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Sigara Icen ve Icmeyen Kronik Periodontitisli Bireylerde Nétrofil Hiicre Disi

Tuzak Olusumunun Degerlendirilmesi

Periodontitis periodontal dokularin kaybiyla sonuglanan, dental plak ile iliskili en-
flamatuvar bir hastaliktir. Enflamasyon sirasinda polimorfoniikleer 16kositler (PMN)
ilk yanitt olugturmaktadir; ancak nétrofil varligi her zaman koruyucu degildir. N6tro-
fil homeostazinin bozuldugu birgok durumda periodontal saglik olumsuz etkilen-
mektedir. 2004 yilinda, nétrofillerin hiicre dis1 ortama ag benzeri yapilar salgiladig
kesfedilmistir. Bu yapilar ‘nétrofil hiicre dis1 tuzak® (NET) olarak adlandirilmistir.
NET’ler yapisal komponenti deoksiriboniikleik asit (DNA) olan ve iizerinde nétrofil
elastaz (NE), myeloperoksidaz (MPO), jelatinaz gibi antimikrobiyal proteinler
tasiyan ags1 yapilardir. Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz
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tarafindan reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretilmesi NET olusumunu baglatan anahtar

basamaktir.

Sigara, periodontitis igin bir risk faktorii olarak tanimlanmistir ve periodontal
doku hasarini arttirmaktadir. Bununla birlikte, hem NET i¢in temel kabul edilen, hem
de doku hasar1 patogenezinde rol oynayan ROT iiretimi Sigara i¢cen periodontitisli
bireylerde artmaktadir. Artmis ROT firetiminden dolayi, sigara icen periodontitisli
bireylerde NET miktarinin sigara igmeyen periodontitisli bireylere kiyasla daha
yiiksek olacagi diisiiniilmiistiir. Calismamizda, sigara igen ve igmeyen periodontitisli

bireylerde NET miktarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu amagla ¢aligmaya 21 birey dahil edilmistir [sigara igmeyen ve periodontal
olarak saglikli (S-P-) 7 birey, sigara icmeyen ve periodontitisli (S-P+) 7 birey, sigara
icen ve periodontitisli (S+P+) 7 birey]. Periodontal muayeneleri yapilan bireylerin
plak indeksi (Pi), gingival indeks (Gi), sondlama derinligi (SD) ve klinik atagman
seviyesi (KAS) kaydedilmistir. Katilimcilardan izole edilen periferal notrofiller, NET
olusumunu saglamak amaciyla forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ile aktive
edilmistir. Aktivasyon sonucunda olusan NET miktar1 fluorometre cihazi ile nice-

liksel olarak olgiilmiistiir.

Pi, Gi, SD ve KAS, S-P- grupta istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiiktiir
(p=0,001; p=<0,001; p=0,003; p=<0,001). PMN sayis1 S+P+ grup ile
karsilastirildiginda S-P- grupta diisiiktiir; ancak bu fark istatistiksel olarak sinirda
bulunmustur (p=0,05). NET miktari, S+P+ grupta en yiiksek bulunmustur. NET
miktar1 acgisindan, S+P+ grup ve S-P- grup karsilastirildiginda, fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0,008); ancak S-P+ ve S+P+ gruplar arasindaki farkistatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05). NET miktar1 ile Pi, Gi ve SD arasinda orta diizey-
de; KAS ile arasinda yiiksek diizeyde pozitif iliski bulunmustur (r=0,67; r=0,696;
r=0,533; r=0,792).

Sonug olarak, S+P+ grupta NET miktar1 daha yiiksek bulunmasina ragmen, S-P+
ve S+P+ gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir. Periodonti-
tisli bireylerde sigara igmenin NET olusumu iizerine etkisini arastiran daha fazla

caligmaya ihtiyac vardir.
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Anahtar Sozciikler: NETozis, notrofil hiicre dis1 tuzak, Noétrofil, periodontitis, siga-

ra
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SUMMARY

Evaluation of Neutrophil Extracellular Trap Formation on Smoker and Non-

smoker Subjects with Periodontitis

Periodontitis is an inflammatory disease that is associated with dental plaque which
results in loss of periodontal tissue. In the initial inflammation, polymorphonuclear
leukocytes (PMNs) are the first responders; however the existence of neutrophils is
not always protective. In many occasions of malfunctions in neutrophil homeostasis,
periodontal health has been affected adversely. In 2004, it has been discovered that
neutrophils release web like structures to extracellular matrix. These structures are
named by ‘neutrophil extracellular trap” (NET). Structural component of NET is de-
oxyribonucleic acid (DNA) and antimicrobial proteins as neutrophil elastase (NE),
myeloperoxydase (MPO), gelatinase co-localize into web like structure. Key step on
NET formation is reactive oxygen species (ROS) production by nicotinamide ade-

nine dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase.

Smoking is a risk factor for periodontitis and increases damage on periodontal
tissue. Meanwhile ROS which is essential for NET and plays role in pathogenesis of
tissue damage, is increased in smokers. Because of the increased ROS production, in
smokers with periodontitis expected to product higher levels NET than non-smokers
with periodontitis. In this study, we aimed to evaluate NET in smoker and non-

smoker periodontitis patients.

21 subjects [non-smokers and periodontally healthy (S-P-) 7 people, non-
smokers with periodontitis (S-P+) 7 people, smokers with periodontitis (S+P+) 7
people] are included in this study. Plaque index (PI), gingival index (Gl), probing
depth (PD) and clinical attachment level (CAL) parameters of subjects have been
recorded. The peripheral neutrophils isolated from the subjects have been activated
by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) to induce NET formation. NET formed

after the activation counted with the fluorometer.

In the S-P- group PI, GI, PD and CAL values are found statistically significant
low (p=0,001; p=<0,001; p=0,003; p=<0,001). When compared to S+P+ group PMN
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counts found low but this difference is statistically on board (p=0,05). When com-
pared NET count values, it was highest in the S+P+ group. When S-P- group and
S+P+ group are compared, this difference is statistically significant (p=0,003); but in
between S-P+ and S+P+ groups, the difference is not statistically significant
(p>0,05). NET count with PI, GlI, PD, there is mild positive; with CAL strong posi-

tive relation has been found.

As a result, even the S+P+ group NET count has been found higher, the differ-
ence of S-P+ and S+P+ groups is not statistically significant. There is need more

researches about smoking effect on NET formation in patients with periodontitis.

Key Words: NETosis, neutrophil extracellular trap, neutrophil, periodontitis, smok-

ing
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1. GIRIS

1.1. Periodontal Hastalik

1.1.1. Periodontal Hastalik Tanimu ve Prevalansi

Periodontitis, dental biyofilm ile iliskili kronik, multifaktoryel, enflamatuvar bir has-
taliktir ve disi destekleyen yapilarda ilerleyici yikimla karakterizedir. Temel 6zelligi,
periodontal cep ve diseti kanamas1 varliginda klinik atagman kaybi1 (KAK) ve radyo-
grafik olarak alveoler kemik kayb1 ile kendini gosteren, periodontal destek dokularin
kaybidir. Periodontitis dis kaybina, ¢igneme fonksiyonunda olumsuz etkilere ve es-
tetigin bozulmasina sebep olabilmektedir. Bu yiizden biiyiik bir halk sagligi sorunu
olarak kabul edilmektedir (Papapanou ve Sanz 2017).

Periodontitisin diinya capindaki prevalansi yetiskin popiilasyonda %10-15
olmakla birlikte, bu oran zayif oral hijyene sahip gelismemis veya gelismekte olan
tilkelerde daha fazladir (Petersen ve Ogawa 2005). Siddetli periodontitis, insanlik
acisindan en sik karsilasilan altinci hastaliktir (Kassebaum ve Bernabe 2014).
Ulkemizde, 35-44 yas arasindaki bireylerin %43’iinde, 65 yas Ve iistiindeki bireylerin
ise %91’inde 3 mm ve daha fazla atagman kayb1 gozlenmistir (llhan ve ark. 2017).

1.1.2. Periodontal Hastalik Teshisi

Periodontitis, mine-sement birlesimini referans kabul ederek dislerin standardize
edilmis bir periodontal sond yardimiyla ¢evresel olarak degerlendirilmesi sonucu
KAK olgtimii ile teshis edilmektedir (Tonetti ve Greenwell 2018). Kronik periodonti-
tis, periodontitisin en sik karsilagilan formudur ve genel olarak enflamatuvar has-
taligin yavas ilerlemesiyle karakterizedir. Ancak, konak immiin yaniti modifiye ede-
bilen sistemik ve cevresel risk faktorleri ile iliskili olarak periodontal yikim hizli

ilerleyebilmektedir. Periodontal cep olusumu, diseti ¢ekilmesi veya her ikisi ile



birlikte goriilen atagman kaybi periodontitis igin karakteristiktir (Hinrics ve Kotsakis
2015).

Tedavi edilmemis kronik periodontitisli hastalarda goézlenen klinik bulgular
sunlardir (Dommisch ve Kebchull 2015);

-Supragingival ve subgingival plak ve distasi
-Disetinde 6dem, kizariklik ve piirtiikliiliik kaybi
-Degismis diseti kenarlar1

-Cep olusumu

-Sondlamada kanama

-Atagman kaybi

-Kemik kaybi

-Kok furkasyon tutulumu

-Artmig dis mobilitesi

-Dis pozisyonunda degisim

-Dis kayb1

1.1.3. Periodontal Hastaliklarin Simiflandirmasi

19 yildir kullanilan ‘1999 International Workshop for Classification of Periodontal
Diseases and Conditions’ siniflandirmasina gore, periodontitis kronik, agresif (loka-
lize ve generalize), nekrotizan ve sistemik hastaliklarin belirtisi olarak periodontitis

olmak tizere 4 baslik altinda stmiflandirilmstir.

2017 Diinya Calistayi’nda, bu siniflandirma hastaligin patofizyolojisine uygun
bir sekilde revize edilerek periodontitisin ii¢ formu tanimlanmustir: nekrotizan perio-
dontitis, sistemik hastaliklarin belirtisi olarak periodontitis ve daha o6nceden
“agresif”> ve “kronik’’ olarak tanimlanan periodontitis formlari “periodontitis’’
olarak tek kategori altinda toplanmistir. Revizyon siireci sonunda, zamanla ortaya
cikabilecek yeni kanitlara adapte olabilecek, ¢ok boyutlu evreleme ve de-

recelendirme sistemine dayanan bir smiflandirma itizerinde karara varilmustir.



Evreleme biiyiik oranda hastaligin siddetine ve tedavinin karmasikligina baglidir.
Derecelendirme ise hastaligin ge¢misi, hastaligin ilerleyisi igin risk degerlendirmesi,
tedavinin olabilecek yetersiz sonuglart ve hastalik veya tedavinin genel sagligi
olumsuz etkileyebilecek riskleri gibi hastaligin biyolojik o6zellikleri ile ilgili bilgi
vermektedir. Evreleme dort kategoriyi icermektedir (evre I’den 1V’e kadar). Evre,
klinik atagman kaybi, kemik kaybinin miktar1 ve yiizdesi, sondlama derinligi, agisal
kemik defektlerinin varligi ve siddeti, furkasyon tutulumu, dis mobilitesi ve perio-
dontitise baglh dis kayb1 gibi degiskenlere bakilarak belirlenmektedir (Papapanou ve
Sanz 2018, Needleman ve Garcia 2018, Tonetti ve Greenwell 2018).

Tonetti ve ark. (2018) tarafindan yapilan yeni siniflandirmaya gore;

Evre | periodontitis, baslangi¢ periodontitis, gingivitis ve periodontitis arasinda-
ki sinir olarak kabul edilmektedir ve atagman kaybinin ilk evresidir. Bu nedenle, evre
I periodontitisli hastalarda diseti enflamasyonu ve disbiyotik biyofilmin devam et-
mesine yanit olarak periodontitis gelismistir. Ancak, periodontitis teshisinde altin
standart olarak kabul edilen periodontal sondlama, erken klinik atagman kaybini be-
lirlemede yetersiz kalabilmektedir. Tikiiriik biyobelirteglerinin degerlendirilmesinin
ve/veya yeni goriintiileme tekniklerinin evre | periodontitisin erken teshis edilmesine
olanak saglayabilecegi onerilmistir. Kaybin en ¢ok oldugu bolgede interdental KAK
1-2 mm’dir. Koronal ti¢liidde %15’i gegmeyen radyografik kemik kaybi1 vardir. Perio-
dontitis sebebiyle kaybedilmis dis yoktur. Maksimum sondlama derinligi 4 mm veya

daha azdir. Genellikle horizontal kemik kaybi mevcuttur.

Evre Il periodontitis, orta siddette periodontitis, dikkatli bir klinik muayene ile
belirlenen periodontitisin dis desteginde neden oldugu hasarlarin gorildigia yer-
lesmis periodontitisi temsil etmektedir. Bu evrede, tedavi pek ¢ok vakaya gore basit
olsa da, evre Il hastanin standart tedaviye verdigi yaniti dikkatli degerlendirmek
onemlidir. Hastaligin derecesi ve hastanin tedaviye verdigi yanita gore daha ileri
tedaviler diistiniilmelidir. Kaybin en ¢ok oldugu bolgede interdental KAK 3-4
mm’dir. Koronal tigliide %15-33 arasinda radyografik kemik kaybi vardir. Periodon-
titis sebebiyle kaybedilmis dis yoktur. Maksimum sondlama derinligi 5 mm veya

daha azdir. Genellikle horizontal kemik kaybi1 mevcuttur.



Evre 111 periodontitis, daha fazla dis kayb1 icin potansiyel tasiyan siddetli perio-
dontitis, atagmanda belirgin bir kayip s6z konusudur, tedavi edilmezse dis
kaybedilebilmektedir. Bu evre, kokiin orta Ugliisiine ilerlemis derin periodontal
lezyonlarla karakterizedir. Kaybin en ¢ok oldugu bolgede interdental KAK 5 mm
veya daha fazladir. Kokiin orta veya apikal tigliisiine uzanan radyografik kemik kaybi
vardir. Periodontitis sebebiyle en ¢cok 4 dis kaybedilmistir. Sondlama derinligi 6 mm
veya daha fazladir. 3 mm veya daha fazla vertikal kemik kayb1 vardir. Il. veya IlI.

derece furkasyon tutulumu ve orta derece kret defekti mevcuttur.

Evre IV periodontitis, bu evrede periodontal destek dokuda ciddi hasar
olusmustur. Bu durum siklikla dis ve c¢igneme fonksiyonunun kaybina neden
olmaktadir. Periodontitis kontrol altina alinmaz ve yeterli tedavi uygulanmaz ise
dentisyonun kaybedilme riski vardir. Bu evre kokiin apikal tgliisiine ilerlemis derin
periodontal lezyonlarla veya ¢oklu dis kayiplariyla karakterizedir. Kaybin en ¢ok
oldugu bolgede interdental KAK 5 mm veya daha fazladir. Kokiin orta veya apikal
tigliisiine uzanan radyografik kemik kaybi vardir. Periodontitis sebebiyle en az 5 dis
kaybedilmistir. Hastalarin ¢igneme fonksiyonunun kaybi, sekonder okluzal travma,

siddetli kret defekti gibi nedenlerden dolay1 kapsamli tedaviye ihtiyaci vardir.

Ancak evrelerden bagimsiz olarak, periodontitis ilerleyisi kisiden Kkisiye
farklilik gosterebilmektedir. Bazi hastalarda tedaviye verilen yanit iyi olmaya-
bilmekte ve genel saglig: etkileyebilmektedir. Sigara igme veya diyabetin metabolik
kontrolii gibi tanimlanmug risk faktorleri periodontitisin ilerleme oranini etkilemekte
ve periodontitisin bir evreden digerine gegisini arttirabilmektedir. Derecelendirme tig
seviyeden olusmaktadir (derece A-hastalik ilerleyisi igin diistik risk, derece B-orta
risk, derece C-yiiksek risk) ve periodontitis ilerleyisine ek olarak genel saglik, sigara
igme ve diyabette metabolik kontrol gibi diger maruziyetleri de kapsamaktadir. Bun-
dan dolay, derecelendirme hastaligin kapsamli tedavisi icin oldukga kritik olan hasta
ile iligkili faktorlerin teshise dahil edilmesi icin klinisyene olanak tanimaktadir. Has-
tada hastalik ilerleyisini arttiran veya tedaviye yanit1 azaltan risk faktorleri varsa, risk
faktoriine ait bilgiler hastaligin gelecek donemdeki prognozunu tahmin etmek igin
kullanilabilmektedir. Bu nedenle, risk faktorii varliginda derece skoru yiiksek bir
degere tasinmalidir (Tonetti ve ark 2018) (Tablo 1.1).



Tablo 1.1. Periodontitisin evre ve derecelendirmesi

En ¢ok kayip olan 1-2mm 3-4mm >5mm >5mm
bolgede
interdental KAK
Siddet Radyografik kemik kayb1 Koronal tiglii Koronal tglii | Kokiin Kokiin orta
(<%15) (%15-33) ortaveya | veya apikal
apikal igliisiine
t¢liisiine uzanmigtir
uzanmigtir
Dis kayb1 Periodontitis Periodontitis | Periodon- | Periodontitis
sebebiyle dis kayb1 | sebebiyle dis | titis sebeb- | sebebiyle dis
yok kayb1 yok iyle dis kayb1 >5
kayb1
<4
Lokal Maximum Maximum Evre I’ ye | Evre III’ ye ek
sondlama derinligi | sondlama ek olarak; | olarak;
<4 mm derinligi <5
mm Sondlama | Kompleks
Cogunlukla hori- derinligi>6 | tedavi ihtiyaci
zontal kemik kayb: | Cogunlukla mm vardir:
horizontal -Cigneme
Komplekslik kemik kayb1 Vertikal disfonksiyonu
kemik -Sekonder
kayb1 > okluzal travma
3mm (dis mobilitesi
>2)
Furkasyon | -Siddetli kret
tutulumu defekti
Ilveya Ill | -Isirmada
kollaps, kay-
Orta ma, agilma,
derecede -20 ve daha az
kret defek- | dis
ti
Siddet ve Evreye ek olarak tanimlayicilar Her evre igin,
dagilim lokalize (dis
tutulumu <%30),
generalize, mo-
lar/kesici tanimla-
malari yapila-
bilmektedir.
Primer kriter flerleyisin direkt Uzun dénemli veri | 5 yildan fazla | 5 yildan 5 yildan fazla
kanitt (radyografik kemik | siire kayip yok | fazla siire | siire
kayb1 veya KAK) <2mm >2 mm
flerleyisin indirekt | % olarak kemik <0.25 0.25-1.0 >1.0
kanit1 kaybi/yas
Hasta fenotipi Fazla Biyofilm Biyofilmden
miktarda miktar ile | beklenenden
biyofilm ve orantilt daha fazla
diisiik se- yikim yikim; has-
viyede yikim taligin hizl
ilerleyisi
velveya erken
baglangici




Risk faktorleri Sigara igme Sigara igmey- | <10siga- | >10 sigara/giin
enler ra/giin sigara igenler
Sigara
Dereceyi modifiye edenler icenler
Diyabet Normoglisemi | Diyabetli Diyabetli
k/ diyabet hastalarda | hastalarda
teshisi yok HbAlc HbAlc >
<%7.0 %7.0
Periodontitisin sistemik Enflamatuvar yiik Yiiksek duyarlikli | <1 mg/L 1-3mg/L | >3 mg/L
etkisinin riski CRP (hsCRP)

Derece A, uzun donem verilere gore, 5 yildan fazla zaman diliminde radyografik
kemik kayb1 veya KAK yoktur. Kemik kayb1 yiizdesinin yasa orani 0.25’ten azdir.
Fazla miktarda biyofilm ile diisiik seviyede yikim s6z konusudur. Sigara igmeyen ve
normoglisemik, diyabet 6ykiisii olmayan bireylerdir. Yiiksek duyarlikli C reaktif
protein (hsCRP) seviyesi 1mg/L’den azdir.

Derece B, uzun donem verilere gore, 5 yildan fazla zaman diliminde 2 mm’den
az radyografik kemik kaybi veya KAK goriilmektedir. Kemik kaybi yiizdesinin yasa
orani 0.25-1.0 arasindadir. Biyofilm miktari ile yikim uyum igindedir. Bireyler giinde
10 sigaradan daha az sigara i¢mektedir. Diyabetli hastalarda HbAlc %7’den
diisiiktiir. hsCRP seviyesi 1-3mg/L arasindadir.

Derece C, uzun donem verilere gore, 5 yildan fazla zaman diliminde radyo-
grafik kemik kaybi veya KAK 2 mm ve iizerindedir. Kemik kaybi yiizdesinin yasa
orani 1’den fazladir. Yikim beklenenden fazladir; spesifik klinik durum hizli ilerle-
meye ve/veya erken baslayan hastaliga isaret etmektedir. Bireyler giinde 10 veya
daha fazla sigara igmektedir. Diyabetli hastalarda HbAlc %7 veya daha fazladir.
hsCRP seviyesi 3 mg/L’den fazladir (Tonetti ve ark. 2018).



1.1.4. Periodontal Hastahk Histopatolojisi

Periodontitis dental biyofilmdeki mikroorganizmalardan kaynaklanan ve perio-
dontal ligament ve alveoler kemik gibi disin destekleyici dokularmin progresif
yikimina neden olan enflamatuvar bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Hinrics ve
Kotsakis 2015). Periodontal saglik durumunda plagin bakteriyel kompozisyonu ve
disetindeki immiin-enflamatuvar yanit arasinda denge vardir; ancak konak yanitinin
veya konak ve bakteri arasindaki dengenin bozulmasi ile iliskili olarak periodontal
saglik bozulmaktadir. Enflamasyon durumunda gingival dokular mikroskop altinda
incelendiginde 6zellikle notrofillerin, makrofajlarin, plazma hiicrelerinin ve lenfosit-
lerin bag dokusuna infiltre oldugu goriilmiistiir. Arastirmalar dental plak akiimiila-
syonuna kars1 gelisen enflamatuvar cevapta spektrum oldugunu gostermistir. Bazi
bireylerde minimal bir enflamasyon gelisirken, bazi bireylerde enflamasyon daha
belirgindir. Bu gozlemler, disetindeki enflamatuvar durum agisindan bireyler arasin-
da konak yanitinda meydana gelen varyasyonlarin 6nemini gostermektedir. Konagin
immiin-enflamatuvar yanit1 bireylerin periodontitis patogenezini belirlemek igin
temeldir (Preshaw ve ark. 2015).

Page ve Schroeder (1976), gingival dokularda goriilen histolojik degisimleri
gostermistir. Buna gore, subgingival biyofilmin bir sonucu olarak, disetinde diisiik
dereceli kronik enflamatuvar cevap vardir. ‘Baslangi¢ lezyonu’ olarak adlandirilan
ilk evrede 2-4 giinliikk plaga cevap olarak gelisen disiik dereceli enflamasyon, da-
marsal agin dilatasyonu ve gecirgenligin artisiyla Karakterizedir. Boylece diseti
sulkusundaki bakteriyel iriinlerin meydana getirdigi kemotaktik uyarilar sonucu
notrofiller ve monositler diseti damarlarindan diseti bag dokusuna goc etmektedir.
Bu siirecte adezyon molekiillerinin up-regiilasyonu nétrofillerin kapiller alandan bag

dokusuna gogiini kolaylastirmaktadir.

Gingivitisin ‘erken lezyonu’ plak akiimiilasyonundan yaklasik 1 hafta sonra
goriilmektedir. Diseti kapiller proliferasyon ve devam eden vazodilatasyona bagli
olarak eritamatoz goriinmektedir. Damarsal gegirgenligin artigi diseti olugu sivisi

(DOS) akisini1 ve dolayisiyla nétrofillerin sulkuler alana gegisini arttirmaktadir. Bu



evrelerde predominant infiltre hiicre tipi natrofillerdir. Notrofiller dokulardan
sulkusa gog¢ etmekte ve bakteriyi fagosite etmektedir.

Gingivitisin ‘yerlesmis lezyonu’ ise klinisyenler tarafindan ‘kronik gingivitis’
olarak adlandirilmaktadir. Erken lezyonun yerlesmis lezyona ilerleyisi plagin
kompozisyon ve miktarinin yani sira konagin duyarlilign ve risk faktorlerine (lo-
kal/sistemik) baglidir (Sekil 1.1). Tiim ¢aligsmalar yerlesmis gingivitiste enflame bag
dokusunun, enflamatuvar hiicreler tarafindan isgal edildigini acik olarak
gostermektedir. Bu enflamatuvar hiicrelerin biiyiikk ¢ogunlugu, birlesim ve sulkus
epiteline komsu alanda, kan damarlarinin gevresinde ve kollajen lif demetleri arasin-
da gosterilmistir. Notrofiller dokular iginde birikmekte ve lizozomal igeriklerini
hiicre dig1 ortama salmaktadir. Bu durum ileride doku yikimina neden olmaktadir.
Diger yandan, notrofiller matriks metalloproteinaz-8 (MMP-8; nétrofil kollejenaz) ve
MMP-9 (jelatinaz B)’un major kaynagidir. Bu enzimler, nétrofillerin siki kollajen
lifler arasindan sulkusa gog ettigi sirada, enflame diseti dokularinda biiyiik
miktarlarda tiretilmektedir. Birlesim epiteli ve sulkuler epitel, dis ylizeyine tutunma-
yan cep epitelini olusturmaktadir ve biiylik oranda nétrofil igermektedir. Cep epiteli-
nin ilsere ve sonda direngsiz olmasi sonucu goriilen sondlamada kanama kronik gin-
givitiste sik goriilen bir bulgudur. Tium histopatolojik degisimlere ragmen plak

kontrolii saglandigi durumda enflamatuvar degisimler tersine cevrilebilmektedir.

‘Ilerlemis lezyonda’ gingivitisten periodontitise gecis s6z konusudur. Bu du-
rum, biyofilmin kompozisyonu ve miktari; konagin enflamatuvar yaniti, ¢evresel ve
genetik risk faktorleri gibi pek ¢ok faktorle iliskilidir. Histolojik degerlendirmelerde,
periodontal ligament ve alveoler kemik igine uzanan kollajen yikimi gosterilmistir.
Cep epiteli ve periodontal cepte nétrofiller, bag dokusunda ise plazma hiicreleri
baskin bulunmustur. Birlesim epiteli kok yiizeyinde apikale yer degistirmistir. Bak-
terilerin kemik igine yayilmasini 6nlemek igin bir savunma mekanizmasi olarak, os-
teoklastik kemik rezorbsiyonu goriilmektedir. Cebin derinlesmesiyle, periodontal
patojenler i¢in oldukga elverigli bir ortam olan bosluga dogru bakteriler prolifere
olmaktadir. Periodontal cep, patojenler igin korunakli, 1lik, nemli, besin destegi ile
birlikte anaerobik bir ¢evre saglamasinin yaninda, bakterileri konagin enflamatuvar

yanitindan korumaktadir. Boylece, bir dongii halinde kronik enflamasyon gelismekte



ve doku hasar1 devam etmektedir. Biyofilm baslatici bir faktor olsa da doku hasarin-
da temel rolii, konagin enflamatuvar yaniti sergilemektedir (Page ve Schroeder
1976).

Artik bilinmektedir ki doku yikimimin biyiik bir kismi konagin immiin-
enflamatuvar yanitinin sonucu olarak meydana gelmektedir. Bir paradoks gibi goriin-
se de konak immiin-enflamatuvar yanit sonucu meydana gelen doku hasari
periodontal hastahiga 6zgii degildir. Ornegin, enflamatuvar bir hastalik olan romatoid
artrit (RA)’e sahip hastalarin eklemlerinde goriilen doku hasar1 uzamis ve artmis
enflamatuvar yanitin sonucudur ve periodontal patogenez i¢in 6nemli oldugu bilinen
pek ¢ok sitokinin tiretimi romatoid artritte artmaktadir. Her iki durumda da yikici
enflamatuvar olaylar olmasina ragmen, patogenez farkli anatomilerin sonucu olarak
farklilik gostermektedir. Benzer olarak, kardiyovaskiiler hastaliklar (Loos 2005),
diyabet (Wellen ve Hotamisligil, 2005) veiilseratif kolit (Satsangi ve ark. 2006) gibi

pek ¢ok hastalikta enflamatuvar yanitin 6nemi vurgulanmastir.

Ozet olarak, periodontitiste meydana gelen doku hasarmin ¢ogunlugu artmis ve
bozulmus enflamatuvar belirteglerin ve yikici enzimlerin tretimi ile iliskilidir
(Preshaw 2015).
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Sekil 1.1. Periodontal Hastalik Patogenezi (Page ve Kornman, 1997)



1.2. Periodontal Hastalik Risk Faktorleri

Risk, bireyin belirli bir zaman periyodu iginde bir hastaliga yakalanma
olasiligidir ve bireyden bireye degismektedir. Risk faktorleri hastalarda yapilan uzun
donem g¢alismalara dayanmaktadir. Risk faktoriine maruziyet tek bir zaman
diliminde, ¢oklu ve farkli zaman dilimlerinde veya devamli olabilmektedir; ancak bir
risk faktoriiniin tanimlanabilmesi i¢in maruziyet, hastaligin baslamasindan 6nce
olmalidir (Novak ve Novak 2015).

Periodontal hastaliga yatkinlik bireyden bireye gore farklilik gostermektedir.
Epidemiyolojik caligmalar hastaligin baglama yasi, ilerleme hizi ve siddetinin bireyin
sistemik ve gevresel risk faktorleri tarafindan belirlendigini gostermistir. Bu faktorler
molekiiler, hiicresel ve genetik seviyede etki gostermektedir. Ote yandan, risk faktor-
lerinin modifiye edilmesi periodontal hastaligin kontrol altina alinmasi agisindan
kritik 5neme sahiptir. Ornegin, sigara ve alkol tiiketimi hastanin yasam tarzi ile ilgili

modifiye edilebilir risk faktorleridir (Genco ve Borgnakke 2013).

1.2.1. Periodontal Hastalik ve Sigara

Diinya Saglik Orgiitii'niin 2015 verilerine gére, diinya ¢apinda yaklasik 1.1 mi-
lyar insan tiitiin driinleri kullanmaktadir (World Health Organization 2015). 2012
yilinda, Amerika’da yaklagik 43.4 milyon insanin sigara ictigi ve 8.6 milyon sigara
icen bireyin sigara ile iligkili hastaliklara yakalandigi, bu vakalardan 443.000’in
oliimle sonuglandigr bildirilmistir. 2012 yilinda Avrupa’da popiilasyonun yaklasik
pa’da 30 yas istii popiilasyonda goriilen 6liimlerin yaklasik %16°s1 tiitiin kullanimi
ile iliskilidir. Buna ek olarak, her yil 79.000 sigara igmeyen Avrupali birey pasif
igicilige bagli olarak hayatin1 kaybetmektedir. Diinya capinda 15 yas ve iistii popiila-
syonun yaklasik %13’ sigara igicisidir. (Preshaw ve Chambrone 2015). Tiirkiye’de
15 yag ve ustii erkeklerin %40.2’si, kadinlarin ise %12.4’1 sigara igmektedir (World
Health Organization 2015).
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Sigaranin viicuttaki her organ igin zararl etkileri vardir ve sigara, yasam siiresi
ve kalitesinin azalmasina sebep olmaktadir (Preshaw ve ark. 2015). Sigara i¢gmek,
akciger kanseri (Jemal ve ark. 2008), kardiyovaskiiler hastaliklar (Fagard 2009) ve
kronik akciger hastaliklar: (Lin ve ark. 2008) gibi pek ¢ok farkli hastalik i¢in en sik
goriilen gevresel risk faktorii olarak tanimlanmistir. Ayni zamanda, son zamanlarda
yapilan c¢aligmalar, sigaranin kronik enflamatuvar hastaliklar ve RA, psoriyazis,
kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve sistemik lupus eritamatozus (SLE)
gibi pek ¢ok otoimmiin hastalik tizerinde yaygin etkileri oldugunu gostermistir (Ren-
nard 2004, Goncalves ve ark. 2011, Lee ve ark. 2012, Perricone ve ark. 2016).

Sigara ve periodontitis arasindaki iliski, gegtigimiz yilizyilin ortalarindan iti-
baren arastirilmaya baslanmigtir (Borojevic 2012). Sigara igmenin, periodontal has-
tahigin baslamasi ve siddetlenmesi igin bagimsiz bir risk faktorii oldugu kabul
edilmektedir (Buduneli ve ark. 2011). Kesitsel ve uzun donem calismalarda, sigara
ile periodontal hastalik gelisme riskinin arttigini gosteren giiglii kanitlar bildirilmistir.
Sigara igmeyenler ile i¢enler karsilastirildiginda, sigara i¢enlerde periodontal hastalik
prevalans (Calsina ve ark. 2002) ve siddetinin (Mullally 2004, Baljoon 2005) arttigi,
hastaligin daha erken basladigi (Haber 1994, Mullally 2004), daha hizli ilerledigi
(Bergstrom 2004, Fisher ve ark. 2007) ve tedaviye daha az yanit verdigi (Ah ve ark.
1994, Haffajee ve ark. 1997) gosterilmistir. Hastaligin tanimi ve sigara maruziyetine
bagl olarak, sigara icenlerde kronik periodontitis gelisme riskinin 3-25 kat daha
yiiksek oldugu bulunmustur (Bergstrom 2003, Hyman ve Reid 2003). Kronik perio-
dontitis teshisi konan bireylerin yaklasik yarisi sigara igmektedir (Tomar ve Asthma
2000, Hyman ve Reid 2003, Do ve ark. 2008). Sigara ve periodontitis arasindaki
iligkinin degerlendirildigi ve 12.000 bireyin dahil edildigi alt1 y1l siiren bir ¢aligmada,
sigara igen bireylerde periodontitis gelisme riskinin yas, cinsiyet, irk ve egitim gibi
faktorlere bagli olmaksizin sigara igmeyen bireylerin 4 kati oldugu ve sigara ile peri-
odontitis arasindaki iligkinin doz bagimli oldugu bulunmustur (Tomar ve Asthma
2000). Sigara icen bireylerde, sigara igmeyen bireylere gore periodontal cep derin-
liginin (Bergstrom ve Eliasson 1987a) ve diseti ¢ekilmesinin (Martinez-Canut ve ark.
1995, Calsina ve ark. 2002) arttig1 gosterilmistir. 142 sigara igmeyen ve 51 sigara
icen bireyde yapilan kesitsel bir ¢alismada, atagman kaybi ve diseti ¢ekilmesinin
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sigara igen bireylerde arttig1 ve sigara i¢enlerde atagman kaybinin sigara igmeyen-
lerin iki kat1 oldugu bildirilmistir (Gunsolley ve ark. 1998). 889 orta ve ileri derece
periodontitisli hastalarda yapilan bir ¢alismada, atagman kaybi1 ve giin iginde igilen
sigara sayist arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Martinez-Canut ve ark. 1995).
Yine orta ve ileri derece periodontitisli hastalarda yapilan baska bir ¢alismada, ileri
derece periodontitisli hastalarda sigara igme prevalansinin (%69) orta derece perio-
dontitisli hastalardan (%40) daha ¢ok oldugu gosterilmis ve hastalik siddeti ile sigara
igme prevalansi arasinda iliski oldugu distiniilmiistir (Haber ve Kent 1992). Ameri-
ka (Albandar ve ark.2000), Avustralya (Arora ve ark. 2010), Brezilya (Haas ve ark.
2012), Hindistan (Bhagyajyothi ve Pushpanjali 2011) ve Tayland (Torrungruang ve
Gongsakdi 2012) gibi farkli toplumlarda yapilan ¢alismalar ile dis kaybi ve sigara
arasinda giiclii iliski oldugu gosterilmistir. Kronik periodontitisli hastalar genellikle
cerrahi olmayan periodontal tedaviye olumlu cevap vermektedir; ancak sigara igen
bireylerde cerrahi (Scabbia ve ark. 2001, Trombelli ve ark. 2003) ve cerrahi olmayan
(Preber ve Bergstrom 1986, Apatzidou ve ark. 2005, Wan ve ark. 2009) periodontal
tedaviye verilen yanitin azaldigi gosterilmistir (Bunaes ve ark. 2015, Reino ve ark.
2015). Sistematik bir derlemeye gore, sigaranin birakilmasinin ardindan periodontal
tedaviye verilen yanit iyilesmektedir (Heasman ve ark. 2006). Dental implantlar
kaybedilen disin yerini alan giivenilir bir tedavi segenegidir; ancak sigara igenlerde
implant basarisizliginin arttigi gortilmiis ve sigara implant kaybi1 agisindan primer
risk faktorii olarak tanimlanmistir (Kasat ve Ladda 2012). Periodontitis varligi ve
sigara igmenin, peri-implantitis riskini 4.7 kat arttirdig1 gosterilmistir (Mombelli ve
ark. 2012).

Sigaranin periodontal durum {tizerindeki etkisi, plak indeksi ve oral hijyenden
bagimsiz bir sekilde, tiitliniin periodontal dokular tizerine direkt etkisine baglanmigtir
(Preber ve Bergstrom 1985, Bergstrom ve Eliasson 1987b, Bergstrom 1990, Grossi
ve Zambon 1994, Grossi ve ark.1997, Axelsson ve ark. 1998). Yapilan ¢alismalarda,
sigara igmenin subgingival biyofilmin yani sira, vaskiilarizasyon, hiimoral ve
hiicresel immiin yanit ve enflamatuvar mekanizmalar {izerinde etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Ayn1 zamanda, sigara sitokin ve adezyon molekiil agini etkilemektedir

(Kinane ve Chestnutt 2000). Titin dumant igindeki en 6nemli aktif komponent-
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lerden biri olan nikotinin, periferal kan monositlerinden prostaglandin E, (PGE,) ve
interlokin-1beta (IL-1B) salimmini (Payne ve ark. 1996) ve diseti fibroblastlarinda
MMP-2 aktivasyonunu ve kollajen degradasyonunu arttirdigi (Zhang ve ark. 2011)
gosterilmistir. Sigara icen saglikli, gingivitisli ve kronik periodontitisli bireylerde
yapilan bir ¢alismada, sigaranin lokal ve sistemik enflamatuvar yanit1 etkiledigi bild-
irilmistir (Ebersole ve ark. 2014). Sigara igen bireylerde periodontal tedaviden sonra
tumor nekroz faktor-alfa (TNF-o) seviyelerinin azaldigi gosterilmistir (Erdemir ve
ark. 2004). Baska bir ¢alismada, sigara i¢en kronik periodontitisli bireylerde sigara
igmeyenlere gore, IL-1a, IL-1p, IL-6 ve IL-12 gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin; IL-
8, monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1), makrofaj enflamatuvar protein-lalfa
(MIP-1a)) gibi kemokinlerin ve IL-7 ve IL-15 gibi T-hiicreler ve dogal 6ldiiriicti
(NK) hiicrelerin diizenlenmesinden sorumlu diizenleyici molekiillerin azaldigi
gosterilmistir. Sigaranin immiin sistem tiizerindeki bu baskilayict etkilerinin perio-
dontitis duyarliligini arttirdigi diistintilmistiir (Tymkiw ve Thunell, 2011). Sigara
icenlerde, artan periodontal yikimin hangi mekanizmayla gercgeklestigi tam olarak
aciklanamasa da notrofil fonksiyonu, antikor tiretimi, fibroblast aktivitesi, vaskiiler
ve enflamatuvar belirteglerin sentezinde degisimler oldugu bulunmustur (Chang ve
ark. 2002, Guntsch ve ark. 2006).

1.3 immiin Sistemde Nétrofillerin Rolii

Diizensiz g¢ekirdeklerinden dolay1 PMN olarak da bilinen graniilositlerin %50-
70’ini notrofiller olusturmaktadir. Viicudumuzda giinde yaklagik 10! nétrofil
tretilmektedir. Bu say1 bakteriyel enfeksiyon durumunda 10'2’ye kadar cika-
bilmektedir; ancak natrofillerin yasam siireleri olduk¢a kisadir (Rosales ve ark.
2016).

Homeostatik sartlar altinda, dolasimdaki noétrofiller fonksiyon gorecekleri
dokuya go¢ etmekte ve giin sonunda apoptoza ugrayarak veya makrofajlar tarafindan
elimine edilerek ortadan kaldirilmaktadir (Scott ve Krauss 2012, Rosales ve ark.
2016). Sagligin tekrar kurulabilmesi icin enflamasyonun zamaninda ¢6ziilmesi ger-

eklidir. Notrofillerin zamaninda elimine edilememesi doku homeostazini bozarak

13



notrofil-aracili yikima ve kronik enflamasyona sebep olmaktadir (Van Dyke ve Ser-
han 2003).

Notrofillerin enfeksiyon bolgesine ulasmasi akut enflamatuvar cevabin anah-
taridir ve dokuya gogii, enflamasyon sirasinda konak tarafindan iiretilen kemo-
atraktanlar ve patojen kaynakli faktorler tarafindan diizenlenmektedir. Notrofiller
fagositoz, degraniilasyon ve NET olusumu olmak tizere ii¢ ana antimikrobiyal
fonksiyona sahiptir (Sekil 1.2) (Rosales 2018).

Azurosidin, katelisidin (LL-37), insan notrofil peptidler (HNP; o-defensinler),
laktoferrin, elastaz ve lizozimler direkt veya indirekt antimikrobiyal aktiviteye sahip
notrofil kaynakli molekiillerdir (Almeida ve ark. 1996, Soehnlein 2009).

Mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi amaciyla nétrofil icinde pek ¢ok toksik iiriin
tiretilmektedir. Bu triinlere 6rnek olarak, bakteriler tizerine dogrudan toksik etki
gosteren nitrik oksit (NO), stiperoksit anyonu (O2-) ve hidrojen peroksit (H,O;) ver-
ilebilmektedir. NO, nétrofil, makrofaj ve lenfositlerde nitrik oksit sentaz (iNOS2)
tarafindan tretilmektedir. O,-, ¢ok komponentli membran iliskili NADPH oksidaz
tarafindan, oksijen tiikketiminde gegici bir artisa sebep olan ve oksidatif patlama adi
verilen siire¢ sonunda olusturulmaktadir. O,-, Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile
H.0,’ye donistiiriillmektedir. Kimyasal ve enzimatik bir dizi reaksiyon sonucunda,
peroksidaz enzimi ile H,O;’den hidroksil radikali (OH-) ve hipoklorit (OCI-) dahil
olmak {izere, bakterinin oldiriilmesini saglayan pek ¢ok toksik kimyasal
tiretilmektedir (Murphy ve ark. 2007). Notrofillerin enfeksiyona hizli bir sekilde
yanit {iretebilmesi konak immiin yanit i¢in temel kabul edilmektedir; ancak yiiksek
seviyelerde sitotoksik molekiiller iireten bu hiicrelerin doku hasari patogenezi ile

iligkili olmasi sasirtic1 degildir (Kobayashi ve DelLeo 2009).

Notrofiller {izerine yapilan giincel aragtirmalar, notrofillerin mikroorganizma-
larin basit¢e oldiiriilmesini asan pek ¢ok 6nemli fonksiyonda genis bir repertuvara
sahip oldugunu ortaya koymustur (Nauseef ve Borregaard 2014). Notrofiller, sitokin
tireten (Tecchio ve Cassatella 2016), komsu hiicrelerin aktivitesini modiile eden, en-

flamasyonun rezoliisyonuna katkida bulunan (Greenlee-Wacker 2016), uzun siireli
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immiin cevap i¢in makrofajlart regiile eden (Chen ve ark. 2014) ve kanser dahil
olmak tizere pek ¢ok hastalikta nemli rol oynayan (Uribe-Querol ve Rosales 2015,
Mishalian ve ark. 2017) aktif ve kompleks hiicrelerdir (Ericson ve ark. 2014).

Fagozom

Fagolizozom

NETozis

Sekil 1.2. Notrofillerin antimikrobiyal mekanizmalari: Nétrofiller patojenleri tanidigi zaman, onlari
yok etmek icin ¢esitli fonksiyonlar tstlenmektedir. Fagositoz mikroorganizmanin fagositik vakuol
icine ahmip sindirilmesidir. Bu sirada fagolizozom meydana gelmektedir. Bu yeni organelde,
mikroorganizma diisiik pH ve degrade edici enzimler ile par¢alanmaktadir. Nétrofiller ayn1 zamanda
degraniilasyon ile graniillerinin iceriklerini ¢evreye yaymaktadir. Mikroorganizma sindirilmek igin
¢ok biiyiik oldugunda ise, notrofil DNA lifleri ve graniillerindeki proteinlerden olusan NET
tiretmektedir (Rosales 2018).

1.3.1 Periodontal Hastalikta Nétrofillerin Rolii

Normal sartlar altinda, dolasimda yaklasik 7400/mm? beyaz kan hiicresi mevcut-
tur ve bu hiicrelerin yaklasik %59 unu nétrofiller, %2.7’sini eozinofiller ve %4 tinii
monositler olusturmaktadir (Quinn ve ark. 2007). PMN’lerin biiyiikk kismini
olusturan notrofiller, diseti sulkusunda yaygin olarak bulunmaktadir (Ryder 2010).
Enflamasyon durumunda ekstravazasyon ile damar disina ¢ikarak enflamasyon bol-

gesine ulasan notrofillerin, periodontal dokularda enfeksiyoz ajana karsi savunmanin
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ilk hattin1 olusturduklar1 kabul edilmektedir. Bununla birlikte, nétrofillerin varligi
her zaman koruyucu degildir (Kantarci ve ark. 2003). Periodontitisli hastalarda pe-
riferal notrofil sayisinin saglikli kontrollerden yiiksek oldugu (Kweider ve ark. 1993)
ve hastalik siddetiyle birlikte sayinin arttigi (Loos ve ark. 2000) gosterilmistir. En-
flamatuvar periodontal dokulardaki notrofil sayisi hastaligin siddeti ile korelasyon
gostermektedir ve hiperaktif notrofillerin - doku hasarina neden oldugu
distiniilmektedir (Landzberg ve ark. 2015). Notrofillerin say1 ve fonksiyonunda
hasar ile beraber seyreden tiim konjenital durumlarda periodontitisin siddetli form-
lariin goriilmesi bize periodontal dokularin saglhiginin korunmasinda nétrofillerin
tasidigr onemi gostermektedir (Chapple ve Matthews 2007, Ryder 2010, Aboodi ve
ark. 2011). Nadir olarak goriilen bu defektlerden bazilar1 Chediak-Higashi sendromu,
Papillon-Lefévre sendromu, tembel I6kosit sendromu ve I6kosit adezyon defektidir
(Deas ve ark. 2003). Chediak-Higashi sendromu ve Papillon-Lefévre sendromunda,
notrofillerde kemotaksis defekti vardir ve bu durumdan dolay: notrofiller enfeksiyon
bolgesine ulasamamaktadir. Bu sendroma sahip hastalarda ¢ok geng yasta siddetli ve
hizli bir sekilde periodontal kayip meydana gelmektedir (Deas ve ark.2003, Hanna
ve Etzioni 2012). Benzer olarak, 16kosit adezyon defektinde notrofil migrasyonu
bozulmustur. Bu hastalarda agresif periodontitis gelismekte ve periodontal sebeple
erken dis kayiplar1 goriilmektedir. Down sendromlu bireylerde periodontitis
prevalansi artmaktadir. Bu durumun, notrofillerde goriilen kemotaksis defekti ve
azalmig bakterisidal aktiviteyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Lalwani ve ark.
2016). Fcy-reseptor lla (131H/H) polimorfizmine sahip bireylerde nétrofiller hiper-
reaktif fenotipe sahiptir ve nétrofillerden daha ¢ok elastaz salgilanmaktadir. Bu bi-
reylerde periodontal cep derinliginin arttigi ve periodontal tedaviye verilen yanitin
azaldig1 gosterilmistir (Nicu ve ark. 2007). Asirt miktarda ROT ile iliskili hiperreak-
tif periferal notrofil cevabi kronik periodontitiste de gosterilmistir (Matthews ve ark.
2007). Yapilan bir ¢calismada, anormal natrofil fonksiyonu ile iligkili siddetli bir per-
iodontal hastalik olan lokalize agresif periodontitiste notrofil asir1 duyarliliginin doku
hasarmi arttirdigir goriilmiistiir. Lokalize agresif periodontitisli hastalarin %70’inde
notrofil kemotaksisinde defekt oldugu ve nétrofillerin bakteriyel kemotaktiklere,
sentetik kemotaktik peptidlere ve kompleman fragmanlara kars1 azalmig kemotaksis

gosterdigi bulunmustur (Kantarci ve ark. 2003). Notrofil kemotaksis ve/veya
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adezyonunda meydana gelen defektlerin konak yanitinda bozulmaya ve dental plakta
bakteriyel cogalmaya sebep oldugu bilinmektedir (Van Dyke ve ark. 1990). Hizli
ilerleyen periodontitis hastalarinda gesitli kemotaktik defektlerin varligi bu durumu
desteklemektedir (Page ve ark. 1985, Astemborski ve ark. 1989). Hizli ilerleyen per-
lodontitise sahip sekiz hastadan izole edilen periferal nétrofillerde, bir adezyon
molekiilii olan L-selektin (CD62L) saliniminin belirgin olarak azaldigi (Macey ve

ark. 1998) ve H,0; iiretiminin arttig1 bulunmustur (Gainet ve ark. 1999).

Notrofillerin periodontal sagligin korunmasinda temel bir rolii oldugu net olarak
soylenebilmektedir; ancak natrofiller tarafindan verilen kontrolsiiz, artmis veya
kalic1 enflamatuvar cevap kronik enflamatuvar hastaligi yonlendirmektedir (Preshaw
ve ark.2015).

1.3.2. Notrofiller ve ROT

Notrofillerin diseti sulkusundaki onemli bir gorevi periodontal patojenlerin ve
hiicre artiklarinin fagositoz ile elimine edilmesidir. Notrofillerde oksidatif patlama
ad1 verilen reaksiyonlar zinciri ile ROT iiretilmektedir (Sekil 1.3). Uretilen ROT un
direkt antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve fagositik vakuolde sindirim igin elverigli
cevre olusturdugu bilinmektedir (Lee ve ark. 2003, Chapple ve Matthews 2007).
Notrofiller periodontal patojenleri hem oksijen bagimli (oksidatif patlama) hem de
oksijen bagimsiz (litik ve proteolitik enzimler) mekanizmalar ile yok edebilmektedir.
Kan dolasimindaki nétrofiller sitokinler tarafindan enfekte dokulara yonlendirildik-
ten ve burada isgalci mikroorganizmalarla karsilagtiktan sonra, patojen mikroor-
ganizma fagozom igine alinmaktadir. Fagozom igine alinan mikroorganizmanin yok
edilebilmesi iki yolla miimkiindiir. Ilk yol mikroorganizmanmn oksijen bagiml
oldirtilmesidir ve NADPH oksidaz tarafindan ROT {iretimi temeldir (Hampton
1998). Fonksiyonel NADPH oksidaz, ROT iiretimi igin gereklidir ve siiperoksit an-
yonlarin iretimini katalizlemektedir (Scott ve Krauss 2012). Diger yol, mikroor-
ganizmanin oksijenden bagimsiz oldiiriilmesidir. Né&trofilik graniiller, fagozom ile

kaynasarak igerigindeki antimikrobiyal peptit ve enzimleri bosaltmaktadir. Boylece
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fagolizozom igindeki mikroorganizmalar yiiksek konsantrasyonda ROT ve anti-
mikrobiyal peptitler ile 6ldiirtilmektedir (Klebanoff1999).
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Sekil 1.3. Notrofillerde reseptor aracili ROT tiretimi (Chapple ve Matthews, 2007)

1.4 Periodontal Hastalik ve ROT

Hipoksik periodontal ceplerde oksijenden bagimsiz 6ldiirme mekanizmasi
oldukga kritik olsa da nétrofiller oksijen konsantrasyonunun %1-3 oldugu durumlar-
da dahi ROT iiretebilme kapasitesine sahiptir (Scott ve Krauss 2012). Ancak yiiksek
reaktiviteye sahip ROT’un fazla miktarda tiretilmesi ve/veya antioksidan mekaniz-
manin Yyetersiz kalmasi sonucu olusan dengesizlik oksidatif stresi dogurmaktadir.
Periodontitis gibi kronik enflamatuvar hastaliklarin oksidatif stres ile iliskili oldugu
ve fagositoz sirasinda meydana gelen oksidatif patlamanin hastalik patogenezinde rol
oynadig1 distiniilmektedir (Chapple 1997). Periodontitiste meydana gelen doku
hasarmin, mikrobiyal dental plaga kars1 cevap olarak iiretilen nétrofilik enzimlerin

ve ROT’un uzamis salinnmindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Chapple ve Mat-
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thews 2007). Notrofil hiicre homeostazinin saglanmasi ile bu hiicrelerin giiglii anti-
mikrobiyal ve pro-enflamatuvar etkilerinden kaynaklanan konak doku hasarinin
Onlenebilecegi one siiriilmistir (Von Vietinghoff ve Ley 2008). Doku hasari
patogenezi tizerine yapilan ¢alismalarda, periodontal doku hasarmin oldugu alanlarda
kronik veya artmig ROT {iretimi saptanmistir (Mettraux ve ark. 1984, Eggert ve ark.
1991). Yiiksek reaktivite gosteren ROT protein ve DNA hasari, lipit peroksidasyonu
ve pro-enflamatuvar sitokinlerin salinimi gibi mekanizmalar yoluyla doku hasarina
katkida bulunmaktadir (Bartold ve ark. 1984, Chapple 1997, Ozmeri¢ 2004). Ayrica
ROT, periodontal dokularda kollajen ve fibrinojen, fibronektin, laminin ve elastin
gibi pek ¢ok kollajen tiirevi peptidi yikima ugratabilmektedir (Scott ve Krauss 2012).
Periodontal hastalikta H,O, ve O,- gibi ROT un osteoklastlar1 aktive ettigi ve kemik
rezorbsiyonunu arttirdigi gosterilmistir (Bax ve ark. 1992, Hall ve ark. 1995).
ROT’un saptanmasindaki zorluklardan dolay1, pek ¢ok ¢alismada lipitler, DNA veya
proteinler ile reaksiyonu sonucu olusan ara ve/veya son iiriinler degerlendirilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, DOS’ta ROT belirteci olan tiyobarbitiirik asit ve pro-
enflamatuvar bir sitokin olan IL-1f seviyelerinin periodontitisli bireylerde saglikli
kontrollere gore yiiksek oldugu ve cerrahi olmayan periodontal tedaviden sonra
azaldig1 bildirilmistir (Tiiter ve ark. 2001). Benzer olarak, cerrahi olmayan periodon-
tal tedaviden sonra, malondialdehitin (MDA) hem tiikiiriik, hem DOS seviyelerinin
azaldig1 gosterilmistir (Tsai ve ark. 2005). PMN tarafindan NO tretimi enflame peri-
odontal bolgelerde artmakta ve bu durum periodontitis ilerleyisine katkida bulun-
maktadir (Hirose ve ark. 2001). Kronik periodontitisli hastalarda farkli girisimlerin
INOS enzim diizeyi iizerine etkisini degerlendiren bir calismada, INOS seviyesinin
periodontal tedaviden sonra azaldigi gosterilmistir (Gullii ve ark. 2005). Yapilan
baska bir ¢alismada, DNA tizerindeki oksidatif hasar 8-hidroksideoksiguanozin (8-
OHdQG) ile degerlendirilmis ve 8-OHAG seviyesinin kronik periodontitisli bireylerde
saglikli kontrollere gore daha fazla oldugu gosterilmistir (Takane ve ark. 2001).
Kronik periodontitiste tiyobarbitiirik asit ve MDA seviyelerini arastiran bir ¢alisma-
da, sigara ile birlikte oksidatif tiirlerin arttigi bildirilmistir (Pryor ve ark. 1990).
Bagka bir ¢calismada, cerrahi olmayan periodontal tedavi goren sigara i¢en ve igmey-
en kronik periodontitisli bireylerde 8-OHdG, 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve gluta-
tyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi gibi ROT belirteglerinin DOS, tiikiiriik
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ve serum seviyeleri arastirilmistir. Onceki ¢alismalara benzer olarak, 8-OHdG ve
GSH-Px tiikiiriik seviyelerinin periodontitisli bireylerde saglikli kontrollere gore art-
t1ig1 ve 4-HNE DOS seviyesinin sigara icen periodontitisli bireylerde en yiiksek
oldugu bulunmustur. Periodontal tedaviden sonra periodontitisli bireylerde 8-

OHdAG’nin DOS seviyesi belirgin olarak azalmistir (Hendek ve ark. 2015).

1.5. Sigaramin Nétrofiller Uzerine Etkisi

Sigara duman tar ve gaz olmak iizere iki ana faza sahiptir ve 7000 kimyasal
icermektedir (Lu ve ark. 2003). Sigaranin pek ¢ok zararl etkisi bu kimyasallarin
akcigerlerden abzorbsiyonu yoluyla sigaraya sistemik maruziyet sonucu ortaya
¢ikmaktadir (Palmer ve ark. 2000).

Daha once yapilan ¢alismalarda, sigaranin sistemik dolasimdaki nétrofil sayisini
arttirdigi (Van Eeden ve Hogg 2000, Iho ve ark. 2003, Sorensen ve ark. 2004); ancak
digeti sulkusu ve agiz boslugundaki noétrofil sayisimi etkilemedigi gosterilmistir
(Eichel ve Shahrik 1969). Sigaranin nétrofillerin kemotaksis yetenegini doz bagimli
olarak etkileyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Nowak ve ark. 1990). Bir caligmada, yiiksek
doz nikotin (0.2 mg/kg) enjeksiyonundan sonra notrofil kemotaksisinin azaldigi, da-
ha diisiik dozda (0.02 mg/kg) kemotaksisin arttig1 gosterilmistir (Gillespie ve ark.
1987). Baska bir ¢alismada, sigara igen bireylerin periferal notrofillerinde kemo-
taksis artmistir (Sorensen ve ark. 2004). Yapilan bir ¢alismada, sigara igen bireylerde
notrofillerin fagositoz fonksiyonunun hasar gordiigii gosterilmistir (Zappacosta ve
ark. 2001, Guntsch ve ark. 2006). Natrofiller sigara dumani igindeki nikotin ve ko-
tinin gibi pek ¢ok bilesen i¢in fonksiyonel reseptér tasimaktadir (Benhammou ve ark.
2000). Sigara igenlerde notrofiller tarafindan eksprese edilen nikotinik reseptor
sayilarinin arttig1 bildirilmistir (Lebargy ve ark 1996). Notrofiller periodontal doku
hasarinda elastaz ve MMP’lerin major kaynag: olarak kabul edilmektedir (Soder ve
ark. 2002, Persson ve ark. 2003). Sigaranin nétrofillerden NE ve MMP salinimini
arttirdigr in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir (Seow ve ark. 1994, Seagrave ve
ark. 2004). Sigara icen bireylerde de NE ve MMP seviyelerinin arttig1 gosterilmistir
(Nakamura ve ark. 1998, Van Eeden ve Hogg 2000).
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Sonug olarak, sigara natrofillerin pek ¢ok fonksiyonunu etkilemekte ve dengenin
daha yikic1 yone kaymasina neden olmaktadir (Palmer ve ark. 2005).

1.6. Sigara ve ROT

Sigara dumani 6zellikle H,0, ve O,- gibi ROT bakimindan oldukga zengindir
(Pryor ve Stone 1993, Valavanidis ve ark. 2009). Sigara i¢ildiginde bir nefeste tar
fazda 10 ve gaz fazda 10™radikal icermektedir (Pryor ve ark. 1983). Sigara,
igerdigi pek ¢ok kimyasal yoluyla direkt veya indirekt olarak asirt ROT {iretimine
neden olmakta ve bu durum oksidatif stresi dogurmaktadir (Pryor ve ark. 1990,
Palmer ve ark. 2005, Garg ve ark. 2006). Sigaranin notrofil kaynakli IL-8 ve ROT
tiretimini arttirdigini gosteren caligmalar mevceuttur (Gillespie ve ark. 1987, ho ve
ark. 2003). Sigara ile iliskilendirilmis kardiyovaskiiler hastaliklarda, sigaranin ROT
tiretimini arttirdigr tespit edilmistir (Burke ve Fitzgerald 2003, Yamaguchi ve ark.
2005). Periodontitisli bireyler {izerinde yapilan bir ¢alismada, periodontal hastalikta
oksidatif stres ve antioksidan kapasite arasindaki dengenin bozuldugu ve
enflamasyonlu bolgelerde ROT’un daha fazla oldugu gosterilmistir (Tsai ve ark.
2005). Sigara, enflamasyon sirasinda ROT {iretimini uyarmaktadir (Anderson 2001,
Palmer ve ark. 2005). Sigara i¢en ve igmeyen kronik periodontitisli bireyler iizerinde
yapilan ¢alismalarda, ROT seviyesinin periodontitisli bireylerde saglikli kontrollere
gore yiiksek oldugu ve sigara ig¢en Kkronik periodontitisli bireylerde sigara
igmeyenlere gore ROT seviyesinin arttigi tespit edilmistir (Guentsch ve ark. 2008,
Aziz ve ark. 2013). Diger yandan, sigaranin ROT {izerinde etkisini arastiran bir
calismada, sigaranin gaz fazinin nétrofil NADPH oksidazi baskiladigi gosterilmistir
(Nguyen ve ark. 2001). Yapilan bagka bir ¢alismada ise, sigara dumani ekstrakti
(CSE)’ye maruz birakilan notrofillerde oksidatif patlamanin baskilandigi ve

notrofilin fagositoz kabiliyetinin azaldig: bildirilmistir (Zappacosta ve ark. 2001).

Ozet olarak, ROT iiretiminin sigara ile arttig1 ve artmis ROT {iretiminin perio-
dontal hastalik patogenezinde rol oynadigi diistinilmektedir (Gustafsson ve ark.
2000).
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1.7 NET Olusumu

2004 yilinda Brinkmann tarafindan, nétrofillerin hiicre dis1 savunma mekaniz-
masi1 olan NET kesfedilmistir (Brinkmann ve ark. 2004). NET, 1L-8, PMA veya lip-
opolisakkarit (LPS) ile uyarilan nétrofiller tarafindan tretilmektedir. NET, major
yapisal komponenti DNA olan ve iizerinde histonlar, NE, MPO, katepsin G, lizozim
gibi antimikrobiyal proteinler iceren ags1 yapidir (Sekil 1.4). Bu yapilar, Gram (+) ve
(-) bakterilere baglanarak bakteriyi hapsetmekte ve iizerindeki antimikrobiyal pro-
teinler ile oldiirmektedir (Scott ve Kraus, 2012, Delgado-Rizo ve ark. 2017) (Sekil
1.5). Bu siireci baslatan, hiicrenin NADPH oksidaz tarafindan iiretilen ROT ile akti-
vasyonudur (Fuchs ve ark. 2007, Wang ve ark. 2009, White ve ark. 2016). Fuchs ve
ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, NADPH oksidaz aktivasyonu ve ROT
tiretiminin NET olusumu (NETozis) igin temel oldugu 6ne siiriilmiis ve NADPH
oksidaz, difenil iyodonyum (DPI) ile inhibe edildiginde NET olusumunun
gerceklesmedigi gosterilmistir (Fuchs ve ark. 2007). ROT, NET olusumu sirasinda
ikinci haberci gibi davranarak niikleer membranin kademeli olarak ayrilmasina ve
tamamen kaybolmasina neden olmaktadir. Daha sonra kromatin, sitoplazmaya
gecerek burada hiicre i¢i proteinler ve graniiler enzimler ile karismakta ve son olarak
hiicre membraninda olusan deliklerden gegerek hiicre disina salinmaktadir (Delgado-
Rizo ve ark. 2017). Notrofillerin 1L-8, LPS veya PMA ile uyarilmasi ile NET olusu-
mu meydana gelmektedir (Brinkmann ve ark. 2004). Fuchs ve ark. (2007), nétro-
filleri PMA ile uyarmis ve meydana gelen morfolojik degisimleri faz kontrast
mikroskobu ile gozlemlemistir. Bu degisiklikler, c¢ekirdegin karakteristik lobiiler
formunun kaybolmasiyla baslayan belirli bir siireci izlemektedir. Es zamanli olarak,
okromatin ve heterokromatin arasindaki ayrim ortadan kalkmaktadir. Bu noktada
niikleer membranlar birbirinden ayrilmaya baglamakta; ancak sitoplazma ve organel-
lerin morfolojisi bozulmamaktadir. Daha sonra, niikkleer membran vezikiiller halinde
parcalanmakta ve graniiler membranlar kaybolmaktadir. Bdoylece niikleer,
sitoplazmik ve graniiler komponentler karigsmaktadir. Bu siire¢ boyunca hiicre
membran: bozulmamakta ve yalnizca NET salinimina izin vermek igin kirilmaktadir
(Fuchs ve ark. 2007).
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Sekil 1.4. Sytox Green DNA boyasi ile boyanmig NET ’in fluoresan goriintiisii (White ve ark. 2016)

Enflamasyonun rezoliisyonu aktif bir siire¢ olarak kabul edilmektedir. Doku-
larda sagligin tekrar kazanilabilmesi icin notrofillerin apoptoza ugramasi veya mak-
rofajlar tarafindan elimine edilmesi oldukga 6nem tasimaktadir. Yetersiz rezoliisyon
kronik enflamasyona ve doku yikiminda artisa sebep olmaktadir (Van Dyke ve Ser-
han 2003, Cekici ve ark. 2014).

Notrofil homeostazinin saglanmasi apoptoz ve NETozis arasindaki dengeye
baglidir. Apoptozun anti-enflamatuvar etkileri vardir; ancak NET, oto-antijenlerin
tiretilmesi, IL-1B ve interferon o/p (IFN o/f)’nin uyarilmas: ve degrade edici enzim-
lerin varlig1 gibi pro-enflamatuvar etkilere sahiptir (Cooper ve ark. 2013, Mayadas
ve ark. 2014). Artmis NET olusumunun birgok enflamatuvar hastaligin patogene-
zinde rol oynadig1 ve patolojik durumlarda NET saliniminin giddetli doku hasari ile
iligkili oldugu diistiniilmektedir (Remijsen ve ark. 2011, Cooper ve ark. 2013).
Yapilan bir calismada, alevlenme doénemindeki KOAH hastalarmin balgaminda
biiyiik miktarda NET varlig1 gosterilmistir (Grabcanovic-Musija ve ark. 2015). Ben-
zer olarak kronik enflamatuvar bir hastalik olan aterosklerozda, aterosklerotik lezyo-
na sahip kan damar sayis1 ile NET belirteglerinden MPO/DNA’nin korele oldugu

bildirilmistir (Borissoff ve ark. 2013). RA’l1 bireylerin dolasim ve sinovial Ssivi
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notrofillerinde saglikli kontrollere kiyasla artmig NET olusumu bildirilmistir (Thom-
as ve ark. 2012, Khandpur ve ark. 2013).

Diger enflamatuvar hastaliklara benzer olarak periodontal hastalikta, ROT
bagimli gerceklesen NET tiretiminin artabilecegi 6ne siiriilmistiir (Cooper ve ark.
2013). Kronik periodontitisli bireylerde NET {izerine yapilan bir ¢alismada, disetinin
enflamasyonlu bolgelerinde NET varligi gosterilmistir (Vitkov ve ark. 2009). Bun-
dan dolay1, periodontal doku hasarmin artmis NET tiretimi ile iliskili olabilecegi be-
lirtilmistir (Kolaparthy ve ark. 2014). Baska bir ¢alismada, dental biyofilm iginde
notrofil ve NET saptanmistir. Buna ek olarak, dental biyofilmdeki bakteri tiirlerinin
hastalardan izole edilen nétrofillerde NET olusumuna neden oldugu gosterilmistir
(Hirschfeld ve ark. 2015).

Periodontitis gibi kronik enflamatuvar hastaliklarda;

1 Asir1 veya fonksiyonel olmayan NET {iretiminin,
1 Bakterilerin tuzaktan kagabilme yeteneginin,
1 Enflamasyon sonrasi ortadan kaldirilmamigs NET varliginin doku hasarina se-

bep olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Cooper ve ark. 2013, White ve ark. 2016).

LiteratiirdeNET lerin enflamatuvar hastaliklarin patogenezinde oynadigi rol
oldukga yenidir. Natrofillerin bu savunma mekanizmasinin, sigara icen periodonti-

tisli bireylerde sigara tarafindan nasil etkilendigi daha 6nce arastirilmamistir.
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Sekil 1.5.Periodontitiste notrofil hiicre digi tuzaklar. (A) Cep epitelinde NET goriintiisii(B) Detayli
goriintii (C) Biiylitmede NET yapilarindaki yaklagik 15-17 nm ¢agindaki kalin lifler goriintiilenmistir.
(D) NET iginde hapsolmus bakteriler (Scott ve Krauss 2012)

Calismamizin amaci;

1 Sigara icen ve icmeyen kronik periodontitisli bireylerde NET olusumunu
olgmek ve karsilastirmak,

1 Olgiilen NET miktarinin klinik parametreler ile korelasyonunu ortaya ko-

ymaktir.
Calismamizin hipotezi;

1 Sigara igen kronik periodontitisli bireylerde NET olusumunun sigara igmeyen
kronik periodontitisli ve saglikli bireylere gore daha yiiksek olacagidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calisma Materyali

Katilimcilar Ekim 2018-Aralik 2018 tarihleri arasinda Kirikkale Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji klinigine bagvuran hastalar arasindan seg¢ilmistir.
Calismanin amaci Ve yontemi hakkinda bilgilendirilmis ve ¢alismaya katilmayi kabul
eden katilimcilardan yazili olarak aydinlatilmis onamlar1 alinmistir. Calismamiz igin
Kirikkale Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Yonergesi’nde belirtilmis etik
ilkelere uygun olduguna dair karar verilmistir (Toplant1 Tarihi: 24.10.2017; Karar
No: 19/02)( Ek-1). Calisma akis semasi Sekil 2.4’te gosterilmistir.

2.2. Katilmcilarin Se¢ilmesi

Calismaya sistemik olarak saglikli, 30-60 yas arasinda 21 birey dahil edilmistir.
Sigara igen bireyler igin en az 10 yildir, giinde 10 ve daha fazla sigara i¢en bireyler
dahil edilirken, sigara igmeyen gruplar igin hi¢ sigara icmemis bireyler dahil edil-
mistir (Wan ve ark. 2009).

Dahil etme kriterleri;

- 30-60 yas arasi
- Sistemik olarak saglikli bireyler

Periodontitisli bireyler icin;

- Kokiin apikal tgliisiine ilerlemis derin periodontal lezyonlar veya coklu dis
kayiplari

- Interdental alanda 5 mm veya daha fazla KAK

- Kokiin orta veya apikal tigliisiine uzanan radyografik kemik kayb1

- Periodontitis sebebiyle en az 5 dis kaybedilmis olmas1
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- Hastalarin ¢igneme fonksiyonunun kaybi, sekonder okluzal travma, siddetli
kret defekti gibi nedenlerden dolay1 kapsamli tedaviye ihtiyaci
- Sigara igen bireylerin en az 10 yildir, giinde 10 veya daha fazla sigara igmesi

- Sigara igmeyen bireylerin hi¢ sigara igmemis olmasi

Hari¢ birakma Kriterleri;

- Periodontal saglig: etkileyebilecek sistemik hastaliga sahip olmasi (diyabet,
kantitatif ve/veya Kkalitatif polimorfoniikleer notrofil defektleri, diger
bagisiklik sistem bozukluklar)

- Son 3 ay i¢inde antibiyotik kullanmis olmasi

- Son 6 ay i¢inde periodontal tedavi gérmiis olmasi

- Hamilelik ve laktasyon déneminde olmasi
Dahil etme kriterlerini saglayan katilimcilar {i¢ gruba ayrilmistir:

1. Grup: Sigara icmeyen ve periodontal olarak saglikli bireyler (n=7) (S-P-)
(Sekil 2.1)

2. Grup: Sigara igmeyen ve periodontitisli bireyler (n=7) (S-P+) (Sekil 2.2)

3. Grup: Sigara igen ve periodontitisli bireyler (n=7) (S+P+) (Sekil 2.3)

2.3. Periodontal Degerlendirme

Calismaya katilan tiim bireylerin periodontal klinik muayeneleri yapilmustir.
Klinik muayene sirasinda katilmcilarin tim agiz PI, GI, SD ve KAS &lgiimleri
yapilmustir. Her digin alt1 bolgesinden (bukkal ve palatinal bolgelerde mezial, median
ve distal noktalar) SD ve KAS; her disin dort bolgesinden (bukkal ve palatinal bol-
gelerde mezial ve distal noktalar) PI ve GI degerlendirilmistir. Olgiimler sirasinda
Williams periodontal sondu (Hu-Friedy, Chicago, ABD) kullanilmistir.

Plak degerlendirmesi amaciyla, Silness ve Loe’nin (1964) PI kullanilmistir. Bu

indekse gore;

27



0: Plak yok.

1: Diseti kenarinda sond yardimiyla tespit edilebilecek ince bir plak tabakasi
mevcut.

2: Diseti kenarinda goz ile tespit edilebilecek orta derecede plak mevcut.

3: Diseti kenarinda oldukga fazla miktarda plak mevcut.

Pi=Tiim dislerdeki plak indeksi degerlerinin toplami/(Agizdaki mevcut dis

say1s1 X 4)

Disetindeki enflamasyonu degerlendirmek amaciyla, Loe ve Silness’in (1963)

GI kullanilmistir. Bu indekse gore;

0: Diseti normal; enflamasyon, renk degisimi ve kanama yok.

1: Hafif derecede enflamasyon, renk ve yiizey degisimleri mevcut ancak kanama
yok.

2: Orta derecede enflamasyon, kizariklik, 6dem ve sondlamada kanama mevcut.

3: Siddetli enflamasyon, ileri derecede kizariklik ve 6demin yani sira spontan

kanama egilimi mevcut.

GI=Tiim dislerdeki gingival indeks degerlerinin toplam1/(Agizdaki mevcut dis

say1st X 4)

Mine sement smirindan sulkus tabanina kadar olan mesafe klinik atagman

seviyesi olarak kaydedilmistir.
SD=Tiim dislerin sondlama derinligi toplam1/(Agizdaki mevcut dis sayist X 6)

Sondlama derinligine diseti kenari ve mine sement sinirina kadar olan mesafe

eklenerek klinik atagman seviyesi hesaplanmustir.

KAS=Tiim dislerin klinik atagman seviyesi/(Agizdaki mevcut dis sayisi X 6)
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Tim periodontal klinik degerlendirmeler hazirlanan hasta formlarina kaydedil-
mistir (Ek-2).

Sekil 2.2.Sigara igmeyen ve evre IV periodontitisli bir bireyin agiz i¢i gériintiisii

Sekil 2.3.Sigara icen ve evre |V periodontitisli bir bireyin agiz i¢i goriintiisii
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Katilimcilarin secgilmesi ve gruplarin belirlenmesi (n=21)

S-P- grup (n=7) S-P+ grup (n=7) S+P+ grup (n=7)

Klinik parametrelerin kay-
dedilmesi ve periferal
venoz kan eldesi

PMN izolasyonu

Her 6rnek icin pozitif kont-
rol ve negatif kontrol belir-
lenmesi

Pozitif kontrol deney tup-
lerinin PMA ile aktivasyo-
nu

NET’in fluorometre ile
Olcllmesi

istatiksel analiz ve verile-
rin degerlendirilmesi
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Sekil 2.4.Caligma akis semast

2.4. Katimcilardan Periferal Venoz Kan Eldesi

Periodontal muayenelerin tamamlanmasindan sonra ¢alismaya katilan tiim birey-
lerin antekubital fossalarindan,etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren tam kan
tiipti ve steril enjektor ucu kullanilarak 5 ml periferal venoz kan ornegi elde edil-

mistir.

2.5. Laboratuvar Asamalari

Katilimcilara ait ven6z kan érneklerinden PMN izolasyonu ve analizler Kirikka-
le Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda bulunan immuno-
loji Laboratuvari’nda yapilmistir. Calisma igin gerekli tiim soliisyonlar ve deneyler
tip 2 biyogiivenlik kabini (Niive MN120, Tiirkiye) icinde steril ortamda hazirlan-
mugtir (Sekil 2.5).

2.5.1.Caliymada Kullanmilacak Soliisyon ve Boyalarin Hazirlanmasi

2.5.1.1. Percoll Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda %72’lik, %63’lik, %54°lik ve % 45°lik Percoll (Sigma-
Aldrich, ABD) diliisyonlar1 asagidaki sekilde hazirlanmistir:
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Sekil 2.5.Tip 2 biyogiivenlik kabini (Niive MN120, Tiirkiye)

Tablo 2.1. Percoll diliisyonlarinin hazirlanmasi

%72’lik Percoll diliisyonu: %631k Percoll diliisyonu:
O 5,04 ml Percoll stok soliisyonu 0 4,41 ml Percoll stok soliisyonu
1,4 ml 1x HBSS 0 2,1 ml 1x HBSS
560 pl 10x HBSS 0 490 pul 10x HBSS
%54’k Percoll diliisyonu: %45’lik Percoll diliisyonu:
O 3,78 ml Percoll stok soliisyonu,
u 2,8 ml 1x HBSS O 3,15 ml Percoll stok soliisyonu,
0 350 pl 10x HBSS
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2.5.1.2.PMA Hazirlanmasi

1 vial (5 mg) PMA (Fluorochem, Ingiltere) 806 pl dimetil siilfoksit (DMSO)
icine alinarak konsantrasyonu 10 mM olan stok hazirlanmistir. Calisma yapilmadan
bir saat 6nce stoktan 10 pul PMA alinarak 90 ul DMSO ile karistirilmistir. Hazirlanan
bu karisimdan 10 pl alinarak iizerine 990 ul Roswell Park Memorial Institute-1640
(RPMI-1640) eklenmistir. Calisma esnasinda pleytin her bir goziine konsantrasyonu
2 ul hacimde PMA eklenmistir.

2.5.1.3. Mikrokokal Niikleaz (Mnaz) Hazirlanmasi

Mnaz hazirlanmasi i¢in toplam hacim 100 ul olacak sekilde; 88 ul steril ultra saf
su (USS) icine kitin icinden ¢ikan (NEB, Ingiltere) Buffer soliisyondan 10 ul, sigir
serum albimin (BSA) soliisyonundan 1 ul ve Mnaz’dan 1 ul eklenmis ve

karistirtlmastir. Her bir kuyucuk igin enzimden 10 pl kullanilmustir.

2.5.1.4. Sytox Orange Boyanin Hazirlanmasi

Sytox orange stok soliisyonundan (Sigma-Aldrich, ABD) alinan 1 pl boya
soliisyonu 9 pl steril USS ile karigtirillmigtir. Hazirlanmasini takiben isiktan korun-

mustur. Her bir kuyucuk i¢in hazirlanan boya diliisyonundan 1 pl kullanilmistr.

2.6. Periferal Venéz Kandan PMN izolasyonu

Siirsal ve ark. (2018)’nin da belirttigi gibi katilimcilardan elde edilen vensz kan
1:1 oraninda fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS)-EDTA ile sulandirilmistir.
Daha sonra % 72, 63, 54 ve 45’lik Percoll diliisyonlar1 kullanilarak 15 ml hacme
sahip steril Falcon tiip iginde tabakalandirilmistir. Bu tabakalandirma esnasinda

Percoll diliisyonlarindan alinan ikiser ml hacim (yogundan baslayarak, sirasiyla %72,
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63, 54 ve 45’lik) dikkatlice tiipe yerlestirilmis ve en iiste PBS-EDTA (Sigma-
Aldrich, ABD) ile sulandirilmis kan 6rnegi yerlestirilmistir (Sekil 2.6).

-+ | ml kan ve 1 ml PBS-EDTA
===+ 2 il %43 Percoll soliisyonu
-+ 2 ml %34 Percoll soliisyonu

-+ 2 ml %663 Percoll soliisyoru

e 1l %72 Percoll soliisyonu

Sekil 2.6. Santrifiijden once tiip icindeki tabakalar

Bu islemi takiben tiipler 500xg, 22°C, 35 dk, frensiz sekilde santrifiij edilmistir
(Thermo Scientific, ABD) (Sekil 2.7).

300 0,07 4 9 9 3655

L]

Sekil 2.7. Santrifiij cihaz1 (Thermo Scientific, ABD)
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cooqp 2ml %243 Percoll solilsyonu

-=# 1ml %34 Percoll soliisyonu

e 2ml %63 Percoll soliisyonu

- + PMNin bulundugu tabaka

.

2 ml %72 Percoll soliisyonu

--------------- # Eritrositlenin vogun olarak bulundugu
kan tabakas:

Sekil 2.8.Santriftijden sonra tiip icindeki tabakalar

Insan PMN’i santrifiij sonunda tiipte %72 ve 63’liik Percoll diliisyonlarinin a-
rasinda bulutumsu tabaka olarak izlenmistir (Sekil 2.8). Bu tabaka steril Pasteur pi-
petleri ile dikkatlice gekilerek 15 ml steril Falkon tiiplerine aktarildiktan sonra tiiple-
re 10 ml 1x HBSS (Sigma-Aldrich, ABD) eklenmistir. Tiipler daha sonra 300xg,
4°C, 10 dk, frenli sekilde santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 hiicreler tiipiin altinda
yogunlagmustir; ancak tiipiin altindaki hiicrelerin bulundugu tortu iginde PMN’in
yani sira bir miktar eritrosit de goézlenmistir. Eritrositleri yok etmek ve yalnizca
calisma yapacagimiz PMN’leri birakmak amaciyla tiipe 10 ml USS eklenmis ve tiipe
hafif¢e vurulmustur. 30 sn sonra 1 ml 10x HBSS (Sigma-Aldrich, ABD) eklenerek
ozmotik molarite diizenlenmistir. Daha sonra 300xg, 4°C, 10 dk, frenli sekilde san-
trifiij islemi tekrarlanmistir. Santrifiij sonrasi tiipiin en altinda hiicrelerin olusturdugu
tortu izlenmistir. Tipilin Ustiindeki tabakalar atilarak tiipin altinda tortunun
bulundugu 1 ml’lik kisim birakilmig ve iizerine hiicrelerin beslenmesini saglayan

RPMI-1640 soliisyonundan 10 ml eklenmis ve santrifiij islemi tekrarlanmustir.

2.7. PMN’in Sayilmasi

PMN’nin biiyiik ¢cogunlugunu nétrofiller olusturmaktadir. Notrofillerin yani sira
eozinofil ve bazofil de izole edilen bolimde az miktarda yer alabilmektedir. Bu
sebeple PMN teriminden kasit ‘notrofil” olmaktadir. PMN siispansiyonundaki hiicre

sayisin1 belirlemek igin santrifiij sonrasi hiicre stogundan otomatik pipet yardimiyla
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10 ul 6rnek alinmig ve 90 pul RPMI-1640 ile sulandirilmistir. Bu sulandirmadan 10 pl
aliarak Neubauer hiicre sayim kamarasinda incelenmistir. Her biri 16 karecikten ve
toplam dort biiyiik kareden olusan kamaradaki PMN’ler 1s1tk mikroskobu (Leica DM
750, Almanya) kullanilarak sayilmis ve ortalamasi alinmistir. 1 ml insan kanindan

izole edilen toplam PMN sayis1 asagidaki sekilde hesaplanmistir:

Ortalama hiicre sayist X Sulandirma orani X 10*=Toplam PMN sayis1 /ml

2.8. PMN’in Canhlik Oranimin Tespiti

Elde edilen PMN’in canlilik oraninin belirlenmesinde Trypan blue soliisyonu
(Sigma-Aldrich, ABD) kullanilmistir. Hiicre stok soliisyonundan alinan 10 pl 6rnek
10 pl Trypan blue soliisyonu ile karistirilmis ve daha sonra Neubauer hiicre sayim
kamarasi i¢ine alimmustir. Isik mikroskobunda boya alan ve boylelikle mavi renkte
goriinen hiicreler 6li, almayanlar canli olarak degerlendirilmistir. Ttiim hiicreler (can-
11 ve 6lii) sayilarak toplam hiicre sayisi iginde olii hiicrelerin oran1 % olarak hesa-

planmistir.

2.9. Izole Edilen PMN’in I¢inde Nétrofil Oranmmin Belirlenmesi

Bu amagla izole edilen hiicre stogundan alinan 6rnekler lam iizerine yayilarak
hava ile kurutulmus, daha sonra metil alkol kullanilarak tespit edilmistir. Lam tize-
rindeki hiicreler Diff-Quick boya (Bio Optica, Italya) ile boyanmistir. Boyali 6r-
nekler immersiyon yagi kullanilarak 1s1k mikroskobunda sayilmistir. Notrofiller, so-
luk pembe sitoplazmaya ve koyu mavi renkte parcali ¢ekirdek yapisina sahip hiicre-
ler olarak mikroskopta gozlenmistir. Bir mikroskop sahasinda mevcut toplam

hiicrenin i¢inde ortalama nétrofil oran1 % olarak tespit edilmistir.
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2.10. Notrofillerin PMA ile Aktivasyonu

Her bir bireyin venoz kan 6rneginden elde edilen PMN stok soliisyonu RPMI-
1640 (Sigma-Aldrich, ABD) soliisyonu kullanilarak 1x10°/100 pl oraninda Su-
landirilmistir. Bu PMN sulandirmasindan alinan 100 pl 6rnek steril reaksiyon tiipleri
igerisine yerlestirilmistir. Her birey i¢in bu sekilde iki reaksiyon tiipii hazirlanmstir.
Pozitif kontrol olarak segilen reaksiyon tiiptine NET aktivasyonunu saglayan 2 ul
PMA (25 nM) (Fluorochem, Ingiltere) eklenmis, diger tiip negatif kontrol olarak
birakilmigtir. Reaksiyon tiipleri %5’lik CO; igeren inkiibatérde (Niive EC160, Tir-
kiye) 37 °C’de 60 dk siire inkiibe edilmistir (Sekil 2.9). inkiibasyon sonunda reak-
siyon tiiplerine 10 ul Mnaz (NEB, Ingiltere) eklenerek ayni kosullarda 15 dk daha
inkiibasyona devam edilmistir. Bu siire sonunda tiipler 300xg, 17°C, 7 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatantlar immunpleytin (Nunc Thermo

Scientific, ABD) gozlerine aktarilmistir.

Sekil 2.9. Inkiibator cihazi (Niive EC160, Tiirkiye)
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2.11. NET Olusumunun NicelikselOlarak Degerlendirilmesi

Immunpleytin gozlerine ekstraselliiler DNA boyasi Sytox orange 1 pl eklenmis
ve hiicreler 5 dk siire karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Daha sonra immunpleyt
fluorometre cihazina yerlestirilmis (Fluoroscan Ascent FL Thermo Scientific, ABD)
ve reaksiyon sonucunda ag¢iga ¢ikan ekstraselliiler DNA’nin sekillendirdigi floresan
diizeyi Ol¢iilmiistiir (355 nm excitasyon/460 nm emisyon) (Sekil 2.10). Deneyde
higbir isleme tabi tutulmamis PMN, negatif kontrol olarak kullanilmstir.

Sekil 2.10.Fluorometre cihazi (Fluoroscan Ascent FL Thermo Scientific, ABD)

2.12. istatistiksel Analiz

Tanimlayici istatistikler igin sayisal degiskenlerde ortanca ve en kiigiik — en
biiyiik degerleri, kategorik degiskenlerde ise say1r ve yiizde degerleri verilmistir.
Bagimsiz gruplar arasinda fark olup olmadigini incelemede Kruskal Wallis testi
kullanilmigtir. Anlamli farklilik bulundugu durumda, farklilik yaratan grubu belirle-

mek igin ikili karsilagtirmalar testi kullanilmigtir. Bagimsiz iki 6rneklem testi arasin-
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da Mann-Whitney U testi yapilmistir. Bagimli gruplar arasinda fark olup olmadigi
ise Wilcoxon testi ile incelenmistir. Sayisal degiskenler arasinda anlamli bir iligki
olup olmadigini incelemede Pearson/Spearman korelasyon katsayist kullanilmustir.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alinmistir. Analizler SPSS v.21 kullanilarak
yapilmistir. Bu ¢alismada drneklem sayisinin yeterliligi giic (power) analizi ile belir-
lenmistir. Yapilan hipotez testleri i¢in testin anlam diizeyi 0=0.05, giig=0.90, etki
biiyiikliigii=0.8 i¢in her grupta 7 birey olmak tizere toplam 21 denegin yeterli oldugu

GPower bilgisayar programinda goriilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1. Calisma Popiilasyonu ve Demografik Veriler

Calismaya toplam 21 birey [(S-P-) 7 birey; (S-P+) 7 birey; (S+P+) 7 birey]
katilmistir. Katilimcilarin 9°u kadin 12°si erkektir. Analizler sonucunda cinsiyetin

gruplar arasinda homojen oldugu goriilmistiir (p=0,853).

Gruplar arasinda yas agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir
(p=0,045). Farklilik yaratan gruplar incelendiginde, S-P- ve S-P+ gruplarda bulunan
bireylerin yaslar1 arasinda anlaml fark oldugu goriilmektedir (p=0,040). Bireylere ait
yas Ve cinsiyet dagilimlar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Bireylere ait yas (ortanca, min-max) ve cinsiyet dagilim (yiizde)

S-P- S-P+ S+P+ p
(n=7) (n=7) (n=7)
Cinsiyet | Kadin |4 (57.1) 2 (28.6) 3 (42.9) 0,853
Erkek |3 (42.9) 5 (71.4) 4 (57.1)
Yas 31 [30-53] 43 [36-60]° 38 [30-54]*° 0,040

% harflerin farkli olmasi o iki grupta farkliligi gostermektedir.

3.2. Klinik Periodontal Parametreler

Gruplar arasinda Pi, GI, SD ve KAS degerleri agisindan istatistiksel olarak an-
lamli fark bulunmaktadir (p=0,001; p=<0,001; p=0,003; p=<0,001). Tim degerler
acisindan farklilik yaratan grubun S-P- grup oldugu goriilmektedir. Bu grupta Pi, GI,
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SD ve KAS degerleri diger gruplara gore daha diistiktiir. Bu farklilik sirasiyla S-P+

ve S+P+ gruplari igin;

[ Pi degerleri agisindan p=0,012 ve p=0,002;

1 GI degerleri agisindan p= 0,000 ve p=0,042;

1 SD degerleri agisindan p=0,048 ve p=0,003;

1 KAS degerleri agisindan p= 0,025 ve p=0,000"dir (Grafik 3.1) (Tablo 3.2).

Pl

:::::

Gl

sD

o

KAS

Sekil 3.1.Gruplarin klinik parametrelere gore kutu ¢izgi grafikleri

Tablo 3.2.Klinik degiskenlerin gruplarda karsilagtirilmasi (ortanca, min-max)

S-P-
(n=7)

S-P+
(n=7)

S+P+ p
(n=7)
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Pi 0.32 [0.18-0.45]* 1.98 [0.96-2.50]" 2.35[1.23-2.80]° | 0,001
Gi 0.31[0-0.37]° 2.15[1.14-3]° 1.46 [1-1.76]" <0,001
SD 2.15 [1.36-2.31]° 2.96 [1.54-3.83]" 3.3[2.60-4.66]° | 0,003
KAS 0[0-0p 4.12 [3.20-4.92]° 4.85[3.83-6.12]" | <0,001

% harflerin farkli olmasi o iki grupta farklilig gostermektedir.

Pi: Plak Indeksi, GI: Gingival Indeks, SD: Sondlama Derinligi, KAS: Klinik Atagman Seviyesi

3.3. PMN Hiicre Sayilari

S-P- ve S+P+ gruplar arasinda hiicre sayis1 agisindan fark vardir; ancak bu fark

istatistiksel olarak sinirda bulunmustur (p=0,05) (Tablo 3.3).

Tablo 3.3.PMN hiicre sayilarinin gruplarda karsilastirilmasi (ortanca, min-max)

S-P-
(n=7)

S-P+
(n=7)

S+P+
(n=7)

Hiicre Sayisi

(10%

1280 [700-1800]*

1400 [600-3000]*°

2100 [1000-4000]” 0,050

4% harflerin farkli olmasi o iki grupta farklihg gostermektedir.
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3.4. NET’in Niceliksel Analizi

PMA ile aktive edilen (pozitif kontrol) ve edilmeyen (negatif kontrol) notrofil-
lerden elde edilen NET miktarlar1 karsilastirildiginda, negatif kontrol degerleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p=0,009).
Farklilik yaratan grubun S-P- grup oldugu goriilmektedir. S-P- grupta negatif kontrol
degerleri daha disiiktiir. Pozitif kontrol (NET) degerleri agisindan gruplar arasinda
anlamli fark bulunmaktadir (p=0,003). Farklilik yaratan grubun S-P- grup oldugu
goriilmektedir. S-P- grupta NET miktar1 daha diisiik bulunmustur. S-P- grup, hem S-
P+ hem S+P+ gruplardan farklilik gostermistir (p=0,013 ve p=0,006) (Grafik 3.2)
(Tablo 3.4).

Periodontitisli bireyler (S-P+, S+P+) ve S-P- bireyler kiyaslandiginda, perio-

dontitisli ve saglikli bireyler arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,001) (Tablo
3.5).
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grup

Sekil 3.2.Gruplarda NET miktarlarim gosteren kutu ¢izgi grafigi

Tablo 3.4.Gruplarda NET miktarlariin sonuglari (ortanca, min-max)

S-P- S-P+ S+P+
(n=7) (n=7) (n=7)

Negatif Kontrol 1 742 [0-2.70]? 2.509 [2.13- 2.82]° 2.749 [2.10-2.78]" 0,009

Pozitif Kontrol

1.037 [0.78-1.99]*  2.409 [2.03-2.78]" 2.693[1.43-2.95]° (003
(NET)

p 0,866 0,310 0,271

4% harflerin farkli olmasi o iki grupta farklihg gostermektedir.
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Tablo 3.5.Periodontitisli ve saglikli bireylerde NET miktarlarinin sonuglari (ortanca, min-max)

Saghkh bireyler (S-P-)

Periodontitsli bireyler [(S-P+) (S+P+)] p

NET

1.037 [0.781-1.99]°

2.437 [1.43-2.95]° 0,001

2 harflerin farkli olmasi 0 iki grupta farkliligi gostermektedir.

3.5. NET Miktan ile Klinik Parametrelerin Korelasyonu

NET miktarlar ile;

[ PI degeri arasinda %67 (p=0,001) (Grafik 3.3),

[ GI degeri arasinda %69 (p=<0,001) (Grafik 3.4),

"1 SD degeri arasinda %53.3 oraninda pozitif yonde ve orta diizeyde istatistiksel
acidan anlamli bir iliski oldugu goriilmektedir (p=0,013) (Grafik 3.5).

1 KAS degeri arasinda %79.2 oraninda pozitif yonde ve yiiksek diizeyde istatis-

tiksel agidan anlamli bir iliski oldugu goriillmektedir (p=<0,001)(Grafik 3.6).

NET miktarinin klinik parametreler ile korelasyonu Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Tablo 3.6.NET miktarinin klinik parametreler ile korelasyonu

Pearson Korelasyon Katsayisi

p
0,67 0,001
Pi
NET
0,696 <0,001
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Gi

0,533 0,013
SD

0,792 <0,001
KAS

NET: Notrofil Hiicre Dis1 Tuzak, Pi: Plak indeksi, GI: Gingival Indeks, SD: Sondlama Derinligi,
KAS: Klinik Atagman Seviyesi

3,00
r=10,67
o
p=10,001
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Sekil 3.3.NET miktari ile PI korelasyonunu gosteren sagilim grafigi
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Sekil 3.4.NET miktar1 ile GI korelasyonunu gosteren sagilim grafigi
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Sekil 3.5.NET miktar1 ile SD korelasyonunu gosteren sagilim grafigi
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Sekil 3.6.NET miktar1 ile KAS korelasyonunu gésteren sagilim grafigi

3.6. Periferal Venoz Kandan PMN izolasyonu

izolasyon sonucunda elde edilen nétrofiller %72°1lik ve 63°liik Percoll diliisyonlar:
arasinda bulutumsu tabaka olarak izlenmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Percoll tabakalar1 arasinda bulutumsu tabaka seklinde PMN izlenmistir
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Santrifiij sonrasi tiipiin en alt kisminda eritrositlerin oldugu tortu izlenmistir (Se-
kil 3.8).

Eritrositler patlatildiktan ve tekrarlanan santrifiijden sonra naétrofiller tiipiin en

alt kisminda gozlenmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.8.Santrifiij sonrasi iginde eritrositlerin de buluntugu tortu izlenmistir.

~

Sekil 3.9.Eritrositler patlatildiktan ve tiip santrifiij edildikten sonra iginde nétrofillerin bulundugu
tortu tiipiin altinda izlenmistir.

3.7. PMN’in Sayilmasi

PMN siispansiyonundaki hiicre sayisin1 belirlemek igin hiicre stogundan alinan 10
ul’lik hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre sayim kamarasinda incelenmistir (Sekil

3.10). Toplam PMN sayis1 hesaplanmustir.
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Sekil 3.10. Neubauer sayim kamarasina alinan PMN’in 1g1k mikroskobik gortntiisii (x10)

3.8. PMN’in Canlilik Oraninin Tespiti

Trypan blue boyast (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak 1s1tk mikroskobunda incele-
nen kamarada boya alan ve boylelikle mavi renkte goriinen hiicreler 6lii, almayanlar
canli olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.11). Tiim hiicreler (canli ve 6lii) sayilarak
toplam hiicre sayisi iginde 6lii hiicrelerin oran1 % olarak hesaplanmistir. Hiicrelerin

%98’inin canli oldugu tespit edilmistir.

|

Sekil 3.11. Boya alan 6li PMN (mavi renkte) ve boya almayan canli PMN (seffaf) izlenmistir
(Trypan blue boyast) (x40).

3.9. izole Edilen PMN’in icinde Nétrofil Oranmin Belirlenmesi

Diff-Quick boya (Bio Optica, italya) ile boyanan hiicreler 151k mikroskobunda sayzl-
mustir (Sekil 3.12). Notrofiller, soluk pembe sitoplazma ve koyu mavi renkte pargali
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¢ekirdek yapisina sahip hiicreler olarak mikroskopta gézlenmistir. Bir mikroskop
sahasinda mevcut toplam hiicrenin ortalama %97’sinin nétrofil oldugu tespit edilmis-

tir.

-
% a »
. {
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»
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Sekil 3.12. Natrofillerin soluk pembe sitoplazmas: ve koyu mavi parcali ¢ekirdegi izlenmistir (Diff-
Quick boya) (x40).

3.10. Notrofillerin PMA ile Aktivasyonu

Calisma kapsaminda elde edilen PMN sayist;

1 S-P- grupta 700.000-1.800.000,
1 S-P+ grupta 600.000-3.000.000,
71 S+P+ grupta 1.000.000-4.000.000 arasinda degismistir.

Her ti¢ grupta da izole edilen PMN’nin bir kism1 PMA ile aktive edilmis, bir
kismi ise muamele edilmeden negatif kontrol olarak birakilmistir. Bir saatlik inkii-
basyon sonucunda sekillenen reaksiyon fluorometre cihazi ile niceliksel olarak de-
gerlendirilmistir. PMA aktivasyonu agisindan gruplarda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmemistir (p=0,866; p=0,310; p=0,271).

NET degerleri Grafik 3.2°de goriilmektedir. NET miktar1 agisindan periodonti-
tisli bireylerde (S-P+ ve S+P+) saglikli bireylerin yer aldigi gruba (S-P-) gore istatis-
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tiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,001). Periodontitisli bireylerde NET
miktart agisindan sigaranin etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla S-P+ ve
S+P+ gruplar karsilastirildiginda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir (p>0,05).
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Notrofiller periodontal dokularda olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir ve periodon-
tal patojenlere karsi ilk cevabi olusturmaktadir (Kantarci ve ark. 2003). Yakin za-
manda, notrofillerin NET ad1 verilen agsi yapilar olusturarak bakterileri hiicre disi
ortamda hapsettigi ve oldirdiigi kesfedilmistir (Brinkmann ve ark. 2004). Noétro-
fillerin pek ¢ok fonksiyonunu etkiledigi bilinen sigaranin, sigara icen ve i¢meyen
periodontitisli bireylerden izole edilen periferal notrofillerde NET olusumu {izerine
etkisi daha once arastirilmamistir.  Bu nedenle, ¢alismamizin amaci, Sigara igen ve
icmeyen periodontitisli bireylerde ve saglikli kontrollerde, NET miktarlarini
karsilastirmak ve NET lerinklinik parametreler ile korelasyonunu degerlendirmektir.
Calismamizin hipotezi, sigara icen periodontitisli bireylerde NET miktarinin, sigara

igmeyen periodontitisli ve saglikli bireylere gore daha yiiksek olacagidir.

Calismamizda elde edilen bulgulara gore, NET miktar1 S+P+ grupta S-P+ gruba
gore daha yiiksektir; ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildir. S-P- grup ile
karsilastirildiginda her iki periodontitis grubunda NET miktar1 istatistiksel olarak
anlaml1 derecede yiiksektir. Aym1 zamanda NET miktar ile Pi, GI, SD gibi klinik
parametreler arasinda orta diizeyde; KAS ile arasinda yiiksek diizeyde pozitif iliski

tespit edilmistir.

Epidemiyolojik ¢alismalar artan yas ile birlikte periodontal hastaligin prevalans
ve siddetinin arttigini1 bildirmistir (Baelum ve ark. 1997a,b; Beck ve ark. 1997). Bu
durum, doku yikiminin kiimiilatif dogasinin ileri yaslarda ortaya ¢ikmasi ile
iliskilendirilmistir (Hujoel ve ark. 2003, Chavarry ve ark. 2009). Sigara periodontal
hastalik igin risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Genco ve Borgnakke 2013).
Sigara igen bireylerde periodontal hastaligin daha erken basladig: bildirilmistir (Ha-
ber 1994, Mullally 2004). Bu bilgiler ile uyumlu olarak, ¢alismamizdaki gruplar yas
acisindan incelendiginde, S-P+ grupta yas, S-P- ve S+P+ gruplar ile
karsilastirildiginda daha ytiksektir; ancak yalnizca S-P- grup ile arasindaki fark istat-

istiksel olarak anlamlidir.
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Elde ettigimiz sonuglara gore, S-P+ ve S+P+ gruplarda biitiin klinik periodontal
parametreler S-P- gruptan anlamli diizeyde daha yiiksektir. Bununla birlikte, S+P+
grupta Pi, SD ve KAS degerleri S-P+ gruba gére daha yiiksek gozlenirken; daha
diisik GI degerleri tespit edilmistir. Ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. Genellikle, sigara igen bireylerde, yiiksek PI’ne ragmen, daha diisiik
sondlamada kanama degerleri bildirilmektedir. Ayrica SD ve KAS sigara igmeyen-
lere gore daha fazladir (Albandar ve ark. 2000, Luzzi ve ark. 2007).

Periodontitis, mikrobiyata ile iliskili ve periodontal atagmanin kaybiyla
sonuglanan konak aracili enflamasyon olarak tanimlanmaktadir (Tonetti ve ark.
2018). Hastalik patogenezinde dental plak iginde yer alan bakterilere kars1 gelisen
enflamatuvar yanit 6nemli rol oynamaktadir (Cekici ve ark. 2014). Meydana gelen
enflamatuvar siirecte notrofiller, makrofajlar ve lenfositler gibi pek ¢ok farkli immiin
hiicre ¢esidi gorev almasina ragmen, enflamasyon durumunda diseti sulkusunda
yogun olarak bulunan nétrofiller, patojenlere karsi ilk yaniti olusturmaktadir (Kant-
arc1 ve ark. 2003, Preshaw ve Taylor 2011).

Cesitli sitokinler ile enfekte bolgeye yonlendirilen natrofillerin, enfekte bolgede
patojenle karsilagsmasi notrofilin  aktive olmasina ve patojenin fagozom igine
alinmasina neden olmaktadir. Fagozomda iki antimikrobiyal olay ger¢eklesmektedir.
Ilki NADPH oksidaz ile ROT sentezidir (Hampton 1998). Ancak ROT yiiksek reak-
tiviteye sahiptir. Bu yiizden ROT, antimikrobiyal etkinliginin yaninda, dokuda pro-
tein, lipit ve DNA gibi 6nemli yapilar1 okside ederek doku hasarina sebep olmaktadir
(Ozmeri¢ ve ark. 2004, Chapple ve Matthews 2007). ikincisi ise, graniillerin fag-
ozom ile kaynasmasi ve iclerindeki antimikrobiyal peptid ve enzimlerin bosaltil-
masidir (Hampton1998). Notrofiller MPO, elastaz, lizozim, katepsin G, iNOS igeren
azurofilik ve laktoferrin, MMP-8 ve MMP-9 ve lizozim agisindan zengin spesifik
graniillere sahiptir. Bu antimikrobiyal peptid ve enzimler fagositoz, degraniilasyon
ve NET olusumu gibi antimikrobiyal 6ldiirme mekanizmalarinda gorev almaktadir
(Rosales ve ark. 2016). Aym1 zamanda, bu enzimler dokuyu degrade ederek has-
taligin klinik belirtilerinin altinda yatan doku hasarinda etkili olmaktadir (Preshaw ve
Taylor 2011). NE, MMP’ler ve ROT gibi nétrofil iiriinlerinin doku hasarma sebep
oldugu bildirilmistir (Liou ve Campbell 1996, Chapple ve Matthews 2007).
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Enflamasyonun rezoliisyonu doku sagliginin yeniden olusturulmasi igin oldukca
onemlidir. Enflamatuvar bolgedeki notrofillerin elimine edilememesi sonucu en-
flamasyonun kroniklestigi ve periodontal dokularda nétrofil-aracili yikimin arttigi
gosterilmistir (Van Dyke ve Serhan 2003, Cekici ve ark. 2014).

Notrofillerin say1 ve fonksiyonunda defekt ile beraber seyreden bir¢ok durumda
periodontitisin siddetli formlarinin goriilmesi bize notrofillerin periodontal saglik
icin tasidigr 6nemi gostermektedir. Notrofilleri sayr bakimindan etkileyen iki durum
mevcuttur. Bu durumlardan ilki notrofil sayisinin azalmasi (<1,500 hiicre/uL) olarak
tanimlanan ‘ndtropeni’dir. Notropeni durumunda enfeksiyona duyarlilik artmaktadir.
Ikincisi ise nétrofil sayisinin artmasi olarak tanimlanan ‘nétrofili’dir. Nétrofili duru-
munda ise immiin yanit siddetlenmekte ve kronik enflamasyona yatkinlik ortaya
cikmaktadir (Lalwani ve ark. 2016). Yapilan ¢alismalarda, periodontitisli bireylerde
periferal notrofil sayisinin saglikli kontrollere gore yiiksek oldugu (Kweider ve ark.
1993) ve sayinin hastalik siddeti ile iligkili olarak arttigi gosterilmistir (Loos ve ark.
2000). Benzer sekilde, generalize agresif periodontitisli bireylerde periferal notrofil
sayisinin saglikli kontrollere gore arttigr bildirilmistir (Shi ve ark. 2008). Notrofiller
tizerinde pek ¢ok etkisi bulunan sigaranin noétrofil sayisini arttirdig ortaya konmustur
(Schwartz ve Weiss 1994). Sigara igen bireylerde nétrofil sayisi sigara igmeyen bi-
reylere gore daha yiiksek bulunmustur (Frohlich ve ark. 2003, Smith ve ark. 2003,
Higuchi ve ark. 2016). Mevcut literatiire uyumlu olarak, c¢alismamizda PMN
sayisinin S+P+ grupta en yiiksek, S-P- grupta ise en az oldugu tespit edilmistir. PMN
sayist agisindan bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak sinirda anlamlidir.
Ancak S-P+ ve S+P+ gruplar arasinda PMN sayis1 agisindan istatistiksel olarak an-
lamli fark bulunmamustir. Literatiirde periodontitis ve sigara disinda PMN sayisini
etkileyen pek ¢ok faktor bildirilmistir. Bunlardan erkek cinsiyet, yiiksek viicut Kitle
indeksi, yiiksek kan basinci, hiperlipidemi ve diyabet artmis PMN sayilari ile iliskili
bulunmustur (Higuchi ve ark. 2016). Calismamizda her ne kadar sistemik olarak
saglikli bireyler dahil edilmis olsa da bireylerin viicut kitle indeksi veya hiper-
lipidemi gibi durumlar1 hakkinda bilgi alinmamistir. Elde edilen bulgulara bu faktor-

lerin etkili olabilecegi diisiiniilebilir.
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Sayisal anomalilere ek olarak bazi durumlarda notrofillerin adezyon, kemotaksis
ve fagositoz gibi fonksiyonlari etkilenebilmektedir. Bu durumlar: Chediak-Higashi
sendromu, I6kosit adezyon defekti, Papillon Lefévre sendromu, Felty’s sendromu,
Down sendromu ve tembel 16kosit sendromudur. Bu sendromlarda goriilen nétrofil
fonksiyon anomalileri periodontitisin erken baslayan ve siddetli ilerleyen formlarina
sebep olmaktadir (Lalwani ve ark. 2016). Lokalize agresif periodontitisli bireylerden
alinan periferal notrofillerde artmis ROT {iretimi tespit edilmis ve bu durumun doku
hasarinda rol oynayabilecegi one stiriilmiistiir (Topham ve Prescott 1999, Gronert ve
ark. 2004). Toplam 38 bireyde yapilan bir ¢alismada, kronik periodontitisli birey-
lerden elde edilen periferal nétrofillerin in vitro Fey-reseptor stimiilasyonu sonrasi
saglikli kontrollere gore daha yiiksek miktarda ROT iirettigi tespit edilmistir (Chap-
ple ve Matthews 2007).

Periodontitiste notrofillerin  hangi mekanizmayla doku hasarma katkida
bulundugu pek ¢ok calismaya konu olmus ve ¢esitli mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir.
Notrofillerin sebep oldugu doku hasarinda degismis diagilgliserol kinaz (DAGK)
ekspresyonu (Gronert ve ark. 2004), adezyon molekiilleri (Gustafsson ve Asman
1996), fox genleri (Matthews ve ark. 2007), Fcy polimorfizmleri (Kobayashi ve ark.
1997, Fredriksson ve ark. 2003) gibi konular tizerinde durulmustur.

Yakin zamanda, Brinkmann ve ark. (2004) tarafindan nétrofillerin farkl bir an-
timikrobiyal fonksiyonu kesfedilmistir. Bu ¢alismada, notrofillerin agsi yapilar
olusturarak hiicre dis1 ortamda bakterileri hapsettikleri gosterilmis ve bu yapilar NET
olarak adlandirilmistir. NET, major yapisal komponenti DNA olan ve iizerinde his-
tonlar, NE, MPO, katepsin G, lizozim, jelatinaz gibi antimikrobiyal proteinler iceren
ags1 yapidir. DNA liflerinin ¢ap1 yaklasik 15-17 nm’dir. Liflerin iizerindeki graniiler
proteinlerin gapr ise yaklasik 50 nm’dir. NET in yalnizca aktive olmus nétrofillerden
tiretildigi ve IL-8, LPS ve PMA’nin nétrofilleri aktive ederek NET olusumuna yol
actigr gosterilmistir. NET olusumunun aktivasyondan 10 dk sonra gergeklestigi,
transmisyon elektron mikroskobu (TEM), tarama elektron mikroskobu (SEM) ve
immiinfloresan yontemler ile goriintiilenebilecegi ve fluorometre cihazinda niceliksel

olarak olgiilebilecegi bildirilmistir (Brinkmann ve ark. 2004). Calismamizda sigar-
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anin NET olusumu iizerine olan etkisini gozlemlemek istedigimiz igin NET miktari

fluorometre cihazi ile 6lgiilmiis ve NET niceliksel olarak degerlendirilmistir.

Fuchs ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, NET olusumu boyunca mey-
dana gelen morfolojik degisikliklerin goriintiilenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada
notrofiller PMA ile uyarilmig ve meydana gelen degisimler faz kontrast mikroskobu
ile kaydedilmistir. Aktivasyon 45. dk’dan sonra goézlenmistir. Morfolojik degisi-
Klikler, ¢cekirdegin karakteristik lobiiler formunun kaybolmasiyla baslayan belirli bir
stireci izlemistir. Es zamanli olarak, 6kromatin ve heterokromatin arasindaki ayrim
ortadan kalkmistir. Bu noktada niikkleer membranlar birbirinden ayrilmaya baslamus;
ancak sitoplazma ve organellerin morfolojisi bozulmamistir. Siire¢ boyunca graniiller
cekirdege yaklasmis ve boylece DNA hiicre disi ortama ¢ikmadan once graniiler
komponentler ile birlesmistir. Hiicre membrani bozulmamis yalnizca NET salinimina
izin vermek icin kirilmistir. 10 ve 25 nM konsantrasyonda PMA ile 37°C ve %5°’lik
CO, ortam sartlarinda aktive edilen 10x10° PMN/ml sayida nétrofilde olusan NET
miktar1 45, 90, 135, 180 ve 240 dk sonra fluorometre ile niceliksel olarak olgiil-
mistiir (Fuchs ve ark. 2007).

PMA, DAG’n yapisal analogudur ve protein kinaz C (PKC)’nin potent bir ak-
tivatoriidir. PMA tarafindan PKC’nin aktivasyonu Iokositlerde IL-6, TNF-o, IL-1
gibi pro-enflamatuvar sitokin salinimini arttirmaktadir (Dzietko ve ark. 2015).
Ayrica PMA tarafindan PKC aktivasyonu NADPH oksidazin aktive olmasina ve
ROT iiretimine sebep olmaktadir (Karisson ve ark. 2000). PMA’nin nétrofillerde
NET olusumunu uyardigi bildirilmistir (Brinkmann ve ark. 2004, Fuchs ve ark.
2007). Bu yiizden NET olusumunu degerlendiren bir¢ok ¢alismada, 0-100 nM kon-
santrasyonlara sahip PMA, NET aktivatorii olarak kullanilmistir (Brinkmann ve ark.
2004, Fuchs ve ark. 2007, Jayaprakash ve ark. 2015, Masuda ve ark. 2017).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismamizda, Fuchs ve ark. (2007)’nin ¢aligmasina
benzer sekilde, NET olusumunu uyarmak amaciyla 10x10° PMN/ml sayida notrofil
25 nM konsantrasyonda PMA ile 37°C ve %5’lik CO, ortam sartlarinda aktive

edilmis ve 60 dk sonra NET niceliksel olarak olgiilmiistiir.
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Fuchs ve ark. (2007) tarafindan NET iizerine yapilan c¢alismada, NETozis
boyunca sitoplazma ve organellerin saglam kaldigi, hiicre membraninin sadece
NET’in hiicre dis1 ortama ¢ikabilmesi i¢in kirildig1 ve apoptozda gorev alan kaspaz
proteinlerinin bu siiregte gérev almadigi izlenmistir. Annexin V ile isaretlenen apop-
tik hiicrelerde NET olusmamustir. Bu yiizden NET olusumunun apoptozdan farkl: bir
mekanizma ile gergeklestigi bildirilmistir. Ayrica NET olusumunun hiicrenin nekro-
zu sonucu olusmadigi, bu siirecin NADPH oksidaz aktivasyonu gibi belirli hiicresel
aktiviteleri gerektirdigi gosterilmistir. NADPH oksidaz, DPI ile inhibe edildiginde
Staphylococcus aureus ve PMA ile uyarilan hiicrelerde ROT {iretimi durmus ve NET
olusumu gergeklesmemistir. Katalaz H,0,’yi, H,O ve O,’ye doniistiirerek ROT se-
viyesini azaltmaktadir. ROT tiretiminin NET {izerine etkisini gostermek i¢in, katalaz
kullanilmis ve NET iiretiminin azaldigi gézlenmistir. Katalaz inhibe edildiginde NET
seviyesi de artig gostermistir. Kronik graniilomat6z hastaliga sahip bireylerde,
NADPH oksidazdaki mutasyondan dolayr ROT fiiretilememektedir. Bu bireylerden
elde edilen notrofillerde NET olusumu gergeklesmemistir. Dolayisiyla, NADPH
oksidaz aktivasyonu ve ROT iiretiminin NET olusumunu baslatan anahtar olay
oldugu one siirtilmistiir (Fuchs ve ark. 2007, Wang ve ark. 2009, White ve ark.
2016).

NET, Gram (+) ve (-) bakterilere baglanarak bakteriyi hapsetmekte ve iizerin-
deki antimikrobiyal proteinler ile o6ldirmektedir. Mikroorganizmalarin etkin bir
sekilde oldiiriilmesi gerektiginde lokal konsantrasyonlar1 artmaktadir (Delgado-Rizo
ve ark. 2017).

Cesitli hastaliklarda NET olusumunu degerlendiren c¢alismalarda, apandisit
(Brinkmann ve ark. 2004), preeklampsi (Gupta ve ark.2005), streptokokal en-
feksiyonlar (Molloy, 2006), nekrotizan fasiit (Buchanan ve ark. 2006) ve pnomoni
(Beiter ve ark. 2006) gibi hastaliklarda NET tespit edilmistir. Yapilan bir ¢calismada,
alevlenme donemindeki KOAH hastalarinin balgaminda biiyiikk miktarda NET varligi
gosterilmistir (Grabcanovic-Musija ve ark. 2015). Benzer olarak kronik enflamatuvar
bir hastalik olan aterosklerozda, aterosklerotik lezyona sahip kan damari sayisi ile
NET belirteglerinden MPO/DNA’nin korele oldugu bildirilmistir (Borissoff ve ark.
2013). RA’l1 bireylerin dolasgim ve sinovial sivi nétrofillerinde saglikli kontrollere
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kiyasla artmis NET olusumu bildirilmistir (Thomas ve ark. 2012, Khandpur ve ark.
2013). Bu c¢alismalarin 1s18inda, artmis NET olusumunun bir¢ok enflamatuvar has-
taligin patogenezinde rol oynadig: ve patolojik durumlarda NET saliniminin siddetli

doku hasari ile iligkili oldugu disiiniilmiistiir (Cooper ve ark. 2013).

Diger enflamatuvar hastaliklara benzer olarak periodontal hastalikta, ROT
bagimli gergeklesen NET {iretiminin artabilecegi (Cooper ve ark. 2013) ve artmis
NET iretiminin doku hasari ile iliskili olabilecegi (Kolaparthy ve ark. 2014) belir-
tilmistir. Diseti biyopsilerinde, piiriilan eksudada, supragingival plak ve DOS’ta NET
bulunmustur (Vitkov ve ark. 2009, Hirschfeld ve ark. 2015). Kronik periodontitisli
12 bireyden alinan biyopsi érneklerinde disetinin enflamasyonlu bélgelerinde NET,
TEM ile goriintilenmis ve 22 gingivitisli bireyden alinan piiriilan eksudada
saptanmugtir (Vitkov ve ark. 2009). Diger ¢alismada, dental biyofilm ve DOS iginde
notrofil ve NET varhigi gosterilmistir. Dental biyofilmdeki bakteri tiirlerinin nétrofil-
lerde NET olusumuna neden oldugu ortaya konmustur. Ancak dental plaktaki NET
miktar1 ve klinik parametreler arasinda bir iliski bulunamamustir (Hirschfeld ve ark.
2015). Calismamizda, periodontitisli bireylerde periferal notrofillerin PMA aktivasy-
onu sonucu olusan NET miktart ile Klinik parametreler arasinda pozitif iliski bulun-
mustur. Elde edilen sonuglara gore; NET miktar ile PI, GI ve SD arasinda orta
diizeyde; KAS ile arasinda yiiksek diizeyde pozitif iligki saptanmistir. KAS
periodontal hastalik tanisi igin kullanilan ve hastalik siddetini yansitan oldukca
onemli bir Klinik parametredir (Rheu ve ark. 2011). Periodontitisli bireylerde perifer-
al notrofiller tarafindan tretilen NET miktar1 ile KAS arasinda yiiksek diizeyde
pozitif iliski saptanmasi, periodontal doku yikiminda NET’in potansiyel roliine 1s1k
tutmaktadir. Onceki galismada, dental biyofilm icinde saptanan NET ile klinik para-
metreler arasinda iliski tespit edilememesinin nedeni olarak NET’in deoksiri-
boniikleaz (Dnaz) olusturma yetenegine sahip Porphyromonas gingivalis,
Tannerrella forsythia, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Prevotella
intermedia (Palmer ve ark. 2012, Cooper ve ark. 2013) gibi baz1 bakteriler tarafindan
degrade edilebilecegi diisliniilmiistiir. Kronik periodontitisli ve saglikli bireylerde
NET iiretimi ve degradasyonunu arastiran bir calismada, toplam 40 bireydeki plazma

NET iiretiminde periodontitisli ve saglikli bireyler arasinda fark gozlenmemistir.
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Ancak periodontitisli bireylerdeki NET tiretiminin periodontal tedavi sonrasi azaldigi
bildirilmistir. Plazma NET degradasyonu periodontitisli bireylerde belirgin olarak
diisiik bulunmus ve bu durum azalmis Dnaz-1 seviyeleri ile iliskilendirilmistir. Bu
yiizden, tedavi sonrast NET degradasyonunun karsilastirilabilir bir parametre oldugu
distintilmistiir (White ve ark. 2016).

Periodontitiste periferal notrofillerin dental plaktaki bakterilere karsi hiperreaktif
ve ROT iiretimi acgisindan hiperaktif oldugu 6nceden bildirilmistir (Matthews ve ark.

2007). Bu iki durum, asir1t NET tiretimi ile sonuglanmaktadir (Cooper ve ark. 2013).
NET’in doku hasar1 patogenezindeki rolii su etkileri ile iligkilendirilmistir;

-NETozis boyunca notrofillerin yari Omiirleri uzamaktadir. Enflamatuvar
bolgede daha uzun siire yer alan notrofiller, degrade edici enzimleri ile notrofil-

aracili doku hasarina yol agmaktadir.

-Hiicre dis1 ortamda bulunan proteinaz-3, MPO, peptidil arjinin deaminaz (PAD)

gibi hiicresel komponentler immiinojenik etki olusturmaktadir.

-NET olusumu siiresince iiretilen ROT, IL-1B gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin

salinimini arttirmaktadir (Cooper ve ark. 2013).

Bu bilgilerin 1s18inda, S-P+ ve S+P+ gruplar ile S-P- grup karsilagtirildiginda
her iki grupta da NET miktar1 S-P- gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir. Gozlenen farkin, enflamatuvar hastaliklarda artmis ROT firetiminin bir
sonucu oldugu disiiniilmistir. Bu bulgu literatiirdeki bilgileri desteklemektedir
(Fuchs ve ark. 2007, Cooper ve ark. 2013).

Sigara duman 6zellikle H,0O, ve O,- gibi ROT bakimindan oldukga zengindir
(Pryor ve Stone 1993, Valavanidis ve ark. 2009). Sigara i¢ildiginde bir nefeste tar
fazda 10" ve gaz fazda 10™radikal icermektedir (Pryor ve ark. 1983). Sigara,
icerdigi pek c¢ok kimyasalla direkt veya indirekt olarak ROT iiretimi ile oksidatif
stresi dogurmaktadir (Pryor ve ark. 1990, Palmer ve ark. 2005, Garg ve ark. 2006).
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Sigaranin noétrofil kaynakli ROT iiretimini arttirdigini gosteren ¢aligsmalar mevcuttur
(Gillespie ve ark. 1987, Gustafsson ve ark. 2000). Sigara ile iliskilendirilmis
kardiyovaskiiler hastaliklarda sigaranin ROT firetimini arttirdigi tespit edilmistir
(Burke ve Fitzgerald 2003, Yamaguchi ve ark. 2005). RA’l1 bireylerde sigara igilme-
si ile oksidatif stresin arttig1 ve hastalik patogenezine bu yolla katkida bulundugu
belirtilmistir (Chang ve ark. 2014). Periodontitisli bireylerde saglikli kontrollere gore
ve sigara i¢en kronik periodontitisli bireylerde ise igmeyenlere gore ROT seviyesinin
arttig1 tespit edilmistir (Guentsch ve ark. 2008, Aziz ve ark. 2013).

Sigara nedeniyle NET olusumunun artabilecegi, bunun bir sonucu olarak ise
sigara ile iliskili hastaliklarda doku hasari ve immiin bozuklugun ortaya cikabilecegi
diistiniilmektedir (Feldman ve Anderson 2013). KOAH hastalarinda sigaranin NET
olusumu iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, sigara du-
manina maruz birakilan farelerden izole edilen PMN’lerde PMA aktivasyonu sonucu
gelisen NET miktarinin kontrole gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Qui ve ark.
2017). Buna ek olarak, nikotinin NET olusumunu uyardigi gdsterilmistir (Hosse-
inzadeh ve ark. 2016).

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore, S+P+ grupta NET miktari, S-P+ grup
ve S-P- grup ile karsilastirildiginda daha yiiksektir. S+P+ grup ile S-P- grup arasin-
daki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmasina ragmen, S-P+ grup ile arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Periodontitisli gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunamamasi, sigara kullanim durumlarinin sézel olarak elde edilmesi ve farkli
dozlarda sigara igen bireylerin ¢alismaya dahil edilmemesine bagli olabilir. Ayrica
literatiirde, sigaranin, notrofil NADPH oksidaz1 (Nyugen ve ark. 2001) ve CSE’ye
maruz birakilan notrofillerde oksidatif patlamay: baskiladigini bildiren ¢aligmalar da
mevcuttur (Zappacosta ve ark. 2001). Sigara dumani i¢indeki CSE ve tiyosiyanat
(SCN-)’ye maruz birakilan notrofillerde PMA ile aktive edilen NET iiretiminin in-
hibe edildigi bulunmustur (White ve ark. 2018). Bu bilgilere ek olarak, sigara icen
bireylerde sigara duman1 kondensati (CSC)’ye maruz birakilan periferal nétrofillerde
NET olusumu doz bagiml olarak azalmistir. Bu durum CSC tarafindan potansiyel
NADPH oksidaz inhibisyonu ile iliskilendirilmistir (Bokaba ve ark. 2017). Tiim bu
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caligmalara ragmen, sigaranin NET miktar {izerine etkisi tam olarak agiklanabilmis

degildir (Rajendran ve Uppoor 2018).

NET olusumu Ve sigaranin bu olusumlar1 nasil etkiledigi oldukga giincel bir ko-
nudur ve bilindigi kadartyla bu ¢alisma, sigara icen periodontitisli bireylerde, sigar-

anin NET miktar1 tizerine etkisini degerlendiren ilk ¢alismadir.

Calismamizin limitasyonlart;

1 Sigara kullaniminin sézel olarak degerlendirilmesi ve doz siniflamasi yapil-
mamasi,
1 NET olusumu degerlendirilirken es zamanli olarak ROT belirteglerinin

bakilmamasidir.

Sonug olarak;

1 Her iki periodontitis grubunda da NET miktar1 saglikli gruba gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir.

1 Sigara i¢en periodontitisli bireylerde NET miktar1 sigara igmeyen periodonti-
tisli bireylere gore yiiksektir; ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulun-
mamigtir.

"1 NET miktari ile klinik parametreler arasinda pozitif iliski bulunmustur ve bu
iliski KAS ile yiiksek diizeyde pozitiftir.

1 Artmis NET miktarinin periodontitiste doku hasarinda rol oynadig

diistiniilmektedir.
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