, yakin
zamanda qPCR, PCR sonrasit DNA erime egim analizi ve diger bir¢ok uygulamalarda

kullanilmisgtir (70).
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2.13. Amacg

Kisiler arasinda bagisik yanitta farkliliklar olmasi, genetik faktorlerin etkilerinin
bu farkliliklara neden olabilecegini isaret etmektedir. Tek nukleotit polimorfizmi, DNA
dizisindeki tek bir bazin degisiminden kaynaklanan ve en sik kargilagilan DNA
varyasyonudur. Bu varyasyonlar genin fonksiyonlarint degistirebilirler. Varyasyonlarin
bilinmesi, hastaliklarin teshisi, énlenmesi ve tedavisinde 6nemli olabilmektedir.

Tek nukleotid polimorfizmiyle meydana gelen kisa varyasyonla, kemik yikim1 ve
periapikal lezyon olusumu degisir mi? Apikal periodontitis hastaligina genetik yatkinlik
var midir? Aklimizdaki bu sorular ve edindigimiz bilgilerden yola ¢ikarak bu ¢aligmanin
amaci saglikl bireylerde; periapikal alanlarda lezyon olusumunda IL-17 (rs8193037), IL-
17 Reseptori (IL-17R) (rs9606615), IL-23 (rs184428061) ve IL-23 Reseptori (IL-23R)
(rs753051) gen polimorfizmlerinin etkilerinin aragtirilmasidir.

Literatiriin genis bir taramasi ve planladigimiz ¢alisma dogrultusunda; “IL-17,
IL-23, TIL-17R ve IL-23R gen polimorfizmleri; derin ¢irtklerden etkilenen dislerde

kemik yikiminin ve periapikal lezyonun olusumuna etki eder” hipotezi kurulmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hasta Secimi

Inonii Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim dalina bagvuran
hastalar arasindan ¢alisma i¢in belirlenen olgiitlere uygun 12371 kadin, 96’s1 erkek toplam
219 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Helsinki Deklarasyonu etik kurallarina uygun olarak
gerceklestirilen bu ¢aligma, Malatya Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 16.04.2014
tarihli ve 2014/66 no’lu karar ile onaylandi. Calismaya katilan tim bireylere aragtirma
oncesinde aragtirmanin amaci ve yontemine iligkin ayrintili bilgi verildikten sonra Etik
Kurul tarafindan kabul edilmis olan “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” ile bireylerin
onay1 alindu.

Tibbi hikdyesinde herhangi bir sistemik hastaligi olmayan, 18-65 yas arasi
bireyler ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin yas, cinsiyet, iletisim bilgileri ve saglik
gegmisi bilgileri forma not edildi. Hastalarin agiz i¢i ayrintili muayenelerinin
tamamlanmasi ve panoramik rontgen filmlerinin incelenmesi sonrasinda derin ¢uriik olan
digleri tespit edildi. Agiz i¢i muayene bilgileri (dis eksiklikleri, 6nceki restorasyonlart,
onceki kok kanal tedavileri, tedavi ihtiyact olan disleri) hazirlanan forma diger bilgilerle
birlikte not edildi.

Aragtirmanin deney grubu; derin ¢urik tespit edilen dig/dislerinde periapikal
kemik yikimi olan (PAI >3) ve termal ile elektrik pulpa testlerine negatif yanit veren
bireylerden olusturuldu. Kontrol grubuna ise derin ¢lrik tespit edilen, termal ile elektrik
pulpa testlerine pozitif yanit veren, periapikal dokulart saglikli olan (PAI < 2) dig/disleri
olan saglikli bireyler dahil edildi. Hem deney hem de kontrol gruplarinin sartlarint ayni
anda saglayan digleri tespit edilen hastalar ¢caligmaya dahil edilmedi.

Hasta sayist; %90 gii¢ ile a=0.05 1. tip hata diizeyinde 2 grubu mutasyon gorilme
acisindan karsilagtirmak igin grup basina gerekli minimum hasta sayist 79 olarak
hesaplandi. Caligma stiresince toplam 219 (123 kadin, 96 erkek) hastadan alinan 6rnekler
tizerinde calisildi. Bu doktora tez galismas: kapsaminda molekiiler analizler igin Inonii
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii arastirma

laboratuvari kullanmld.

3.2.  Orneklerin Toplanmasi
Hastalardan 6rnek alma islemi; genomik DNA’nin izolasyonu i¢in temin edilen

bukkal hiicre kitinin igerisinde bulunan bukkal toplama firgalarinin, hastalarin bukkal
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mukozalarina 10 kere siiriilmesi yolu ile elde edildi. Daha sonra firgalar 1,5 ml'lik mikro
santrifiij tipleri igerisine yerlestirildi. Fir¢alarin tipin disinda kalan sap kisimlan steril
bir makas yardimu ile kesilerek uzaklastirildi. Orneklerin igerisinde bulundugu 1,5 ml'lik
mikro santrifiyj tiipleri etiketlendikten sonra +2/+8 °C arasinda Dig Hekimligi Fakiiltesi
Endodonti Anabilim Dalinda buzdolabinda muhafaza edildi. Bu sekilde ornekler
kullanim klavuzuna uygun olarak en fazla bir ay streyle saklandi. DNA izolasyon
protokoliine gore 6rneklere 300 ul Cell Lysis soliisyonu eklendi ve bu sekilde muhafaza
edilmesi (protokole gore 2 yila kadar) tercih edildi. Toplanan 6rneklerin analizi bir yil
igerisinde tamamlandi. Bu asamadan sonra ornekler Inonii Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda

bulunan buzdolabinda (+2/+8 °C) muhafaza edildi.

3.3. Genomik DNA’nm Izolasyonu:

Hastalarin agiz i¢i bukkal mukozalarindan sirinti yoluyla 6rnek alinmasi
islemini takiben genomik DNAnin izolasyon islemi Gentra Puregene Bukkal Hiicre Kiti
(QIAGEN, USA, Kat. no: 158845) kullanilarak gergeklestirildi. Kullanilan protokol
asamalar agagida agiklanmistir:

1) Bukkal hiicreleri toplamak igin, bukkal toplama fir¢asi (Sekil 3.1) agiz i¢ine 10
kere kuvvetlice surtliir. Bu asamada bukkal epitel hiicreleri fir¢aya yapisir.

2) Steril makas kullanilarak toplama firgasi sapindan ayrilir ve ayrilmig firga tepesi
1,5 ml'lik mikro santriflyj tipiine yerlestirilir (Sekil 3.2). Tape 300 ul Cell Lysis
(Hucre Lizis) solisyonu eklenir. Bu asamada fircadaki epitel hiicreleri
parcalanmaya baslayarak agiga ¢ikan DNA saklanmak iizere stabilize olur.

3) 65 °C’de su banyosunda 60 dakika inkiibe edilir. Bu asamada epitel hicrelerin
parcalanmast tamamlanir, olast DNAz enzimleri sicaklikla bozunur. Toplama
fir¢ast tepesi hiicre lizis solisyonundan ¢ikarilir, tepe tiipiin yanlarina strtiilerek
olabildigince fazla sivinin tiipte kalmasi saglanir.

4) RNA’lant (Riboniikleik asit) uzaklagtirmak i¢in 1,5 pul RNase A (Riboniikleaz A)
soliisyonu eklenir ve tip 25 kere ters-diiz ¢evrilerek karigtirilir. 37 °C'de 15 dk.
inkiibe edilir. Ornek hizla sogumasi igin buzda 1 dk. bekletilir.

5) 100 pl Protein Precipitation (Protein Coktiirme) solisyonu eklenir ve yiiksek
hizda (16000 x g) 20 sn. santrifiij (SIGMA 1-14, Almanya) edilir.

6) Tupler buzda 5 dk. inkiibe edilir.

7) Tupler13000-16000 x g'de 3 dk. santrifiij edilir.

24



8) 300 ul isopropanol ve 0,5 ul Glycogen (Glikojen) Soliisyonu yeni bir 1,5 ml mikro
santrifiyj tiipiinde karistirilir ve bir 6nceki adimda santrifiijden sonra elde edilen
sipernatant (stv1 kisim) dikkatlice yeni tiiplerin igerisine eklenir (Sekil 3.3).

9) Her tiip 50 kere nazikge ters-duz ¢evrilerek karigtirilir.

10) Tupler 13000-16000 x g'de 3 dk. santrifiy edilir.

11) Siipernatant dikkatlice bir pipet yardimiyla atilir ve temiz bir emici havlu tizerine
ters ¢evirerek geride kalan sivi bosaltilir, pellet’in tiptn i¢inde kalmast saglanir.

12) % 70v/v Etanol’den 300 pl tiiplere eklenir ve DNA’y1 yikamak i¢in tiipler birkag
defa ters-duz gevrilir.

13) Tupler 13000-16000 x g'de 1 dk. santrifiy edilir.

14) Siipernatant dikkatlice bir pipet yardimiyla atilir. Temiz bir emici havlu tzerine
ters cevirerek geride kalan sivi bosaltilir, pellet’in tiptn i¢inde kalmasi saglanir.
5 dk. boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilir.

15)Her tipe 100 pul DNA Hydration solisyonu (DNA’nin uygun kosullarda
saklanmasi i¢in kullanilan tamponlayict soliisyon) eklenir ve artan hizda 5 sn. siire
ile vorteks (MIXER UZUSIO VTX-3000L, Japonya) yardimiyla karistirilir.

16) DNA'nin ¢éztiinmesi igin tiipler 65 °C su banyosunda 1 saat inkiibe edilir.

17) Tum tupler nazik sallamayla (120 rpm) oda sicakliginda bir gece (12-18 saat)
inkiibe edilir. Sizintiy1 6nlemek igin tiip kapaginin sikica kapali oldugundan emin

olunur. Ornekler 10 sn. santrifiij edilip saklama tiiplerine transfer edilir.

Sekil 3.1. Bukkal toplama firgast.
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Sekil 3.2. Bukkal toplama firca tepeleri 1,5 pl’lik mikro santrifijj tiipiinde etiketlenerek
muhafaza edildi. Her bir hastanin dosyasina verilen numara tiiplerin tizerine yazildu.

Sekil 3.3. Yeni 1,5 pl’lik mikro santrifiij tiplerine alindi. Beyaz ok ile ¢ift sarmalli DNA
orneklerinin hastanin dosya numarast ve igerigini (DNA) belirtilecek sekilde
etiketlenmesi gosterilmektedir.
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3.4. dsDNA Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi:

Genomik DNA’nin izolasyon isleminin ardindan dsDNA (double strand-gift
sarmall1) miktar ve kalitesinin belirlenmesi i¢in 260nm/280nm dalga boyunda absorbans
oranlar ol¢ildi (Epoch ¢ift 1g1nl1 taramali spektrofotometre (BioTek, USA)) (Sekil 3.4).
Elde edilen dsDNA miktan ol¢iiminde 260nm’de 1,0 absorbans okumast, ¢ift sarmalli
DNA i¢in 50pg/ml’ye denk gelmektedir. Kullandigimiz cihaz ve yazilim bu oram
kullanarak absorbans degerlerinden konsantrasyonu hesaplamaktadir. Saflagtirilmig
genomik DNA’nin 260nm/280nm absorbans oraninda 1.8 ve 2.0 aralifinda olmasi
genomik DNA saflig olarak kabul edildi (74).

Epoch ¢ift 1inl1 taramali spektrofotometre kullanilarak dsDNA miktar ve kalite
olgimii yapmak i¢in A, B, C, D, E, F, G, H bolmelerinden olusan ve her bir bélmesinde
iki kuyucuk bulunan cihaza ait 6zel tabla kullanild1 (Sekil 3.5). Epoch cihazinin bagli
oldugu bilgisayarda bulunan Gen5 2.00 (BioTek, USA) programinda‘®’Nucleic acid
quantification’” segenegi dsDNA miktarini 6lgmek tizere segildi.

Bilgisayar programi hazir hale geldikten sonra cihazin iglem sirasinda
kalibrasyonunun gergeklestirilmesi i¢in tablanin ilk bélmesinin (A) iki kuyucuguna 2 pl
DNA Hydration soliisyonundan eklendi. Diger bélmelerin her birine (B-H) farkli DNA
ornekleri duplike olarak 2’ser ul olacak sekilde yerlestirildi ve 6zel tablanin kapagi
kapatildi. Tabla cihaz igerisindeki 6zel bolmesine dogru oryantasyon ile yerlestirildi.
Cihazin bagli oldugu bilgisayar yardimi ile okuma iglemi baglatildi. Cihazin okuma iglemi
tamamlandiginda sonu¢ konsantrasyonlar (ug/ml) Microsoft Excel programina
kaydedildi (Sekil 3.6). Gerekli goriilen durumlarda olgtimler tekrarlandi ve PCR ve HRM

analizleri i¢in yeterli miktar ve saflikta olmayan ornekler ¢caligmaya dahil edilmedi.
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Sekil 3.4. Epoch ¢ift 151nl1 taramali spektrofotometre (BioTek, USA).

Sekil 3.5. Epoch ¢ift 1s1nli taramal1 spektrofotometre cihazi i¢in kullanilan A, B, C, D, E,
F, G, H bolmelerinden olusan ve her bir bolmesinde iki kuyucuk bulunan 6zel tabla
(BioTek, USA).
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, A _ B | C D E
1 Sample Results
2
3 |Sample Type  dsDNA
4 'Sample Read 2
5 |Date 2252015
6 |Time 14:53.07 @ @
5
8 | 2 3
9 | 0029 | 003
10 | A 0,018 | 0,019
11| =g 161 | 1591
12 | 28,844 | 30,187
13 0,014 | 0,015
14 | 0,008 | 0,009
15 | mpe-| B 609 | 1711
16 | 13,894 | 15116
17 | 0,027 | 0028
18 | 0,016 | 0016
19 | - C 1,706 | 1,718
20 | 26,865 | 27,559
21 0,051 | 0,048
22 | D 0,036 | 0,034
23 | 1,406 | 1,409
24 | 50,807 | 48,092
25 | 017 | 0125
26 | - 0,116 0,08
27 | 1,469 | 1565
28 170,085 | 125,172
29 0,07 | 0,049
30 | e 0,035 | 0,031
31 2009 | 1575
32 | Q7824 48 /7

Sekil 3.6. Spektrofotometre ile dl¢iilen dsDNA miktarlarinin Microsoft Excel programina
kaydedilen sonuglar gosterilmektedir. Mavi oklar her bir bolmeyi, beyaz oklar ise her bir

bolmenin iki kuyucugunu gostermektedir.
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3.5. Hastalarda arastirilacak TNP’lerin belirlenmesi

Hastalardan elde edilen bukkal hiicrelerin genomik DNA’lar iizerinde hangi
TNP“nin aragtirilacaginin tespiti sirasinda kaliteli ve giivenilir sonuglar elde edebilmek
adina HRM analizinin dl¢ttleri dikkate alindi.

(a) galigilacak DNA bolgesinin PCR trtiniiniin yaklagik 80-100 baz uzunlugunda
olmasi

(b) calisgiimak istenen DNA bolgesinde arastirilmak istenen TNP haricinde farkli
TNP’lerin olmamast,

(c) belirlenecek olan TNP’lerin sinifi, (Simif 1 ve 2 TNP’lert HRM analizi ile tespit
etmek daha kolaydir ve daha zor ayirt edilen Sinif 3 ve 4 TNP’ler ile karsilastirildiginda
insan genomunda daha yuksek bir oranda gozlenirler (Tablo 3.1).

(d) belirlenecek olan TNP’lerin tiirti (intron varyant gibi), dikkatle incelendi (75).

Bu caligmada IL-17A, IL-17RA, IL-23A ve IL-23R genlerinin her biri i¢in
aragtiritlacak TNP’ler sunlardir:

1. IL-17A igin belirlenen TNP: rs542129933 dir. Mutasyon tiirii intron varyanttir. Sinif
1 bir TNP’dir (baz degisimi C/T).
AGAGCAATTCTCAAAIC/TITTTCTACAGATTTCT

2. IL-17RA igin belirlenen TNP: rs562543976’dir. Mutasyon tiirii intron varyanttir.
Sinif 1 bir TNP’dir (baz degisimi A/G).
AAAGAAAGAAAACACIA/G]TCCTTCAAATTTCTG

3. IL-23A igin belirlenen TNP: rs180825144’diir. Mutasyon tlrii upstream varyant
2kb’dir. Sinif 1 bir TNP’dir (baz degisimi A/G).
CTAATAGGGGGCATCIA/G]GGTAGGAATCAAACT

4. IL-23R igin belirlenen TNP: rs10489630°dur. Mutasyon tiirii intron varyanttir. Siuf
2 bir TNP’dir (baz degisimi G/T).
AGAACTATAGAAAAC|G/TIGACAACTAAATTATC
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Tablo 3.1. Insan genomunda bulunan Tek Niikleotit Polimorfizmleri, bunlarin
stniflandirtlmasi, her sekans varyantinin iki homozigot niifus arasindaki beklenen erime
sicaklik (Tm: temperature of melting ) degerleri ve onlarin yizde olusumu

Tek nokta mutasyon Baz degisimi Tipik erime sicakh Insan genomunda
siniflamasi (Tm) egri degisimi teorik olusum oram
Simuf 1 C/Tve G/A Genis
(>0.5, ortalama 1.0 °C) %064
Simuf 2 C/Ave G/T Genis
(>0.5, ortalama 1.0 <C) %20
Sif 3 C/G Kiigiik
(0.2-0.5°C) %9
Sinif 4 A/T Kiigiik
(0.2-0.5°C) %7

3.6. Primerler’in Tasarlanmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu oncesinde IL-17A, IL-17RA, TL-23A ve IL-23R
genlerinin TNP’lerinin tespiti i¢in gerekli olan primerler tasarlandi.

Her bir TNP i¢in primerlerin istenilen performansta ¢alismama olasiligi géz 6ntine
alinarak toplam 3 farkli primer tasarlandi. Her bir primer 5° 3° dogrultusunda ileri
(forward) ve geri (reverse) olmak tizere iki farkli baz dizisinden olusmaktadir. Dizayn
asamasinda NCBI internet sitesinin primer olusturmak i¢in tasarlanmig olan Primer
BLAST internet sayfasi kullanild1 (76).

Primer BLAST internet sayfasinda kullanilmak istenen primerlerin 6zelliklerinin
tanimlanmasi sonrasinda verilen kriterlere uygun olarak insan genomunu tarayan
program tarafindan otomatik olarak tasarlanan primerler kaydedildi. HRM

reaksiyonlarinda kullanmak tizere tasarlanan primerler Tablo 3.2. belirtilmektedir.
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Tablo 3.2. Tasarlanan primerlerin baz dizileri, baz sayilan, safliklar, ait olduklar genler
ve TNP’leri goriilmektedir.

. PRIMERLERIN
GENLER PRIMERLER SAFLASTIRMA
UZUNLUKLARI
Forward primer (5°__3’)
20 Baz
Primer CCCTCACTGGGAGCTTCATT
HPLC
1 Reverse primer (3°__5’)
23 Baz
AGTGCTGATTTGCATGGAAAGAT
Forward primer (5°__3’)
IL23R 21 Baz
Primer CCTCACTGGGAGCTTCATTTG
TNP ID: HPLC
2 Reverse primer (3’_5’)
rs10489630 24 Baz
GTGCTGATTTGCATGGAAAGATAA
Forward primer (5°__3’
P 3 21 Baz
Primer TGGGAGCTTCATTTGGATGTC
HPLC
3 Reverse primer (3°__57)
25 Baz
AGTGCTGATTTGCATGGAAAGATAA
Forward primer (5°_3")
21 Baz
Primer ACTGAGAAAAAGAAGCCCGTT
HPLC
1 Reverse primer (3°_ 5°)
21 Baz
TCTCCCAATAGGATGGTGAGC
Forward primer (5°_3")
IL23A 22 Baz
Primer ACTGAGAAAAAGAAGCCCGTTT
TNP ID: HPLC
2 Reverse primer (3°__57)
rs180825144 21 Baz
CCCAATAGGATGGTGAGCTGT
Forward primer (5°_3")
22 Baz
Primer AACTGAGAAAAAGAAGCCCGTT
HPLC
3 Reverse primer (3°_ 5°)
21 Baz
GATGGTGAGCTGTTTGCAATG
Forward primer (5°_3")
21 Baz
Primer TACCAGTCAAACCTGGAAGGA
HPLC
1 Reverse primer (3°__57)
22 Baz
CTGTCCTGTGCTTGGTTAAAGA
Forward primer (5°_3")
IL17A 23 Baz
Primer ATTACCAGTCAAACCTGGAAGGA
TNP ID: HPLC
2 Reverse primer (3°__57)
rs542129933 23 Baz
TGTCCTGTGCTTGGTTAAAGAAA
Forward primer (5°__3’
P Sl 22 Baz
Primer TACCAGTCAAACCTGGAAGGAC
HPLC
3 Reverse primer (3°_ 5°)
24 Baz
CTGTCCTGTGCTTGGTTAAAGAAA
Forward primer (5°_3")
21 Baz
Primer CAGAGATAGACAGCTCTGGGC
HPLC
1 Reverse primer (3°__57)
22 Baz
CCTCCCCTCACTATACCACATT
Forward primer (5°_3")
IL17RA 23 Baz
Primer TCTTCTCCAGAGATAGACAGCTC
TNP ID: HPLC
2 Reverse primer (3°_ 5°)
rs562543976 22 Baz
TCCCCTCACTATACCACATTGC
Forward primer (5°_3")
23 Baz
Primer AGCTCTTCTCCAGAGATAGACAG
HPLC
3 Reverse primer (3°__57)
23 Baz

CCTCACTATACCACATTGCATCC
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3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi

IL-17A, IL-17RA, IL-23 ve IL-23R genlerinin arastirdigimiz TNP’lerini tespit
icin PCR ve HRM analiz kiti (Type-it HRM PCR Kit, Qiagen, USA Katalog numarast:
206544) kullanildi. Protokoli asagida belirtildi.

1. x HRM PCR Master Mix, primer solisyonlari, RNase icermeyen su, sablon
DNA'lar ve kontrol DNA'lart kullanilmadan 6nce vorteks yardimiyla kisaca
kangtirilir.  Soliisyonlar kullanilmadan 6nce tamamiyla karigtirilmig olmast
onemlidir.

2. PCR Reaksiyon karigimi Tablo 3.3’e gore hazirlanir.

3. Reaksiyon karigimi iyice karistirilir, uygun hacimlerde PCR tiiplerine (Sekil 3.7.
ve Sekil 3.8.) bosaltilir.

4. Esit miktar ve hacimlerde sablon DNA'lar (2ul genomik DNA, her bir 6rnek i¢in
esit miktarda) tekli PCR tiiplerine eklenir ve iyice karistirilir. Yeterli miktarda
DNA eklenmelidir ki butiin 6rnekler 30'un altinda Ct (Dongii Esigi) degeri
gostersin. Ornekler ti¢ Cr degerinden daha fazla farklilik gostermemelidir.

5. Rotor Gene Q PCR cihazi (QIAGEN, Dusseldorf, Almanya) (ger¢ek zamanli
dondurici) (Sekil 3.9) islem i¢in Tablo 3.4 de gosterilen sekilde programlanir.

6. PCR tipleri gergek zamanli dondurticiiye yerlestirilir, PCR déngi programi ve
ardindan HRM analizi baglatilir.

7. Data analizi yapilir.
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Tablo 3.3. Her bir 6rnek i¢in PCR reaksiyon bilesen miktarlari.

Bilesenler 25 ul Reaksiyon 10 ul Reaksiyon Son Konsantrasyon
Hacmi Hacmi
Reaksiyon karigim
2 x HRM PCR 12.5 ul 5.0 1x
Master mix
10 pM primer karisinu 1.75 Wl 0.7 pl 0.7 uM ileri primer
0.7 uM geri primer
RNase-free su Degisken Degisken
Sablon DNA Degisken Degisken Okaryot : 1-50 ng
(tiim reaksiyonlar igin  (tiim reaksiyonlar igin DNA/reaksiyon
esit hacimde) esit hacimde)
Her Bir Reaksiyonun 25 ul 10 pl -

Toplam Hacmi

Sekil 3.7. Mavi ok ile gosterilen 0,1 pl’lik PCR tiipleri 72°lik 6zel tablasina etiketlenerek
yerlestirildi ve bu tiplerde hazirlanan reaksiyonlarin her birinin hacmi 10 pl idi.
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Sekil 3.8. Ok ile gosterilen 0,2 pl’lik PCR tipleri 36’11k 6zel tablasina etiketlenerek
yerlestirildi ve bu tiplerde hazirlanan reaksiyonlarin her birinin hacmi 25 pl idi.

Sekil 3.9. Rotor-Gene Q (QIAGEN, Almanya) ger¢ek zamanli PCR cihazi.
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Tablo 3.4. Rotor Gene Q cihazi kurulum parametreleri.

Basamak Zaman Sicakhik Ek Bilgiler

Baslangic PCR 5 dak. 95°C HotStarTaqP/us DNA polimeraz bu isitma

Aktivasyon adimm adiminda aktive edilir

Denatiirasyon 10s 95°C Primerlerin uygun ¢alisma sicakliklart goz

Birlesme/Ayrilma 30s 59-62,5 °C Oniine alinarak birlesme ayrilma sicakligi
her reaksiyon i¢in 59-62.5 °C sicakliklarda
degistirilmistir.

Cevrim sayis1 40 10-50 ng sablon DNA ya da 10-50 pg
mikrobiyal DNA

HRM 2s 65-95 °C/0.1°C  Floresan veri toplanmasi

artis ile

Planlanan her bir PCR reaksiyonunun hazirlanmasi sirasinda 36’1ik PCR aparati
icin kullanilan 0.2 pl’lik PCR tiiplerinde 25 ul hacimde, 72’lik aparat i¢in ise 0.1 ul’lik
PCR tiiplerinde 10 pl hacimde reaksiyonlar hazirlandi. Her bir PCR reaksiyonunda her
bir ornekten 2 pl DNA 6megi kullanildi ve eksik kalan hacim RNase-free su ile

tamamlandi.

3.8.  Orneklerin Dizilemesi

PCR ve HRM analizleri sonrasinda elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ve
onaylanmasi i¢in 6rneklerin DNA dizilerinin belirlenmesi gerekmektedir. Hizmet alimi
ile gerceklestirilen dizileme analizi igin PCR analizi 50ul’lik reaksiyon hacminde
yukarida anlatilan sekilde gergeklestirildi. Her 6rnek i¢in agaroz jel elektroforezinde 15pul
PCR uruni yirttilerek safligr onaylandi. Sonrasinda tiiplere 30ul PCR trtini ve farkls
tiplere her bir 6rnek i¢in Sul primer hazirlandi ve tipler parafilm ile sikica kapatilarak
hizmet alimi yapilacak sirkete kargo ile gonderildi. Dizileme igin istek formlar

doldurularak elektronik posta yolu ile iletildi.
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10.

11.

3.8.1 Agaroz Jel Elektroforezi

% 2’lik jel elektroforezi hazirlamak i¢in 4g agaroz ve 400 ml 1xTAE tamponu (40
miliMolar Tris-asetat, ImM etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)) ol¢iilerek cam
deney kabina kondu (1xTAE tamponu hazir olarak bulunan SOxTAE tamponunun
1/50 oraninda saf su ile karigtirilmasi ile hazirlandi).

Hazirlanan karigim toz agarozun erimesini saglamak icin mikrodalga firina
yerlestirildi. Firin igerisinde 1sinan karigim tagmamast i¢in 30 sn araliklarla
kontrol edildi.

Agarozun tamamen erimesi ve kabarciklarin tamamen yok olmasinin ardindan
karisim mikrodalga firindan ¢ikarildu.

Karigim igerisine 5 ul 0.5 pg/ml etidiyum bromid eklendi.

Karigim jel tepsisine dokilmeden once bir siire sogumast beklendi.

Agaroz karistmi ornek yikleme taraklan yerlestirilerek hazirlanan jel tepsisi
icerisine dokuldu ve katilagsmasi beklendi (Sekil 3.10).

Jelin katilagmasinin ardindan tarak ve kenar bantlar ¢ikarildi. Jel tepsisi yatay jel
elektroforez unitesi igerisindeki hazneye yerlestirildi ve hazne jelin Ustiini
kapatacak sekilde 1xXTAE tamponu ile dolduruldu (Sekil 3.11).

Tarak ¢ikarilldiktan sonra olusan ilk kuyucuga 100bp’lik DNA ladder (marker
DNA) kalan 19 kuyucuga ornekler yiiklendi.

15ul PCR urini ve 3ul yukleme tamponunun (6X) karistirllmasinin ardindan
olusan karisim kuyucuklara yerlestirildi ve DNA’nin katoda dogru yuriiyecegi
sekilde kapag: kapatildi.

110 V ve 500mA programinda kurulan elektroforez gii¢ iinitesi (VWR, Power
Source 300 V, USA) 15 dakika sure ile ¢alistirildi (Sekil 3.12).

Islemin tamamlanmasinin ardinda ultraviyole (UV) 1sik altinda jelin fotografi

cekildi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.10. Elektroforez jel tepsisi.

Sekil 3.11. Elektroforez tinitesi igerisinde jel tepsisinin yerlestirildigi hazne.

Sekil 3.12. Elektroforez gii¢ iinitesi (VWR, Power Source 300 V, USA).

38



Sekil 3.13. UV g1k altinda alinan jel goruntiisi. Siyah ok gormek istedigimiz sekilde
keskin PCR urtintine ait band1 gostermektedir.

3.9. Istatistiksel Analiz

Hastalarin TNP’lerinin tespiti i¢in ScreenClust HRM (QIAGEN, Dusseldorf,
Almanya) yazilimi kullanildi. PCR ve HRM analizlerinden elde edilen sonuglar
ScreenClust HRM yazilimina yiklendi. Yazilim dsDNA o6rneklerinin birbirlerinden
ayrildiklar noktada olusan floresan boya 1s1masi ile tespit edilen pik sicakliklarina gore
gruplarin dagilimini yaparak sonu¢ elde etmeyi amaglamaktadir. Dizileme sonrasi
genotip tayini yapilan ornekler ile yazilimin sicakliklara gore ayirdigt gruplar
karsilagtirarak genotip tayini yapildi.

Istatistiksel analiz IBM SPSS siiriim 21.0 programi kullanilarak gergeklestirildi.
Kontrol ve deney gruplart arasinda homozigot (mutasyon), homozigot (yabanil tip) ve
heterozigot genotiplerin dagilimlart Pearson kesin ki-kare testi kullanilarak
gerceklestirildi. Heterozigot genotipin bulunmadigr IL-23A geni deney ve kontrol
gruplart arasinda ise dagilim Fisher kesin ki-kare testi kullanilarak gergeklestirildi. Her
bir gen igin deney ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg kuralina
uygunluklari pearson ki-kare hesaplamasi ile test edildi. Ayrica her bir gen i¢in belirlenen

genotiplerin alellerinin sikliklar1 Pearson ki-kare testi kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

Bu doktora tez ¢aligmast siiresince bukkal toplama firgast yardimi ile 219 (123
kadin, 96 erkek) hastanin bilgisi ve rizas: ile bukkal epitel hiicre 6rnekleri alindi. DNA
analizi, PCR ve HRM analizleri sonrasinda elde edilen verilerin degerlendirilmesi
asamasinda IL-17A geni (rs542129933) i¢in toplam 193, IL-17RA geni (rs562543976)
icin toplam 211, IL-23A geni (rs180825144) ve IL-23R geni (rs10489630) i¢in 203
hastanin verileri, TNP tespiti sirasinda degerlendirildi. Genotiplerin dagilimi; dizileme
sonrast genotip tayini yapilan orneklerden elde edilen veriler ile birlikte ScreenClust

HRM yazilimi kullanilarak tespit edildi.

4.1. 1L-17A Geni TNP Bulgulari (rs542129933)

IL-17A geni TNP analizi i¢in toplam 193 hastanin verileri degerlendirildi. Bu
hastalarin 110’u kadin iken 83’1 erkektir. Deney grubunda periapikal lezyon varligi tespit
edilen 92 hastanin ise 56’s1 kadin, 36’s1 ise erkek hastalardan olugmaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. IL-17A (rs542129933) TNP analizi i¢in verileri degerlendirilen hastalarin
hastaliklara ve cinsiyete gore dagilimi

KADIN ERKEK
Periapikal Irreversible Periapikal lezyon Irreversible Toplam
IL-17A lezyon varhg: pulpitis varh@ pulpitis
56 54 36 47
193
110 83

IL-17A geni (rs542129933) TNP’si i¢in belirlenen genotipler karsilastirildiginda
kontrol grubu ve deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmad:
(p<0.248). Deney grubunun genotip dagilim1 Hardy-Weinberg kuralina (degismeyen
kararlt poptilasyonlarda gen sikliklarinin dagiliminin hesaplanmasi) uygun olarak tespit
edilirken (p=1), kontrol grubunun genotip dagilimi ise uyumsuz olarak bulundu

(p<0.001) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. IL-17A geni (rs542129933) [C/T] degisimi gosteren TNP’lerin hastalarda
tespit edilen CC (yabanil tip), TT (varyasyon), CT (heterozigot) dagilim1 ve bu dagilimin
Hardy-Weinberg kuralina uygunlugu

LA TT CT CC Hardy-Weinberg
n % n % n % p p

Deney 0O 0 0 O 92 100 0.248 1

Kontrol 3 3 1 1 97 96 <0.001

Hastalarin genotip dagilimlan cinsiyetlerin kendi i¢lerinde degerlendirildiginde
kadin hastalarin arasinda deney ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi (p=1). Erkek hastalar arasinda yine deney ve kontrol gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmad: (p=0.25). Kontrol grubunda cinsiyetler
birbiri ile karsilagtirildiginda cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p=0.091). Deney grubunda ise genotipte (CC) farklilik bulunmadigindan
cinsiyetler arasinda karsilagtirma yapilmamuistir.

T ve C baz siklig1 hesaplandiginda deney ve kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.015) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. IL-17A geni (rs542129933) [C/T] degisimi gosteren TNP nin baz sikliklart
belirtilmektedir.

17A T C p
Deney 0 184 0.015
Kontrol 7 195 ’

IL-17A (rs542129933) geni TNP tespiti sirasinda PCR ve HRM analizlerinde
kullanilan primer ¢ifti (ileri ve geri primerler) Tablo 4.4.°de gosterilmektedir. Bu
primerler cogaltmak istedigimiz DNA parcasinin 5°—3’ uglarma spesifik olarak
baglanmaktadirlar. Kullandigimiz primer ¢iftinin ayrilan ¢ift sarmalli DNA nin tek

sarmalina en uygun baglanma sicaklig1 da Tablo 4.4’de belirtilmektedir.

Tablo 4.4. 1L-17A (rs542129933) geni i¢in kullanilan primer dizileri ve DNA’ya
baslangi¢ baglanma sicakliklart belirtilmektedir.

Primer Dizisi

Baslangi¢c baglanma
IL-17A 3’-3) FAngis bas
- sicakhg
(rs542129933) Ileri: TAC CAG TCA AACCTGGAAGGAC 62°C

Geri: CTG TCC TGT GCT TGG TTA AAG AAA
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Sekil 4.1.1°de PCR dongiileri sirasindaki floresan boya hareketleri goriilmektedir.
Sadece ¢ift sarmalli DNA’ya baglanan bu o6zel floresan boya (EvaGreen) PCR
dongiilerinin baglangicinda ¢ift sarmalli DNA’ya bagli haldedir. Ancak sicakligin artmasi
ve DNA sarmallarinin ayrilmasi ile floresan boya serbestlesmektedir.

Sekil 4.1.2’de amplikonlarin (PCR ile ¢ogaltilan DNA dizileri) kargilagtirmali
olarak denatiirasyon egrileri genotipten kaynaklanan farkli erime sicakliklarina (Tm) gore
otomatik olarak genotiplerin (CC/TC/CC) tanimlanmasini igermektedir. Bu grafik PCR
ve HRM analizleri sirasinda elde edilmektedir.

Sekil 4.1.3’de ScreenClust HRM yazilimi ile ayrintilandirilan PCR ve HRM
verilerinden elde edilen denatiirasyon egrilerine ve genotiplerin farkli erime sicakliklarina
(Tm) gore amplikonlarin normalizasyon siireci belirtilmektedir.

Sekil 4.1.4’de ise IL-17 geni i¢in Yeni Jenerasyon Dizileme teknigi ile genotipi
belirlenen bir hastanin, dizileme sonuglari ile homozigot yabanil tip (CC) olarak

belirlenen rs542129933 TNP baz1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.1.3. ScreenClust HRM yazilimi ile PCR ve HRM analizi verilerinin normalize
edilmesi ile elde edilen sicakliga gore floresan boyanin miktarini belirten grafik
gosterilmektedir (Hasta 12/Kontrol grubu/Genotipi (CC)yabanil tip homozigot).

45



T T T L e,

40
52.052.740 bp 52.052.750 bp
|

g

hd Lo B

gl oo T TTTLRTHH T

=
=
-
-
o
-
(2]
=
=
=
-
-
-
(o]
-
=
(o]
=

IL17A

Sekil 4.1.4. IL-17A geni (rs542129933) tayini Kontrol Grubu/113 no’lu hastaya ait
homozigot yabanil tip (CC) olarak Yeni Jenerasyon Dizileme analizi ile belirlenen
genotip gosterilmektedir. Ok ile TNP belirtilmektedir.
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4.2. IL-17RA Geni TNP bulgular (rs562543976)

IL-17R geni TNP analizi i¢in toplam 211 hastanin verileri degerlendirildi. Bu
hastalarin 120’si kadin iken 91°1 erkektir. Deney grubunda periapikal lezyon varlig1 tespit
edilen 97 hastanin ise 59’u kadin, 38’1 ise erkek hastalardan olusmaktadir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. IL-17RA (rs562543976) TNP analizi i¢in verileri degerlendirilen hastalarin
hastaliklara ve cinsiyete gore dagilimi

KADIN ERKEK
Periapikal Irreversible Periapikal lezyon Irreversible Toplam
IL-17RA lezyon varhg pulpitis varh@ pulpitis
39 61 38 53
211
120 91

IL-17RA (rs562543976) TNP’si i¢in belirlenen genotipler karsilastirildiginda
kontrol grubu ve deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmad:
(p<0.336). Deney grubunun genotip dagilimi Hardy-Weinberg kuralina uygun olarak
tespit edilirken (p=0.877), kontrol grubunun genotip dagilimi ise uyumsuz olarak bulundu

(p<0.001) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. IL-17RA (rs562543976) [A/G] degisimini gosteren TNP’lerin hastalarda
tespit edilen AA (yabanil tip), GG (varyasyon), AG (Heterozigot) dagilimi ve bu
dagilimin Hardy-Weinberg kuralina uygunlugunun istatistiksel analizi belirtilmektedir.

LTRA AA AG GG Hardy-Weinberg
% n % n % p p

Deney 94 99 3 31 O 0 0.336 0.877

Kontrol 112 982 1 09 1 0.9 <0.001

Hastalarin genotip dagilimlart cinsiyetlerin kendi i¢lerinde degerlendirildiginde
kadin hastalarin arasinda deney ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi (p=1). Erkek hastalar arasinda yine deney ve kontrol gruplar arasinda
istatisttksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.116). Kontrol grubunda
cinsiyetler birbiri ile kargilagtirildiginda cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi (p=0.716). Deney grubunda ise yine cinsiyetler arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p=0.278).

A ve G bazlarinin sikligi hesaplandiginda deney ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.015) (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. IL-17RA (1rs562543976) [A/G] degisimini gosteren TNP’nin baz sikliklar
belirtilmektedir.

17RA A G p
Deney 191 3 |
Kontrol 225

IL-17RA (rs562543976) geni TNP tespiti sirasinda PCR ve HRM analizlerinde
kullanilan primer ¢ifti (ileri ve geri primerler) Tablo 4.8.’de gosterilmektedir. Bu
primerler cogaltmak istedigimiz DNA parcasinin 5°—3’ uglarina spesifik olarak
baglanmaktadir. Kullandigimiz primer ¢iftinin ayrlan ¢ift sarmalli DNA’nin tek

sarmalina en uygun baglanma sicakligi da Tablo 4.8.”de belirtilmektedir.

Tablo 4.8. IL-17RA (rs562543976) geni i¢in kullamlan primer dizileri ve DNA’ ya
baslangi¢ baglanma sicakliklart belirtilmektedir.

Primer Dizisi

Baslangi¢c baglanma
IL-17RA 3’-3) FAngis bas
- sicakhg
(rs562543976) Ileri: CAG AGA TAG ACA GCT CTG GGC 62.5°C
9

Geri: CCT CCCCTC ACT ATACCACATT

Sekil 4.2.1’de PCR dongiileri sirasindaki floresan boya hareketleri gorilmektedir.
Sadece ¢ift sarmalli DNA’ya baglanan bu o6zel floresan boya (EvaGreen) PCR
dongiilerinin baglangicinda ¢ift sarmalli DNA’ya bagli haldedir. Ancak sicakligin artmasi
ve DNA sarmallarinin ayrilmasi ile floresan boya serbestlesmektedir.

Sekil 4.2.2’de amplikonlarin (PCR ile ¢ogaltilan DNA dizileri) karsilagtirmali
olarak denatiirasyon egrileri genotipten kaynaklanan farkli erime sicakliklarina (Tm) gore
otomatik olarak genotiplerin (AA/AG/GG) tanimlanmasini igermektedir. Bu gratik PCR
ve HRM analizleri sirasinda elde edilmektedir.

Sekil 4.2.3’de ScreenClust HRM yazilimi ile ayrintilandirilan PCR ve HRM
verilerinden elde edilen denatiirasyon egrilerine ve genotiplerin farkli erime sicakliklarina
(Tm) gore amplikonlarin normalizasyon siireci belirtilmektedir.

Sekil 4.2.4°de ise IL-17RA geni i¢in Yeni Jenerasyon Dizileme teknigi ile
genotipi belirlenen bir hastanin, dizileme sonuglar ile homozigot yabanil tip (AA) olarak

belirlenen rs562543976 TNP baz1 gosterilmektedir.

48



"JIPAIOWID [ISW}
1AR)ISBY J1q I[IRY UL JIqQ JOH "JIPIOWNIOS IS1JRIS LA WRY UdIIISOS TULID[IdNAIRY BAOQ UBSIIO[] UL BARLIO UIQIYR} LIJ[NSUOP
nq oA 1s14kS NSUQP IFNSI[OSIOT UIUTWIST BUN[RZOS SpuIZI[eue YId ULSPPUIQ U (9L6€7STISST) VILI-TL “T'TH IPPS

- 001

49



"JIPAYOUWD [ISW) 1ARISRY JIq I[3JR] UL J1q JOH "JIPIPRW[LI]S0S Jop1d wepnpIms$njo eIyIpesls
LePIp[UAR USPULIO[IIQIIQ ULIRL, YN( [eULIRS IS BPUISBIIS 1ZI[eUR NYH ULOPOWIQ WIS (9L6€7STISST) VLTI ‘TTY IPIRS

50



100
g0 |
80 |
70 |
80 |

50

Normalize Floresan
&

30 |
20 |

10 F

Sekil 4.2.3. ScreenClust HRM yazilimi ile PCR ve HRM analizi verilerinin normalize
edilmesi ile elde edilen sicakliga gore floresan boyanin miktarini belirten grafik
gosterilmektedir (Hasta 12/Deney grubu/Genotipi (AA) yabanil tip homozigot).
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Sekil 4.2.4. IL-17RA (rs562543976) tayini Deney Grubu/138 no’lu hastaya ait
homozigot yabanil tip (AA) olarak Yeni Jenerasyon Dizileme analizi ile belirlenen
genotip gosterilmektedir. Ok ile TNP belirtilmektedir.
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4.3. IL-23A Geni TNP Bulgular: (rs180825144)
IL-23A geni TNP analizi i¢in toplam 203 hastanin verileri degerlendirildi. Bu
hastalarin 1141 kadin iken 89’u erkektir. Deney grubunda periapikal lezyon varligi tespit

edilen 94 hastanin ise 56’s1 kadin, 38’1 ise erkek hastalardan olugsmaktadir (Tablo 4.9.).

Tablo 4.9. 1L-23A (rs180825144) TNP analizi i¢in verileri degerlendirilen hastalarin
hastaliklara ve cinsiyete gore dagilimi

KADIN ERKEK
Periapikal Irreversible Periapikal lezyon Irreversible Toplam
IL-23A lezyon varhg: pulpitis varh@ pulpitis
56 58 38 51
203
114 89

IL-23A (rs180825144) TNP’si i¢in belirlenen genotipler karsilastinldiginda
kontrol grubu ve deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(p=0.5). Deney grubunun genotip dagilimi Hardy-Weinberg kuralina uygun olarak tespit
edilirken (p=1), kontrol grubunun genotip dagilimi ise uyumsuz olarak bulundu

(p<0.001) (Tablo 4.10.).

Tablo 4.10. IL-23 A (rs180825144) [A/G] degisimini gosteren TNP’lerin hastalarda tespit
edilen AA (yabanil tip), GG (varyasyon), AG (Heterozigot) dagilimi ve bu dagilimin
Hardy-Weinberg kuralina uygunlugunun istatistiksel analizi belirtilmektedir.

23A AA AG GG Hardy-Weinberg
n % n % n % P p

Deney 94 100 0 O 0 0 0.5 1

Kontrol 107 982 0 O 2 1.8 <0.001

A ve G bazlarinin sikligi hesaplandiginda deney ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.127) (Tablo 4.11.).

Tablo 4.11. IL-23 A (rs180825144) [A/G] degisimini gosteren TNP nin baz sikliklar
belirtilmektedir.

23A A G p
Deney 188 0 0.127
Kontrol 214 4 ’

IL-23A (rs180825144) geni TNP tespiti sirasinda PCR ve HRM analizlerinde

kullanilan primer ¢ifti (ileri ve geri primerler) Tablo 4.12.°de gosterilmektedir. Bu
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primerler cogaltmak istedigimiz DNA parcasinin 5°—3’ uglarina spesifik olarak
baglanmaktadir. Primer g¢iftinin ayrilan ¢ift sarmalli DNA’nin tek sarmalina en uygun

baglanma sicakligi da Tablo 4.12.”de belirtilmektedir.

Tablo 4.12. IL-23A (rs180825144) geni i¢in kullanilan primer dizileri ve DNA’ya
baslangi¢ baglanma sicakliklart belirtilmektedir.

Primer Dizisi

Baslangi¢c baglanma
IL-23A (5’—3%) yangie has
— sicakhg
(rs1808235144) Ileri: ACT GAG AAA AAG AAGCCCGITT 59.50C

Geri: CCC AAT AGG ATG GTG AGC TGT

Sekil 4.3.1°’de PCR dongiileri sirasindaki floresan boya hareketleri goriilmektedir.
Sadece ¢ift sarmalli DNA’ya baglanan bu o6zel floresan boya (EvaGreen) PCR
dongiilerinin baglangicinda ¢ift sarmalli DNA’ya bagli haldedir. Ancak sicakligin artmasi
ve DNA sarmallarinin ayrilmasi ile floresan boya serbestlesmektedir.

Sekil 4.3.2°de amplikonlarin (PCR ile ¢ogaltilan DNA dizileri) karsilagtirmali
olarak denatiirasyon egrileri genotipten kaynaklanan farkli erime sicakliklarina (Tm) gore
otomatik olarak genotiplerin (AA/AG/GG) tanimlanmasini igermektedir. Bu gratik PCR
ve HRM analizleri sirasinda elde edilmektedir.

Sekil 4.3.3’de ScreenClust HRM yazilimi ile ayrintilandirilan PCR ve HRM
verilerinden elde edilen denatiirasyon egrilerine ve genotiplerin farkli erime sicakliklarina
(Tm) gore amplikonlarin normalizasyon siireci belirtilmektedir.

Sekil 4.3.4°de ise IL-23 geni i¢in Yeni Jenerasyon Dizileme teknigi ile genotipi
belirlenen bir hastanin, dizileme sonuglarn ile homozigot yabanil tip (AA) olarak

belirlenen rs180825144 TNP baz1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.3.3. ScreenClust HRM yazilimi ile PCR ve HRM analizi verilerinin normalize
edilmesi ile elde edilen sicakliga gore floresan boyanin miktarimi belirten grafik
gosterilmektedir (Hasta 79/Kontrol grubu/Genotipi (AA) yabanil tip homozigot).
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Sekil 4.3.4. IL-23A (rs180825144) tayini Deney Grubu/122 no’lu hastaya ait homozigot
yabanil tip (AA) olarak Yeni Jenerasyon Dizileme analizi ile belirlenen genotip
gosterilmektedir. Ok ile TNP belirtilmektedir.
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4.4. IL-23R Geni TNP Bulgular1 (rs10489630)

IL-23R geni TNP analizi i¢in toplam 203 hastanin verileri degerlendirildi. Bu
hastalarin 113’u kadin iken 90’1 erkektir. Deney grubunda periapikal lezyon varligi tespit
edilen 94 hastanin ise 56’s1 kadin, 38’1 ise erkek hastalardan olugsmaktadir (Tablo 4.13.).

Tablo 4.13. IL-23R (rs10489630) TNP analizi i¢in verileri degerlendirilen hastalarin
hastaliklara ve cinsiyete gore dagilimi

KADIN ERKEK
Periapikal Irreversible Periapikal lezyon Irreversible Toplam
IL-23R lezyon varhg: pulpitis varh@ pulpitis
56 57 38 52
203
113 90

IL-23R (rs10489630) TNP’si i¢in belirlenen genotipler karsilastirildiginda
kontrol grubu ve deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(p=0.144). Deney ve kontrol gruplar genotip dagilimi Hardy-Weinberg kuralina uyumlu
olarak bulundu (sirastyla p=0.867, p=0.785) (Tablo 4.14.).

Tablo 4.14. IL-23R (rs10489630) [G/T] degisimini gosteren TNP’lerin hastalarda tespit
edilen GG (yabanil tip), TT (varyasyon), TG (Heterozigot) dagilimi ve bu dagilimin
Hardy-Weinberg kuralina uygunlugunun istatistiksel analizi belirtilmektedir.

23R GG TG TT Hardy-Weinberg
n % n % n % p p

Deney 21 223 46 489 27 287 0.144 0.867

Kontrol 34 312 55 505 20 183 0.785

G ve T bazlarinin sikligt hesaplandiginda deney ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.053) (Tablo 4.15.).

Tablo 4.15. IL-23R (rs10489630) [G/T] degisimini gosteren TNP nin baz sikliklar
belirtilmektedir.

23R G T p
Deney 88 100 0.053
Kontrol 123 95 ’

IL-23R (rs10489630) geni TNP tespiti sirasinda PCR ve HRM analizlerinde
kullanilan primer ¢ifti (ileri ve geri primerler) Tablo 4.16.’da gosterilmektedir. Bu

primerler cogaltmak istedigimiz DNA parcasinin 5°—3’ uglarina spesifik olarak
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baglanmaktadir. Primer g¢iftinin ayrilan ¢ift sarmalli DNA’nin tek sarmalina en uygun

baglanma sicakligi da Tablo 4.16.’da belirtildi.

Tablo 4.16. IL-23R (rs10489630) geni i¢in kullanilan primer dizileri ve DNA’ya
baslangi¢ baglanma sicakliklart belirtilmektedir.

Primer Dizisi

Baslangi¢c baglanma
IL-23R 3’-3) FAngis bas
— sicakhg
(rs10489630) Ileri: CCT CAC TGG GAG CTT CATTTG 60.5°C

Geri: GTG CTG ATT TGC ATG GAA AGATAA

Sekil 4.4.1°de PCR dongtileri sirasindaki floresan boya hareketleri goriilmektedir.
Sadece ¢ift sarmalli DNA’ya baglanan bu o6zel floresan boya (EvaGreen) PCR
dongiilerinin baglangicinda ¢ift sarmalli DNA’ya bagli haldedir. Ancak sicakligin artmasi
ve DNA sarmallarinin ayrilmasi ile floresan boya serbestlesmektedir.

Sekil 4.4.2’de amplikonlarin (PCR ile ¢ogaltilan DNA dizileri) kargilagtirmali
olarak denatiirasyon egrileri genotipten kaynaklanan farkli erime sicakliklarina (Tm) gore
otomatik olarak genotiplerin (GG/GT/TT) tanimlanmasini igermektedir. Bu grafik PCR
ve HRM analizleri sirasinda elde edilmektedir.

Sekil 4.4.3’de ScreenClust HRM yazilimi ile ayrintilandirilan PCR ve HRM
verilerinden elde edilen denatiirasyon egrilerine ve genotiplerin farkli erime sicakliklarina
(Tm) gore amplikonlarin normalizasyon siireci belirtilmektedir.

Sekil 4.4.4’de ise IL-23R geni i¢in Yeni Jenerasyon Dizileme teknigi ile genotipi
belirlenen bir hastanin, dizileme sonuglari ile heterozigot (GT) olarak belirlenen

rs10489630 TNP baz1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.4.3. ScreenClust HRM yazilimi ile PCR ve HRM analizi verilerinin normalize
edilmesi ile elde edilen sicakliga gore floresan boyanin miktarini belirten grafik
gosterilmektedir (Hasta 35/Deney grubu/Genotipi (GG) yabanil tip homozigot).
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Sekil 4.4.4. 1L-23R (rs10489630) tayini Kontrol Grubu/112 no’lu hastaya ait heterozigot
yabanil tip (GT) olarak Yeni Jenerasyon Dizileme analizi ile belirlenen genotip
gosterilmektedir. Ok ile TNP ve dizileme islemi sirasinda her iki baz i¢in de sinyal veren
dizileme belirtilmektedir.
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5. TARTISMA

Var olan bir¢ok deneysel ve klinik ¢aligmaya ragmen; etiyolojik olarak uyaran
ozel faktorler ile periapikal lezyonun gelismesi, idamesi ve ¢oziinmesiyle iligkili katilimct
hiicreler ve bilyime mediyatorleri tam olarak anlagiimis degildir (77). Kemik yikiminda
hiicresel bagisik yanitin ve enflamatuvar siirecin diizenlenmesinde her bir sitokinin roli
daha fazla arastirma gerektirmektedir (78). Bagisiklik cevabindan bahsederken koruyucu
ve vyikict kavramlart dikkatli tanimlanmalidir. Cunki  konak savunmasinda
mikroorganizmalarin uzaklagtirilmast i¢in rol alan aymi reaksiyonlar doku hasari ile
sonuglanabilir (49).

Enflamasyon ya da tamir mekanizmalarn ile iligkili genlerin polimorfizmi farkli
genotipte ve farkli aleller tagiyan bireylerde bagisiklik cevabinda farkliliklar gériilmesine
neden olabilir (79). Periapikal lezyonlarin olusumu tzerine farkli genotiplerin etkisini
inceleyen az sayida calisma bulunmaktadir (80, 81). Insan hastaliklarimin biiyik bir
cogunlugunun etiyolojisinde genetik bir bilegen bulunmaktadir. Hastaliga hangi genetik
faktorlerin nasil ve hangi boyutta katki sagladigi, etiyolojinin genetik temelinin
belirlenmesi ve bu bilginin kullanilmast hastaligin tan1 ve tedavisi i¢in 6nemli bulgular
icerir (82).

Genetik polimorfizmler genetik varyasyonlardir ve karmagik hastaliklarin ortaya
¢ikmasinda katkilari  olabilir (81). Bir¢cok tek nukleotid polimorfizmi hiicre
fonksiyonlarini etkilemez ancak hastaliklara yatkinliga neden olabilir ya da bireyin
ilaclara olan cevaplarini etkileyebilir (83). Bu ¢alismada; saglikli bireylerde periapikal
lezyonlarda olusan kemik yikimina genetik yatkinlik olabilir mi sorusuna cevap
bulabilmek amaciyla tedavi edilmemis derin ¢uriik kavitesi ve nekrotik pulpast olan
apikal periodontitis hastalarinin IL-17 rs542129933, IL-17R 1s562543976, IL-23
rs180825144 ve IL-23R rs10489630 gen polimorfizmleri aragtirildi.

IL-17 rs542129933, IL-17R 15562543976, 1L-23 rs180825144 ve IL23R
rs10489630 gen polimorfizmleri daha 6nce arastirlmamis oldugundan dolay: farkli
popiilasyonlarda bu TNP’lerin farkli genotiplerinin dagilimlar bilinmemektedir. [C/T]
degisimi gosteren IL-17 rs542129933 TNP’si i¢in verileri degerlendirilen 193 hastanin
(110 kadin, 83 erkek) 3’tinde TT varyasyonu, 189 hastada ise CC yabanil tip tespit edildi.
[A/G] degisimi gosteren IL-17R rs562543976 TNP’si i¢in verileri degerlendirilen 211
hastanin (120 kadin, 91 erkek) 1’inde GG varyasyonu, 206’sinda ise AA yabanil tip tespit
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edildi. [A/G] degisimi gosteren 1L-23 rs180825144 TNP’ si igin verileri degerlendirilen
203 hastanin (114 kadin,89 erkek) 2’sinde GG varyasyonu, 201 hastada ise AA yabanil
tip tespit edildi. [G/T] degisimi gosteren IL23R rs10489630 TNP’ si ise varyasyonun en
stk rastlandigr gen idi. Verileri degerlendirilen 203 hastanin (113 kadin, 90 erkek) 55’inde
yabanil tip GG genotipi, 47’ sinde TT varyasyonu, 101’inde ise TG heterozigot genotip
tespit edildi. Ancak kontrol ve deney gruplar arasinda genotipler agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi.

Periapikal hastaliklara genetik yatkinligin arastinldigt bir ¢aligmada tedavi
edilmemis derin ¢uiritklerden etkilenen ve periapikal lezyon boyutunun 3mm’den buiytuk
oldugu hastalardan aldiklart orneklerde birkag farkli sitokinin gen polimorfizmini
aragtirmiglardir. Arastiricilar IL-1B geni rs1143643 tek nukleotid polimorfizminin
periapikal lezyonun gelisimine yatkinlikta bir faktor olabilecegini belirtmislerdir (18). Bir
bagka ¢alismada yine periapikal lezyonun geligsimine yatkinligin aragtinldigi bir bagka
calismada MMP3  (matriks metalloproteinaz) rs639752 ve rs679620 gen
polimorfizmlerinin periapikal lezyon varligr ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir (84).

Bu tez calismasinda planlanan, periapikal lezyonun ve kemik yikiminin
olusumuna yatkinligin arastirtlmasi oldugu i¢in hastalarin periapikal lezyonlarinin boyutu
Olgilmedi. Panoramik radyografileri ve gerekli gorilen durumlarda periapikal
radyografileri incelenerek periapikal lezyon varligi tespit edilen hastalar ¢aligmaya dahil
edildi. Hastalarin periapikal lezyonlar degerlendirilirken PAI skorlamasina dayanilarak
inceleme yapildi ve PAI>3 olarak degerlendirilen lezyonlar ¢aligmaya dahil edildi.

Bu galigmada IL-17 rs542129933, IL-17R rs562543976, IL-23 rs180825144 ve
IL-23R 1510489630 gen polimorfizmlerinin apikal periodontitis teshisi konan saglikli
bireylerde periapikal lezyon olusmast ve kemik yikimi tzerine etkisi vardir hipotezi
kuruldu. Yapilan analizlerin sonucunda ise deney ve kontrol gruplan arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Ancak bu genlerin farkli tek nukleotid
polimorfizmleri ile farkli topluluklarda yapilacak aragtirmalar genetik farkliliklarin apikal
periodontitis tizerindeki etkilerinin er ya da geg¢ ortaya ¢ikarilmasina katki saglayacaktir.

Apikal periodontitis tizerine genetik polimorfizmin etkilerinin aragtirildigt kisith
sayida c¢aligma bulunmaktadir. Semptomatik dental apselerde farkli sitokinlerin
polimorfizmlerinin arastirildigr ¢aligmada genetik faktorlerin hastaligin gelisiminde rol
oynayabilecegi belirtilmigtir (80). Kok kanal tedavileri tamamlanan, en az bir yil
suresince takip edilen ve basari saglanamayan inat¢i apikal periodontitis vakalarinda

belirli genetik isaretlerin artan IL-1p tretimi ile iligkili olabilecegini ve bunun da inatg1
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apikal periodontitise yatkinligin artmasina katkida bulunabilecegini belirtmiglerdir (81).
Inat¢1 apikal periodontitis enfeksiyonlarin varligi tespit edilen hastalarda yapilan bir
calismada CD14 ve Toll benzeri reseptor 4 (TRL, 7oll Like Receptor) (85) ve bir baska
caligmada ise FcyRIIIA (Fc gama reseptor ii¢ A) (79) gen polimorfizmlerinin endodontik
tedavi cevabini etkilemedigi belirtilmistir. Farkli bir aragtirma ise Fcy reseptori
genlerinin polimorfizmlerinin inat¢1 enfeksiyonlarda bazi durumlarda apikal periodontitis
bulunan hastalarda endodontik cevabi etkileyebilecegini belirtmistir (86).

IL-1B rs1143634 gen polimorfizminin ortodontik tedavi sonrasi kok kanal tedavisi
yapilan eksternal apikal kok yikimi olan hastalarda genetik varyasyonlarin homozigot TT
aleli olan hastalarda wvital pulpast olan kontrol grubu dislerinden farkli oldugu
bulunmustur (87). Bir bagka ¢aligmada ise yine IL-1pB rs1143634 gen polimorfizminin
hastalarda ortodontik tedavi sonrast kok kanal tedavisi yapilan eksternal apikal kok
yikiminin geniglemesinde genetik varyasyonlarin varligina istinaden olabilecegi
belirtilmistir (88). Ayrica IL-1 reseptor antagonist geni rs419598 ve IL-1P rs1800587 geni
polimorfizmleri de ortodontik tedavi sonrast kok kanal tedavisi yapilan eksternal apikal
kok yikiminin gelismesine yatkinlikta belirleyici olarak gosterilmistir (89).

Yukarida belirtilen ¢aligmalarda TNP belirlemek i¢in kullanilan yontemlerden
farkli olarak bu ¢aligmada HRM yontemi kullanilmistir. HRM analizi ile PCR’1n ayni
reaksiyonda kullanilabilmesi, yontemin kiigiik sicaklik degisimlerine olan hassasiyeti ve
TNP belirlemede etkin bir analiz olmasi nedeniyle bu yontem tercih edildi. HRM analizi
sirasinda kullandigimiz kit ve cihaz sayesinde sicaklik PCR analizinden sonra 0.1 °C
araliklarla arttirlarak TNP’lerin bulunduklart noktalardaki ayrilma sicakliklar tespit
edildi. Apikal periodontitis etiyolojisinde genetik polimorfizmlerin etkilerini aragtirmak
amact 1ile yapilan c¢alismalarda HRM yonteminin  kullanidldigi  bir  ¢aligma
bulunmamaktadir.

Sunulan ¢alismada IL-17 rs542129933, IL-17R rs562543976, IL-23 rs180825144
ve IL23R 1510489630 gen polimorfizmleri aragtirildi. Literatiirde IL-17, ILR, IL-23 ve
IL23R polimorfizmlerinin bazi otoimmiun hastaliklarin, enflamatuvar hastaliklarin ve
kanser tiirlerinin etiyolojisinde etkisi olabilecegini belirten bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir
(17, 61, 90, 91).

Bu ¢aligmanin planlanmasi agsamasinda ve arastirma siiresince yapilan literatiir
taramalart IL-17, IL-17, IL-23 ve IL-23R gen polimorfizmlerinin apikal periodontitis
hastalarinda aragtirildig1 bir ¢alismanin var olmadigini gostermektedir. Bu genlerle

yapilan birka¢ polimorfizm c¢aligmasi ise periodontal hastaliklar agisindan genlerin
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etkilerini degerlendirmektedir. IL-17A, IL-17F ve IL-23R gen polimorfizmlerinin
siddetli periodontitisi olan hastalarda arastirildigi ¢aligmada IL-17A rs2275913 gen
polimorfizminin T aleli periodontal hastaligin yoklugu ile iliskilendirilmistir (92).
Kadkhodazadeh ve ark. (93) periimplantitis ve kronik periodontitis hastalarinda IL-17R
gen polimorfizmi ile iligkili bulamamisken, periimplantitis ve kronik periodontitisin IL-
17 ile iligkili olabilecegini 6ne sirmuslerdir (94). Ayrica kronik periodontal hastaliklarda
IL-17A ve IL-17F polimorfizmlerini inceleyen ¢alismada aragtirmacilar IL-17A geninin
bir alelini yiiksek kronik periodontitis riski ile iliskilendirmistir (95).

Apikal periodontitis hastalarinda IL-17 ve IL-17R sitokin profillerinin farkli
topluluklar ve hastaligin farkli tipleri tizerinde arastirildigi ¢aligmalar bulunmaktadir.
Colic ve ark. (77) hucre kulturt igerisinde insan periapikal lezyon orneklerindeki
monontkleer hiicrelerde Th1, Th2, Th17 hiicreleri ve Treg hiicre sitokinlerinin tretimleri
arasindaki iligkiyi aragtirdiklarn ve lezyon 6rneklerinin klinik belirtileri ile baglantilarini
degerlendirmislerdir. Buna gore semptomatik lezyonlarda asemptomatik lezyonlara gore
yiksek IL-17 tretiminin yiksek oranda nétrofil varligi arasinda pozitif bir baginti
oldugunu tespit etmislerdir. IL-17RA eksikligi olusturulan farelerde IL-17 cevabi
tamamen kaldinldiginda Porphyromanas gingivalis ile indiiklenen periodontal
enfeksiyonda kemik yikimimin arttigi ve genisledigi gozlenmistir (96). Siganlarda
periapikal lezyon olusturularak yapilan bir bagka hayvan ¢alismasinda 0, 7, 14, 21 ve 28.
gunlerde hiicresel olarak incelenen periapikal lezyon bolgelerinde Th17 hiicreleri lezyon
olusumunun her sathasinda tespit edilmig ve sayilarinin lezyonun genisleme siiresince
arttig bildirilmistir (8). Yine siganlarda yapilan bir ¢alismada Th17 ile ilgili sitokinlerin
periapikal kemik yikiminin baglangicinda birincil katilimcilar olabilecekleri belirtilirken
(97), bir diger calismada aragtiricilar siganlarin alt molar diglerinde olusturduklar
periapikal lezyonlarda bulduklart IL-17" T ve FoxP3" Treg hiicre dinamiklerindeki
dengesizligin periapikal lezyonlarin ilerlemesinde Onemli rol oynayabilecegini
belirtmislerdir (47). Inat¢1 endodontik enfeksiyonlarda yapilan sitokin analizinde ise artan
IFN-y (interferon), IL-17A, TNF-a ve MCP-1"in (monosit kemotaktik protein-1) mRNA
(mesajc1 ribonukleik asit) degerleri bulunmus ve bu enfeksiyonlarda proenflamatuar
sitokin profilinin baskin oldugunu 6ne siirmiislerdir (7). Insan periapikal kist ve periapikal
granilom orneklerinin histolojik yapilarint ve sitokin, kemokin profilini aragtirdiklari
caligmalarinda arastiricilar fistiil varligi olan 6rneklerde IL.-17 ifadesini anlamli derecede
yitksek olarak bulmuslardir (78).

IL-17, yapilan insan ve hayvan g¢alismalarinda periapikal lezyonlardaki varlig
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tespit edilmis (7, 8, 47, 77, 78, 97), doku yikimi ve kronik enflamasyon ile karakterize
edilen romatoid artrit (98) gibi otoimmiin hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayan ve
bakteriyel enfeksiyonlarda (91) onemli olan bir sitokindir. Tim bu nedenlerle IL-17
geninin apikal periodontitis etiyolojisinde 6nemi bu ¢aligmada aragtirildi. IL-23 ise Th17
hiicrelerinin farklilagmasindaki 6nemi ve Th17 hiicrelerinden IL-17 salgilanmasini tesvik
etmesi nedeniyle sunulan ¢alismada arastirildi (49). Bu sitokinlerin baglandiklari
reseptorlerin aragtirilmast ayrica onemliydi. Cunki sitokinler fonksiyonlarini kendi
spesifik reseptorlerine baglanarak gergeklestiren protein molekilleridir (31).

de Oliveira ve ark. periapikal lezyonun olusma mekanizmasina dahil olan farkli
sitokinler tizerinde ¢aligmiglardir. IL-22 eksikligi olusturulan farelerde yapilan ¢aligmada
arastiricilar oral mikrobiyal profilin farklilagtigini ve 6 bakteriyel turin (Actinomyces
naeslundii, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus sobrinus, Veillonella parvula,
Streptococcus anginosus, Provotella intermedia) varliginda anlamli farklilik oldugunu
tespit etmiglerdir. Periapikal lezyon olusumunu ve gelisimini takip ettikleri 42 giin
icerisinde IL-22 eksik olan farelerde deneysel stirecin sonunda daha kugiik periapikal
lezyon ve daha diisiik miktarda osteoklast varligi oldugunu tespit etmiglerdir (99).

Farelerde IL-6 eksikligi olusturan aragtiricilar molar pulpa ekspozundan sonraki
1,2, 3, 4 ve 8. haftalarda periapikal lezyon alanlarini incelemislerdir. IL-6 eksikligi olan
farelerde daha buytk periapikal lezyonlarin daha hizli gelistigini ve IL-6 eksikliginin
periapikal lezyonun gelisimini tegvik ettigini belirtmislerdir (100).

Bir bagka havan ¢aligmasinda arastiricilar kemik yikict ve diizenleyici sitokinleri
farelerde olusturduklar periapikal enflamasyon bolgesinde incelemisglerdir. Arastiricilar
7, 14 ve 28. gunlerde inceledikleri periapikal enflamasyon bolgesinde sitokin aginin
bakteriyel enfeksiyona cevap olarak aktive edildigi ve Th-1 tip sitokinlerin (IL-2, IL-12,
IFN-y) artisini tespit etmiglerdir. Arasgtirmalart sonucunda periapikal kemik yikimi
suresince Th-1 hiicreleri tarafindan diizenlenen proenflamatuvar yolun daha baskin
olabilecegini bildirmislerdir (101).

Siganlarda olusturulan periapikal lezyon bolgesindeki proteinleri inceleyen bir
caligmada arastiricilar bir kemokin olan Fraktalkine (CX3CL1) ve reseptoriiniin
(CX3CR1) (102) bir diger caligmada ise (103) MMP-8 ve MMP-13 kemokinlerinin
varliklarint incelemiglerdir. Arastiricilar bu kemokinlerin ve proteinlerin periapikal
lezyonun gelisimi ile iligkili olduklarini ve belki bu kemokin ve reseptoriintin periapikal
enflamasyon siiresince kemik yikiminin da ig¢inde oldugu doku yikiminin ilerlemesine

karisabilecegini iddia etmislerdir.
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Nekrotik pulpa teshisi konan ve akut periapikal belirtisi olmayan 20 hastadan, ilk
seansta kok kanal sekillendirme ve temizleme sonrasi ve 7 giin sonra ikinci seansta 6rnek
alarak periapikal dokulardaki Alfa-2 integrin ve Ist Soku (Heat Shock) proteininin
ifadesini ve proenflamatuvar ve immunoregulator sitokin cevap profilini incelemislerdir.
Bakterilerin azaldigi ikinci seans ¢rneklerinde daha diisik TNF-a, kemokin ligandi 5
(CCL5), MP2/MCP-1 ve IL-18 seviyelerinin anlamli derecede daha diisiikk oldugunu
tespit etmislerdir (37).

Martinho ve ark. (104) endodontik enfeksiyon kaynakl: apikal periodontitis teshisi
konan 21 hastadan ornek alarak, hastalarin radyografik olarak belirlenen periapikal
lezyonlarinin  boyutu, eksuda wvarligi, palpasyonda agri, perkiisyonda hassasiyet
belirtilerini kaydederek sitokin profili degerlendirmistir. Bu ¢aligsmada artan periapikal
lezyon boyutu ve eksuda varligi ile TNF-a ve IL-16 arasinda pozitif bir iligki oldugunu
tespit etmiglerdir.

Inatg1 periapikal enflamasyonu olan hastalarin dislerinin periapikal bolgesinden
aldiklarnn orneklerde interferon-gama (INF-y), TNF-o, IL-17A ve MCP-1 mRNA
ifadelerinin anlamli derecede arttigin1 gostermislerdir. Bunun yaninda ise IL-1B
ifadesinde farklilik olmadigini tespit eden arastiricilar endodontik enfeksiyonun farkli
turlerinde baskin olan proenflamatuvar profilin de degisebilecegini belirtmislerdir (7).

de Oliveira ve ark. radikuler kist, periapikal graniilom teshisi konan hastalardan
alinan orneklerde ise bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan uretilen Galektin-3 ve
Galektin-9 proteinlerinin ve TLR-2 ve TLR-4’iin ifadesini incelemiglerdir. Arastiricilar
bu proteinlerin ve reseptorlerin kist ve graniilomlarda periapikal enflamasyonun
etkinlestirilmesi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir (105).

Hastalarin periapikal lezyonlarindan alinan 6rneklerde proenflamatuvar sitokin
profilini inceleyen Gazivoda ve ark. semptomatik lezyonlarda asemptomatik lezyonlara
kiyasla daha yuksek oranda grantilosit ve daha yiiksek seviyelerde IL-1, IL-6 ve IL-8
salgilandigint  belirtmiglerdir. Calismada genis boyuttaki lezyonlarda daha kiigik
lezyonlara kiyasla ise daha disiik mononiikleer fagositoz, yiiksek oranlarda CD8" T
hiicreleri ve yiiksek seviyelerde TNF-a, IL-6 ve IL-10 salgilandig: belirtilmistir (106).
Colic ve ark. bir bagka ¢alismada periapikal lezyon 6rneklerinde IL-12 ve IFN-y arasinda
ve ayn1 zamanda IL-12 ve IL-10 arasinda pozitif bagintt oldugunu tespit etmiglerdir.
Farkli antijen-sunan hiicreler tarafindan IL-10 ve IL-12 uretimi arasinda iyi bir denge
oldugunu ve IFN-y aracilig1 ile bu dengenin periapikal lezyonlarda kronik enflamasyonun

izledigi yolu kontrol edebilecegini dusinmiislerdir (107).
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Apikal periodontitis hakkinda yapilan polimorfizm ¢aligmalarinda aragtirmaya
dahil olan kadin ve erkek hastalarin sayilarini belirtseler dahi cinsiyetler arasinda yapilan
herhangi bir kiyaslamadan bahsetmemektedir (18, 84). Bu ¢alismaya katilan kadin ve
erkek hastalar kendi aralarinda ve birbirleri ile kiyaslandiginda cinsiyetler arasinda
anlaml1 bir farklilik olmadigi tespit edildi.

Bu arastirmada ¢enelerin yaygin bir hastaligi olan apikal periodontitisin karmagik
etiyolojisi iizerinde konak savunmalarindaki farkliliklarin etkisine bakild1. Literaturde IL-
17, IL-17R, IL-23 ve IL-23R genlerinin ozellikle enflamatuvar siiregte belirtilen
etkilerinin apikal periodontitiste konak savunmalart arasinda olusabilecek farkliliklarin
arastirilmasi 6nemli idi. Bu ¢alisma ile IL-17 rs542129933, IL-17R 1s562543976, 1L.-23
rs180825144 ve IL23R 1510489630 gen polimorfizmlerinin apikal periodontitis
etiyolojisinde konak savunmasi agisindan bir farklilik yaratmadig tespit edildi.

Insan genomunda yaklasik her 500-1000 bazda bir rastlanabilen (83) tek niikleotid
polimorfizmleri hastaliklarin olusumu, gelismesi ve bu hastaliklara kars1 gelistirilecek
olan tedavilerin daha etkili olabilmesinde katki saglayabilecek genis ve arastirilmasi

gereken bir alandir.
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6. SONUC VE ONERILER

IL-17 1s542129933, IL-17R rs562543976, 1L-23 rs180825144 ve IL23R
rs10489630 gen polimorfizmlerinin apikal periodontitis periapikal lezyon alanlarinda
kemik yikimi olugmasi tizerine etkisi olmadig tespit edilmigtir. Sunulan bu ¢aligma IL-
17, IL-17R, IL-23 ve IL-23R genleri ile yapilan, apikal periodontitis hastalarinda
periapikal lezyon alanlarinda kemik yikimi olugmasi tizerine gen polimorfizmlerinin
etkilerinin aragtirlldigr ilk calismadir. Aragtirilan tek niikleotid polimorfizmlerinin
genotiplerinin sikliklar farkli toplumlarda da belirlenmemistir.

IL-17 ve IL-23 genleri ile ilgili var olan literatiir artmaktadir. Aragtirmalar bu
sitokinlerin ve genlerinin, ozellikle otoimmiin ve enflamatuvar mekanizmalardaki
roliiniin 6nemi uzerinde durmaktadir. Apikal periodontitis etiyolojisine katilan bu
sitokinler, baglandiklari spesifik reseptorler ve genleri ile ilgili daha fazla aragtirma
yapilmast gerekli ve 6nemlidir.

Ayrica, sunulan ¢aligmada IL23R rs10489630 tek nuikleotid polimorfizmi i¢in
belirlenen genotiplerde IL-17 rs542129933, IL-17R rs562543976, 1L-23 rs180825144
genleri tek niikleotid polimorfizmlerine oranla daha yitksek sayida varyasyon tespit
edildi. Bu durum, daha farkli popuilasyonlarda yapilacak ¢aligmalar ile elde edilebilecek
farkli bulgular olabilecegini isaret etmekte ve calisilan genler ile ilgili daha fazla

aragtirma yapilmasinin gerekliligi konusundaki diisiincelerimizi desteklemektedir.
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