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1. GIRIS

Diinyanin en yaygin kronik hastaliklarindan biri olan dis c¢liriigli; dental
plaktaki karyojenik bakterilerin karbonhidratlar1 fermente etmesi sonucu olusan asit
ile dis sert dokularinin organo-inorganik molekiillerinin giderek suda erir hale
doniiserek kimyasal baglariin kopmasi seklinde devam eden patolojik olaylar
dizisinin bir sonucu olarak tanimlanmaktadir (1-5). Agiz ortaminda normal sartlarda
belirli bir denge igerisinde birbirini izleyen demineralizasyon ve remineralizasyon
olaylar1 bakteri plagi varliginda bozulabilmekte ve demineralizasyonun 6n plana
gecmesi ile meydana gelen mineral kaybi sonucunda ¢iiriik meydana gelmektedir (3,
6, 7).

Dis clirtigiiniin etiyolojisinde yer alan dort temel faktor olan, biyofilm, diyet,
zaman ve konak, etkilesiminin bir sonucu olarak meydana geldigi bilinmektedir (8,
9). Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar ile dis ¢iiriigliniin olusumuna neden olan
ve cliriige yatkinligr artiran daha fazla risk faktorii belirlenmistir (9). Dolayisiyla dis
clirtigii; icerisinde biyolojik, sosyal, davranissal ve psikolojik bilesenlerin bulundugu
cevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi sonucu olusan multifaktoriyel bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir (10). Ciiriigiin kompleks ve multifaktoriyel etyolojiye sahip
olmasi1 nedeniyle, bircok risk faktorliniin birlikte degerlendirilmesine dikkat
cekilerek, risk faktorlerinin ve bu faktorlerin birbirleri ile olan iliskilerinin
belirlenmesi vurgusuyla ¢iiriik riskini degerlendiren calismalara 6nem verilmesi
gerektigi belirtilmistir (11, 12).

Glinlimiize kadar aragtirmacilar bircok c¢evresel faktorii tek basina veya
birlikte ele alarak ¢iirlik riskini degerlendirmislerdir (13-18). Bunun yaninda sadece
cevresel faktorlerin degerlendirilmesinin dis ¢liriigliniin olusumunu agiklamadiginin
altt ¢izilmistir. Ciinkli ayn1 ¢evresel risk faktorlerine maruz kalan bireylerin ¢iiriik
riskinin ayni olmadigi belirlenmis, bu sonu¢ c¢iirigiin etiyolojisinde genetik
faktorlerin de rol oynadigini akla getirmistir (9).

Dis ciirtikleri toplumun tamaminda goriildiigii i¢in gegmiste, genetik faktorlerin
dis ciiriigiinlin etiyolojisi lizerine etkisi Onemsenmemistir. Ciiriik ve genetik

arasindaki iligki kalitimsal Ozelliklerle aciklanmaya calisilmigtir. Dis ¢iiriigi ile



iliskilendirilen bu kalitimsal faktorlerin; disin yapisal kompozisyonu, dis morfolojisi,
ark formu gibi baz1 6zellikler iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (4, 10).

Dis ¢iirligli ve genetik arasindaki iliskinin degerlendirilmesi ise yakin zamanda
gerceklesen gelismelerle baglamaktadir. Hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayan ve
hastaliklar i¢in risk olusturabilecek genler hakkinda yararli bilgiler, insan
DNA’sindaki ii¢ milyar baz ciftinin dizilimini ortaya c¢ikaran ‘insan Genom
Projesi’nin 2003 yilinda tamamlanmasinin ardindan elde edilmistir (19). Bu
gelismenin 1s18inda 2008 yilinda cliriikle iliskili genomik bolgelerin tespiti i¢in
yapilan genom taramasi sonucu, diisiik ve yiiksek ¢iiriikk yatkinligiyla ilgili olan gen
bolgeleri tespit edilmistir (9, 20). Dis ciiriiglinde genetigin rolliniin anlagilmasi igin
yapilan ikiz ¢aligmalariyla ¢iiriigiin olusumunda genetigin roliiniin tek basina %35-
55 oraninda olabilecegi ifade edilmistir (21). Glinlimiize kadar mine ve dentin
mineralizasyonu, tiikiiriik proteinleri, agiz i¢i savunma elemanlari, tat alma ve
beslenme tercihleri ile ilgili gen polimorfizmleri ve cliriik arasindaki iliski
incelenerek genetik faktorlerin ¢iiriik riski tizerindeki rolii arastirllmistir (9, 22).
Ciirik olusumunda etkili ¢evresel ve genetik faktorleri tek basina degerlendiren
caligmalardan elde edilen sonuglar arastirmacilar ¢iliriik olusumunda etkili faktorleri

birlikte degerlendiren cliriik risk modelleri gelistirmeye yoneltmistir (23-25).

Buna gore bu tez ¢alismasinin amaglar1 asagidaki gibi siralanabilir:

- Gelistirilecek olan ciiriik risk modelinde yer alip almayacaginin gozlenebilmesi
amaciyla ¢alisilan populasyondaki farkli c¢iiriik risk gruplarinin; plak miktari, dis
firgalama sikligi, 6glin dist diyet sikligi, tiikiiriik akis hizi, tiikiiriik tamponlama
kapasitesi, tiikiirik mutans streptokoklar1 sayis1 ve tiikiiriik laktobasil sayis1 olarak

secilen ¢evresel ¢iiriik risk faktorleri acisindan karsilastirilmasi,

- Ciiriik etiyolojisinde rol oynadig: diisiiniilen gen polimorfizmleri arasindan secilen;
mineralizasyonla iligkili amelogenin proteinini kodlayan AMELX genine ait (+522)
polimorfizminin, tiikiiriik ile iliskili karbonik anhidraz 6 proteinini kodlayan CA6
genine ait (T55M) polimorfizminin, bagisiklikla iligkili beta defensin 1 proteinini
kodlayan DEFBIgenine ait (G-20A) polimorfizminin ve tat alma ile iligkili tat



reseptor ‘tip 2, 38. lye’ proteinini kodlayan TAS2R38 genine ait (A49P)
polimorfizminin c¢alisilan populasyonda ¢iirlige yatkinhigin veya ¢iirtik riskinin

artmasina neden olup olmadiginin degerlendirilmesi,

- Calisilan populasyondaki c¢lirtik risk gruplari arasinda yapilan karsilastirmadan elde
edilen sonuca gore, ¢iiriik etiyolojinde yer aldigi saptanan farkli genlere ait tek
niikleotid degisimlerinin ve ¢iiriik etiyolojisinde rol oynadigi saptanan c¢evresel ¢iiriik
risk faktorlerinin birlikte degerlendirilmesi ve boylelikle eriskin bireylerde ciiriik
deneyiminin yiiksek olmasimi gen-cevre etkilesimi agisindan agiklayabilen ve

dogruluk orani yiiksek olan bir ‘giiriik risk modeli’ gelistirilmesi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ciiriik Risk Degerlendirmesi

Dis ¢iiriigliniin olusmadan 6nce tahmin edilmesi, risk degerlendirmesi konusu
icinde incelenmektedir. Ciirtik riski, ¢liriik olusumunda rol oynayan bir¢ok faktoriin
birlestirilmesi ve analiz edilmesi ile belirlenebilmektedir. Giinliik pratikte ¢iiriik
riskinin belirlenmesi g¢iiriikte rol alan temel faktorleri belirlemek, hasta riskini
onceden degerlendirmek ve hastaya bireysel ihtiyaclara yonelik spesifik koruyucu
onlemleri 6nermek amaciyla kullanilmaktadir (26).

Ciriik risk degerlendirmesinde calismanin tipine gore ciirlik risk faktorii ve
clriik risk indikatorii olarak tanimlanan iki tiir degisken kullanilmaktadir. Risk
faktorli; hastaligin nedeni olarak gdsterilmekte ve etiyolojik faktdr olarak
nitelendirilmektedir (27). Risk faktorii genellikle prospektif ¢alismalarda zamana
bagl sonuglar ile dogrulanan ve hastalifin olusma olasiligin1 direkt olarak artiran
faktor olarak tanimlanmaktadir (28). Mevcut verilere gore riskin degerlendirildigi
kesitsel ¢aligmalarda ise risk faktorii yerine risk indikatorii teriminin kullanilmasi
gerektigi bildirilmektedir. Bir risk indikatoriiniin risk faktorii olarak sayilabilecegi
fakat kesitsel calisma sonuglarinin uzun donemde test edilememesinden dolay1 bu
sonucun yaniltict olabilecegine dikkat ¢ekilmektedir (28). Kesitsel ¢aligmalar ¢liriik
olusmadan oOnce risk faktorlerini tahmin ederek koruyucu oOnlemlerin alinmasi
acisindan oldukca yararli kabul edilirken, prospektif ¢alismalar belli bir zaman
periyodunda olusmus olan bulgulara gére degerlendirme yapmalari sebebi ile ¢iiriik
olusumunu Onlemek adina yarar saglamamakta fakat riskli bireyleri tahmin etme
acisindan daha gii¢lii bulunmaktadir (27, 29, 30).

Ciirtik riskinin degerlendirilmesinde iki tiir modelden bahsedilmektedir. Ciiriik
risk modeli ve cliriik 6ngérme modeli olarak belirtilen s6z konusu modeller
arasindaki farklart analiz etmek onemlidir (29). Ciiriik risk modeli; hastalik i¢in bir
ya da birden fazla risk faktoriinii belirlemenin 6nemli oldugu durumlarda
kullanilmaktadir. Bu modele ge¢misteki ciiriik deneyimi, agizda kalan dis sayis1 gibi

gelecekte ¢iirtige neden olmayacak etkenler dahil edilmemektedir. Ciiriik 6ngdrme



modeli ise riskli bireyi belirlemenin 6nemli oldugu durumlarda kullanilmaktadir. Bu
model, hem risk faktorlerini hem de risk indikatorlerini igerebilmektedir (27, 29).
Gegmiste yapilan ciiriik risk modellerinde ciiriikle iliskili tek bir degisken
incelenirken, 1980 yilindan giiniimiize kadar modellere ¢oklu degiskenler eklenmistir
(14). Curtglin multifaktdriyel bir hastalik olmasi dolayisiyla risk modellerinin bir¢ok
faktorii icermesi risk tahmininde daha iyi sonuglar vermektedir (27, 29, 31).
Glinlimiizde ¢iiriik riskini belirlemek i¢in kullanilan modellerin gecerliliginin
hala kisitl oldugu bildirilmektedir (27, 29, 30). Ideal ciiriik riski belirleme modelinin
hastanin yagina, dis hekiminin ¢alisma stiline ve populasyondaki ¢iiriikk prevalansina
uygun olmasi gerekmektedir. Ayrica modelin, tek bir faktor yerine kolay temin
edilebilen ve pahali olmayan Olgiimlere dayali ¢oklu faktorler icermesi ve bu
faktorler icinde gegmis ¢iliriik deneyiminin mutlaka yer almasi gerektigi

vurgulanmaktadir (27, 30, 31).

2.2. Ciiriik Risk Faktorleri

Cirtik risk degerlendirmesi sirasinda goz oniinde bulundurulmasi gereken
faktorlerin, ¢lirigiin etiyolojisinde de rol oynamasi dolayisiyla, ¢evresel ve genetik

faktorler olarak siniflandirilmasi uygun olmaktadir (9, 23).

2.3. Cevresel Ciiriik Risk Faktorleri

Agiz saghgmin iyilestirilmesi icin riske dayali yaklasimda ve dis ¢liriigi
analizinde model olusturulmasinda goéz Oniinde bulundurulacak c¢evresel risk
faktorleri; gegmis ciiriik deneyimi, dental plak, agiz hijyen aligkanliklari, karyojenik
bakterileriler, tiikiiriik, florlir kullanimi, beslenme aligkanliklari, saglik sistemi,
egitim, meslek, cinsiyet, yas, kalitim, sosyoekonomik durum, dis hekimine gitme
siklig1, yasam kalitesi ve genel saglik durumu bagliklar1 altinda incelenmektedir (32-

34).



2.3.1. Ge¢mis Ciiriik Deneyimi

Yapilan bircok epidemiyolojik ¢alismada ge¢mis ¢iirik deneyiminin
gelecekte olusacak yeni cliriikler i¢cin 6nemli risk gostergesi oldugu bildirilmistir (26,
31, 35, 36). Ayrica giiriik riskinin dogru tahmin edilebilmesinde sadece bu faktorii
kullanmanin yeterli olabilecegi ifade edilmektedir (36).

Gecmis c¢iirik deneyiminin DMFT ve DMFS degerleri kullanilarak
kaydedilmesi hizli, basit ve ucuz olmasi dolayisiyla ¢ogunlukla ciiriik tahmin
modellerinde kullanilmaktadir (29). Kullanilan bu degerlerden “DMFT”; “ciirtik’
(Decayed-D), ‘kayip’ (Missing-M) ve ‘dolgulu’ (Filled-F) dis sayis1 toplamini ifade
etmektedir. Dis yiizeylerini degerlendirmek icin ise DMFS kullanilmaktadir (1).
Curtk riski degerlendirilirken ayrica ¢iirlik nedeniyle kayip dislerin ne zaman
kaybedildiklerinin, restorasyonlarin boyutlarinin ve ne kadar siire 6nce yapildiginin,
agizda bulunan ¢iiriik lezyonlarmin aktivitesinin ve lokalizasyonunun kayit altina
alimmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Erigkinlerde mevcut DMF degerinin koronal
curiiklerin tahmininde c¢ocuklara goére daha az hassasiyet gosterdigi, fakat kok
¢liriigiiniin olusma riskiyle arasinda ¢ok yakin iliski bulundugu bildirilmektedir (26).

Birgok c¢aligmada ge¢mis clirlik deneyiminin belirlenmesinde DMFS
degerinin kullanildig1 fakat sadece ¢iiriik (DT) ya da sadece dolgulu (FT) dis
sayisinin ayr1 olarak degerlendirilmesi hakkinda yeterli bilginin bulunmadig:
bildirilmektedir (10). Ayrica baslangic cliriik lezyonlarim1 degerlendirmenin
gelecekte olusacak ¢iirtigiin tahmininde, sadece ¢iiriiklii ylizey (DS) veya sadece
dolgulu yiizey (FS) sayisinin degerlendirilmesinden daha dogru sonuglar verdigine
dikkat ¢ekilmektedir. Buna ragmen baglangi¢ ¢iirlik lezyonlarinin DMFS
hesaplamasina ¢iiriiklii ylizey (DS) olarak ilave edilmesinin ciiriik riskinin
tahmininde dogrulugu artirmadig bildirilmektedir (26).

Gegmis clirik deneyimi c¢iirlik lezyonlarmin aktif ya da inaktif oldugu
hakkinda bilgi vermemektedir (35). Ciiriik riskinin degerlendirilmesinin yaninda
clriik aktivitesinin de belirlenmesi gerektigine dikkat cekilmektedir (36). Ciiriikk
aktivitesi ¢iirlik lezyonunun ilerleme hizinin 6lgiisiidiir ve temel olarak her c¢iiriik
lezyonunun aktif veya inaktif oldugu donemlerinin oldugu belirtilmektedir (26).
Ciirtik lezyonunda plak retansiyonunun varligi, minenin piiriizlii olmasi, yumusak ve

nemli dentinin varhig clirlik aktivitesinin belirtileri olarak gosterilmektedir.



Giliniimiizde ¢iirtik aktivitesi 0znel olarak degerlendirilebilmektedir. Dolayisiyla
gelisen teknolojiyle bu tiir lezyonlarin erken evrede tespit edilmesi koruyucu

onlemlerin alinmasina katki saglayabilecektir (10).

2.3.2. Dental Plak ve Agiz Hijyeni

Ciirtik bakteriyel plaktaki metabolik aktivitenin bir sonucu oldugundan
dolayi, dis ylizeylerinde plak yok ise ¢iiriik meydana gelmez (7). Dental plagin ¢iiriik
riskiyle iligkili olup olmadigini eriskinler iizerinde degerlendiren epidemiyolojik
calismalarda plak miktart arttik¢a ¢iiriik riskinin de arttig1 belirtilmistir (13, 14, 18,
26, 27, 36). Buna kargin literatiirde plak miktarinin ¢iirtik riskiyle iligkili olmadigini
saptayan bazi caligmalar da mevcuttur (27).

Agiz hijyeninin saglanmasi i¢in dis yiizeyinde olusan dental plagin ve yiyecek
artiklarinin mekanik yolla uzaklastirilmast gerekmektedir (3). Ciiriik riskinde agiz
hijyeninin degerlendirmesi, plak indeksleri ile dental plak miktar1 o6lgiilerek
yapilabilmektedir (13, 14, 18, 26, 27, 36). Periodontal sagligi belirlemek ig¢in
gelistirilen plak indekslerinin daha ¢ok dislerin diiz yiizeyleri degerlendirmesi ve
clirtigiin daha ¢ok aproksimalde ve fissiirlerde olusmasi nedeniyle plak indekslerinin
curiik riskini belirlemede etkisinin kisitli oldugu belirtilmistir (26, 36). Ciiriik
riskinde agi1z hijyeninin etkinligini degerlendiren diger bir yontem bireyin agiz hijyen
aligkanliklarinin  sorgulanmasidir. Bu yoOntemin kullanilmasiyla cilirlik riskinin
degerlendiren calismalarda agiz  hijyen aligkanliklarinin = ¢iiriik  riskinin
belirlenmesinde 6nemli oldugu vurgulanmistir (27, 37, 38, 39, 40). Buna ragmen
ag1z hijyen aliskanliklarinin sorgulanmasinda, floriirlii dis macunlarinin igerigindeki
florlirlin  koruyucu etkisi dolayisiyla bireyin mekanik temizliginin etkinligini

degerlendirmenin zorlastig1 da g6z 6niinde bulundurulmalidir (26).

2.3.3. Karyojenik Bakteriler

Ciirik, cevresel etmenler sonucu normal agiz florasinda bulunan
mikroorganizmalarin patojenite ve oran degisiminden kaynaklanan mikrobiyal bir

hastaliktir  (36). Giiniimiize kadar mutans streptokoklar ve laktobasiller



arastirmacilarin biiyiik ilgisini uyandirmis ve s6z konusu mikroorganizmalarin
tiikiiriikteki sayilarinin ¢tiriik riskinin tahmininde kullanilmalar1 6nerilmistir (29, 36).

Hem ¢ocuk hem yetigkinler {izerinde yapilan ¢alismalarda tiikiiriikteki mutans
streptokok sayis1 ile ¢iiriik lezyonu arasinda pozitif iliski tespit edilmistir (1, 26).
Ayrica erigkinlerde tlikiirtikteki yliksek laktobasil sayist ile yeni kok ¢iirtigii gelisimi
arasindaki iliskinin anlamli oldugu belirtilmistir (1). Dis c¢iirtigli etiyolojisinde rol
oynamalarina ragmen, cliriik riskinin degerlendirilmesinde mutans streptokok
sayiminin yiiksek ve diisiik ¢iiriik riskli bireyler i¢in etkin, orta ¢iiriik risk grubunda
yer alan bireyler i¢in etkin bir yontem olmadigi ifade edilmektedir (26). Ayrica
mutans streptokok sayim testlerinin gelecekte olusacak yeni ¢iiriiklerin
belirlenmesindeki dogrulugunun %50’den az oldugu hatta ¢iiriik prevelans: diisiik
olan toplumlarda bu oranin daha da azaldig: bildirilmektedir (26, 36). Buna ek olarak
laktobasil sayim testinin duyarlili§inin mutans streptokok sayim testinden daha az
oldugu saptanmustir (36). Dolayisiyla gelecekte olusabilecek cliriiklerin tahmininde
sadece tiikiiriikteki bakterileri saptayan testlerin kullanimi tavsiye edilmemektedir.
Bununla beraber mevcut tiikiiriik testlerinin hastalar1 motive etmek ve antimikrobiyal
tedavilerin etkilerini gozlemlemeye yardimci olmak i¢in kullanilabilecegi ifade

edilmektedir (36).

2.3.4. Floriir Kullanimi

Floriir kullaniminin ¢iiriik prevalansini ve ¢iiriik lezyonlarinin ilerleme hizini
onemli Olgiide azalttig1 bildirilmektedir (36). Tiikiirtikteki floriir konsantrasyonunun
cliriige yatkinlikla iligkili oldugu fakat tahmin veya teshis yoniinden ciiriik riskinin
degerlendirilmesinde belirgin bir rol oynamadig: ifade edilmektedir (26).

Floriiriin dis yiizeyindeki remineralizasyon siirecinde rol oynayan lokal
etkisinin, dis olusumu sirasinda sert dokularda floriir birikimi olan sistemik etkisi
kadar 6nemli olduguna dikkat cekilmektedir (26). Diizenli floriir kullanimi agiz
icindeki floriir konsantarasyonunu artirmakta ve c¢liriiglin olusumunu azaltmada
onemli rol oynamaktadir (26). Cocuk veya yetiskinler i¢in florlir kullaniminin
yeterliligi belirlenirken igme suyu, yiyecek ve icecekler, floriirlii dis macunu,

gargara, tablet gibi preperatlarin kullanimi ve periyodik olarak gergeklestirilen



profesyonel floriir uygulamalar1 géz 6niinde bulundurulmaktadir. Ornegin giinde bir
kez floriirlii dis macunu kullanan hasta diislik risk grubuna dahil edilmis ve c¢iiriik
aktivitesine dair bir belirti gostermemisse floriiriin hasta icin yeterli oldugu kabul
edilebilir. Yeni lezyonlar goriilmeye baslar veya mevcut ciiriikk lezyonlarinda
ilerleme goriliirse floriiriin hasta icin yetersiz oldugu kabul edilmektedir (36).

Flortir kullanimi ¢iiriik riskinin degerlendirilmesinde koruyucu faktoér olarak
kabul edilmektedir (36). Floriiriin c¢iiriigiin ilerlemesini geciktirdigi bu nedenle
floriirsiiz dis macunu kullanan kisilerin ¢iiriigiin olusumu acgisindan yiiksek risk
grubunda yer alabilecegi ifade edilmektedir (29). Ayrica g¢iiriikten korunmada
Ozellikle sosyal agidan geri kalmig bolgelerdeki sular1 florlanmanin yarar sagladigi

vurgulanmaktadir (29).

2.3.5. Tikiirik

Tukiiriik akis hizi ve kalitesi hem c¢iiriigiin meydana gelmesinde hem de
remineralizasyonda 6nemli rol oynamaktadir (1). Bir¢ok caligmada tiikiiriik akis
hizinin g¢iirik olugma riskini etkiledigi belirtilmektedir (29). Ayrica yas veya
kullanilan ilaglara bagl olarak gdzlenen tiikiiriik akis hizinin diigiik olmasinin, ¢iiriik
riskini ve ¢iirik aktivitesini artirdigi ifade edilmektedir (1, 26).

Tiikiiriik, plak mikroorganizmalar1 tarafindan olusturulan asit sonucu agiz
ortaminda pH oranindaki diisiisii tamponlama gorevini {stlenir (26, 36). Yiiksek
tamponlama kapasitesinin kok ve koronal ¢iirtik riskini azalttig1 bildirilmektedir (26).
Bununla beraber tiikiiriigiin tamponlama kapasitesinin akis hizina paralel seyrettigi
vurgulanmaktadir. Ayrica ciirlik riskinin belirlenmesinde tiikiiriik ile protein
konsantrasyonu, degisik iyonlar veya enzim aktiviteleri gibi diger faktorlerin
oneminin az oldugu belirtilmektedir (26).

Tukiiriik, ¢iiriglin meydana gelmesi ve ilerleyisine karsi koruyucu bir¢ok
fonksiyona sahiptir. Ciiriik riskinde tiikiiriigii degerlendirilebilmek i¢in hastanin
agzmin sik kurumasi, yiyecekleri ¢ignerken zorlanip bu esnada sivi alma ihtiyaci
hissetmesi gibi 6znel sikayetleri géz onilinde bulundurulmaktadir. Buna ek olarak, dis
hekimi tarafindan tiikiiriik salgilanma oraninin azli§i sonucu ortaya ¢ikabilecek

hastaya ait agiz i¢i semptomlar degerlendirilmektedir. Kronik olarak tiikiiriigiin az



salgilanmasinin ¢iiriik olusumu riskini artirmasi dolayisiyla s6z konusu duruma
neden olabilecek yas, genel saglik durumu, kullanilan ilaglar, bas ve boyun
radyoterapisi gibi etkenlerin dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Ciiriik
riskinin tahmininde uyarimsiz tiikiiriik akis hizi ol¢limiiniin giiclii bir gegerlilige
sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica sekersiz sakiz ¢igneme Onerisi veya pilokarpin
Onerisi gibi koruyucu tedavilerin etkinligini belirleyebilmek i¢in parafin kullanilarak

uyarilmig tiikiiriik akis hizinin 6lgiilmesi tavsiye edilmektedir (36).

2.3.6. Beslenme Aliskanhklari

Karbonhidrat dis cliriigiinlin meydana gelmesinde Onemli bir etiyolojik
faktordiir (36). Karbonhidrat iceriginden zengin bir beslenme, kotii agiz hijyenine
sahip bireylerde ¢iirlik olusumu agisindan 6nemli risk faktorii olarak kabul edilirken,
ayni beslenme diizenli agiz bakimina sahip, floriir preperatlart kullanan kisilerde
zayif etkili bir risk faktoridiir (1).

Hastalarin beslenmesi degerlendirilirken besinlerin karyojenik 6zelligini
etkileyen hastaya ve yiyeceklere ait unsurlarin Onemine vurgu yapilmaktadir.
Beslenme 6zelliklerini degerlendirebilmek icin hastaya beslenme aligkanliklariyla
ilgili sorular yoneltilmektedir. Degerlendirmede 6zellikle ara 6giinlerde ve gece geg
saatlerde atistirllan gidalara ayrica beslenmesindeki sekeri alim sekline
odaklanilmasi gerektigine dikkat ¢ekilmektedir. Eger hastanin ¢iiriik agisindan riskli
oldugu disiiniilirse ek olarak uzun donem beslenme analizi yapilmasi
onerilmektedir. Bu amacgla 24 saatlik, 3, 5 veya 7 giinliik besin alimmi kaydetme
yontemleri kullanilmaktadir (36).

Sonugta hastalarin beslenme aligkanliklariin kritik olarak degerlendirilmesi
gerektigi  fakat degerlendirmenin sadece hastanin beyani dogrultusunda
gerceklesmesi dolayisiyla beslenmenin ¢liriik riskinde diisilk Ongoriiye sahip
oldugunun  unutulmamasi  gerekmektedir (26). Ayrica ¢iiriik  riskinin
degerlendirilmesinde belirleyici faktor olarak sadece beslenmenin yeterli olmadigi
bunun yaninda hastanin agiz hijyeninin, karbonhidrat tiiketim sikliginin ve seklinin

de g6z onilinde bulundurulmasi gereken unsurlar oldugu vurgulanmaktadir (36).
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2.3.7. Modifiye Ciiriik Risk Faktorleri

Yas, cinsiyet ve kaliimin yaninda saglik sistemi, egitim, meslek,
sosyoekonomik durum, yasam tarzi gibi unsurlar1 barindiran sosyokiiltiirel risk
faktorleri ve dis hekiminin hastasina uyguladig: tedavi, hastalarin saglik tutumlari,
genel saglik durumu modifiye ¢iiriik risk faktorleri olarak degerlendirilmektedir.

Ciiriik riski belirlemesinde hedef alinan yas grubunun 6nemli oldugu ifade
edilmektedir (27). Farkli yas gruplarinda farkli risk etkenleri ortaya c¢ikmaktadir.
Ozellikle birinci molar dislerin siirdiigii 5-8 yaslar1 arasi, ikinci molar dislerin
stirdiigii 11-15 yaslar1 arast ve igiincii molar dislerin siirdigii 19-22 yagslan
arasindaki bireyler ¢iiriik acisindan riskli gruptadir. Bunun yaninda mine
olgunlagmasin1 tamamlamamis yeni stirmekte olan dislerin okluzal plana ulasip mine
olgunlagmalarini tamamlayana kadar 6zelikle pit ve fissiir ylizeyleri ¢iiriige yatkin
olmaktadir (26, 29, 36). Yash bireylerde ise restorasyon sayisinin fazla olmasi
sonucu plak retansiyonu artmakta ve periodontal hastaliklar sonucu agiga ¢ikmis kok
ylizeyleri kok ciiriiklerine kars1 hassas olmaktadir (29).

Cinsiyet ve kalitim ¢liriik riski agisindan arastirilan risk faktorleridir. Cocukluk
ve ergenlik doneminde kizlarin DMF skorlarmin erkeklerden daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (26, 29). Buna ek olarak kadinlar, erkeklere gore ¢iiriige karsi daha
fazla hassasiyet gostermektedir. Bunun sebebi olarak, kadinlarin tiikiirtik akis hiz1 ve
iceriginin daha az koruyucu 6zellikte olmasi, beslenme aliskanliklarindaki farkliliklar
ve hamilelik donemindeki hormonal degisiklikler gosterilmektedir. Ayrica genel
olarak kadmlarin agiz hijyeni daha iyi ve c¢ekilen dis sayis1 erkeklerden daha az
olarak gosterilmektedir (26, 29).

Mine formasyonunu diizenleyen protein olan amelogeninin X kromozumunda
bulunan AMELX geni tarafindan kontrol edilmesi ve bu gendeki varyasyonlarin
minenin diizensiz olugmasina sebep olarak ciiriige karst hassasiyeti artirdigi
bildirilmektedir. Kadinlardaki cinsiyet kromozomunun X olmasit dolayisiyla
kadinlarin erkeklere gore ¢iiriilk agisindan daha riskli oldugu bildirilmektedir (41).
Ayrica disin yapisi, morfolojisi, ark sekli, dis dizisi gibi bireye ait kalitimsal
ozelliklerin yeni olusacak ciirliklerin tahmininde Onemli faktdrler olabilecegi

bildirilmektedir (1, 10).
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Toplumun saglik sistemi dis hekimi tarafindan yapilacak olan tedaviyi
dolayisiyla bireylerin ¢iiriik riskini etkilemektedir. Bireylerin agiz ve dis saghig
sigortas1 toplumun saglik sistemine gore sekillenir. Dis ¢iirligli tedavisinin iginde
yalnizca restorasyon uygulamalarinin degil ayrica koruyucu uygulamalarin da
bulunmasi 6nerilmektedir (26, 29).

Ciirtik riskinin degerlendirilmesinde egitim ve meslek iki onemli sosyal
faktordiir (26). Egitimin o6zellikle yiiksek cliriikk prevelansi ile iliskili oldugu
bildirilmektedir (33). Ailenin agi1z ve dis sagligi hakkinda bilgili olmasi ve kendi ag1z
hijyen bakimlar1 ¢ocuklarin1 bu konuda etkilemektedir. Go¢men ailelerde, yer ve
aligkanliklarin siirekli degisiyor olmasi dolayisiyla sekerli gidalarla atistirmanin
artmasi sonucu yiiksek ciiriik riski gelisebilmektedir. Meslek olarak ekmek, seker ve
cikolata fabrikalarinda ¢alisan is¢ilerin diger endiistrilerde ¢alisanlara gore daha fazla
cliriik prevelansina sahip oldugu bildirilmektedir (26).

Sosyoekonomik durumun ¢iiriik prevalansi ile yakindan iligkili oldugu
diistiniilmektedir (26, 29). Sosyoekonomik diizeyi diisiik olan topluluklarda ytiksek
olanlara gore daha fazla ¢iiriik goriilmektedir. Bunun nedeni dis tedavisi
hizmetlerinin pahali olmasiyla degil sosyoekonomik diizeyi yiiksek olan bireylerin
agi1z ve dis sagliklarina verdikleri 6nemle agiklanmaktadir (36). Diisiik gegmis ¢liriik
deneyimine sahip eriskinlerin sosyoekonomik diizeyleri incelendiginde bu gruptaki
bireylerin diizenli koruyucu tedavi uyguladiklar1 ve diizenli dis ipi kullandiklar
bildirilmektedir (33). Sosyoekonomik kosullarin erigkinlere oranla ¢ocuklarda daha
gliclii bir ¢iirtik riski belirleyicisi oldugu belirtilmistir (36).

Yasam kalitesi c¢liriik riski degerlendirilmesinde géz oniinde bulundurulan
diger bir sosyodavranigsal faktordiir. Eriskinlerde yasam kalitesinin diisiik oldugu
belirtilen kisilerin; sehirli, kadin, maddi geliri az, egitim seviyesi diisiik, dis hekimi
kontroliine diizensiz giden, agiz hijyeni zayif olan bireyler oldugu gosterilmistir (33).

Dis hekiminin hastasina uyguladigi tedavi sekli hastanin ¢iiriik riskini
etkilemektedir. Ayrica dis hekiminin akademik bilgisi, giincel yenilikleri takip
etmesi, koruyucu uygulamalar hakkindaki bilgisi ve modern teknikleri kullanmasi
hastanin aldig1 tedaviyi degistirmektedir (26, 29).

Hastalarin  saglik tutumlarimin  ¢liriik  hassasiyetinde etkili  oldugu

vurgulanmaktadir. Saglik konusunda bilingli olan bireylerde ¢iiriik insidansinin az
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oldugu, ozellikle beslenme aligkanliklar1 ve diizenli dis hekimi kontrolleri gibi
davranissal olgularin ¢iirtige yatkinlig1 ve ¢iirtik riskini etkiledigi bildirilmektedir (1,
26, 33).

Genel saglik durumu ve kullanilan ilaglar ¢iiriik riskinin degerlendirilmesinde
modifiye edici risk faktorleridir. Tiikrik akis hizinin azalmasiyla iliskili Sjogren
sendromu, kontrolsiiz diyabet gibi hastaliklar ve antidepresanlar, antihipertansifler
tiriindeki ilaclarin tiikiirik akis hizin1 azaltmasi dolayisiyla ¢iiriik gelisme riskini
artirabildigi bildirilmektedir (36). Diizenli yapilmasi gereken agiz hijyenini etkileyen
mental ve fiziksel engeller veya karbonhidrattan zengin beslenme gerekliligi ¢tiriik
riskini  etkileyebilmektedir (26). Ayrica 06zellikle kemoteropatiklerin  dis
mineralizasyonunu bozarak ciiriik prevalansini artirmaktadir (26). Bununla beraber
uzun donem diizenli olarak kullanilan iceriginde glukoz, fruktoz veya sukroz olan

ilaglar ¢iiriik riskini artirmaktadir (36).

2.4. Genetik Terminoloji

Genetikle ilgili konularin anlagilabilmesi ic¢in genetik terminolojide sik¢a
kullanilan bazi terimlerden bahsetmek 6nemlidir. Genom, bireyin ya da bir hiicrenin
tasidigr tiim genetik materyale verilen isim olarak ifade edilmektedir. Tim
organizmalar ve bazi viriislerin canlilik islevleri ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli
olan genetik bilgileri tastyan Deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiilii ise; hiicre
¢ekirdeginde kromozom denen ve hiicre boliinmesi asamasinda goriiniir hale gelen
ipliksi yapilar lizerinde yer almaktadir (42). Birbirini tamamlayici ikili sarmal yapida
uzun bir polimer olan DNA’nin temelini seker ve fosfat gruplart olusturur. Ayrica
nitrojen iceren niikleotid bazlar1 olan adenin (A), guanin (G), sitozin (C) ve timin (T)
ise seker yapisina baglanmaktadir. Niikleotid baz ciftlerinin farkli diziler halinde
siralanmasi ile genetik bilgi olusmaktadir (43).

Hiicrelerin ve dokularin fonksiyonlari i¢in, DNA {izerinde protein kodlayan
simirli bolgeler gen olarak ifade edilir (42). Genlerin ifade edilmesi proteinlerin
kodlanmas1 ile gerceklesir. Protein kodlanmasi Once yazilim (transkripsiyon)
ardindan protein sentezi (translasyon) olmak iizere 2 basamakta ger¢eklesmektedir.

Transkripsiyon; DNA ¢ift sarmalindan birisinin sablon olarak kullanilmasiyla baz
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sirasinin tek zincirli mesajc1 Riboniikleik asit (mRNA) molekiiliine yazilimidir. Bu
esnada DNA iizerinde bulunan 3’lii baz dizisine kodon adi verilen birim ortaya
cikmaktadir. DNA molekiiliindeki gen dizilerinin polipeptid zincirindeki aminoasit
dizisine donilismesine translasyon adi verilmektedir (43).

Her gen, biri anneden digeri babadan gelen ve alel olarak ifade edilen 2
alternatif kopyadan olusmaktadir. Herhangi bir genin, bir kromozom {izerinde
yerlestigi bolge ise lokus terimi ile isimlendirilmektedir (44). Haplotip terimi ise,
kromozomlar iizerinde birbirleriyle iligkili lokuslardaki DNA dizisine verilen isimdir.
Popiilasyonda %1 veya daha fazla siklikta gorilen DNA dizi degisiklikleri
polimorfizm olarak, %1’den daha az siklikta goriilenler ise mutasyon olarak
adlandirilmaktadir (43, 45). Polimorfik dizi varyantlarinin, genelde gen dizilerinin
disinda kalan DNA bolgelerinde bulundugu icin herhangi bir hastalia neden
olmadiklar1 ancak bazi hastaliklar ile paralellik gosterdikleri durumlarda genetik
markodr olarak kullanildiklart  belirtilmektedir. Polimorfizme ornek olarak
poplilasyondaki A, B, 0 kan gruplar1 ve Rh faktorlii gosterilmektedir (43). Tek
niikleotid polimorfizmleri (TNP), bireyler arasinda DNA dizilerindeki tek niikleotid
degisiklikleridir. Tek niikleotid degisikligi sonucu sentezlenen proteindeki aminoasit

farklilig1 veya sentezlenen protein miktarinda degisiklik olabilir (43).

2.5. Genetik Calismalar

Genetik temelli multifaktoriyel hastaliklarin anlagilmasinin zor olmasindan
dolay1 arastirmacilar genetik temelli hastaliklar1 tanimlamak ve degerlendirmek igin
bircok farkli calisma yapmaktadir (46). Dis ciirliklerinin genetik temelinin
anlagilmasi icin giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalar asagidaki gibi siniflandirilabilir
9):

1- Bakteri genetiginin arastirilmasi
2- Konak genetiginin arastirilmast
a) Deneysel hayvan ¢alismalari

b) Gozlemsel arastirmalar

- Ailesel y1g1lim arastirmalar1

- Ikiz calismalar
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c¢) Baglant1 ve iligki analizleri
- Hayvan caligsmalari

- Insan ¢aligmalari (Gen polimorfizmi ¢alismalari)

Bakteri Genetiginin Arastirilmasi

Ciirtigtin  genetik yonlerini arastiran 1970 ile 1990 yillarn arasindaki
calismalarin biiylik ¢ogunlugu karyojenik bakterilerin gen varyantlar1 iizerinde
durmaktadir (9). Bu c¢aligmalarla, karyojenik bakterilerin genetik yapilarinin desifre
edilmesiyle bakterilerin dis ¢ilirliklerine neden olan metabolizmalarinin
aydinlatilmasi, yeni ve etkin tedavilerin uygulanmasi amaglanmaktadir (47).
Calismalarda mutans streptokok ve ciiriige yatkinlikla iligkili diger suslar

arastirilmis ve birgok S. mutans tiirlerinin dis ¢lirtigiinii etkiledigi belirtilmistir (9).

Konak Genetiginin Arastirilmasti

Deneysel Hayvan Calismalart

Farkli fare suslari ile yapilan calismalar ¢iiriige yatkinliktaki farkliligin
genetik faktorler nedeniyle olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Genetik olarak
heterojen yapidaki farelerin ayni ¢evre kosullarinda ¢iirtige farkli yatkinlik ve direng
gosterdigi  belirtilmektedir. Ayrica fareler {izerinde yapilmis arastirmalarda

farelerdeki 2, 8 ve 17. kromozomun dis ¢liriigii ile baglantili oldugu saptanmustir (9).

Gozlemsel Arastirmalar

Ailesel Yigilim Arastirmalart

Ailesel y1gilim c¢aligmalar1 hastaligin genetik baglantisini tanimlamak i¢in ilk
adim olarak belirtilmektedir (46). Dis clirigiiniin ailesel yigilimin1 inceleyen
calismalar ilk olarak 1938 yilinda baglamistir. Bu ¢aligmada ge¢mis ciiriik
deneyimine gore hi¢ ¢iiriigli bulunmayan ve ge¢mis ciiriik deneyimi yiiksek olan
cocuklarin kardesleri incelenmistir. Buna gore ciiriiksliz ¢ocuklarin kardeslerinde,
yiiksek ¢iiriiklii ¢ocuklarin kardeslerine gore daha diisiik oranda ¢iiriik gozlendigi
ifade edilmistir. Bu yonde yapilan diger bir calismada, disleri bulunan ve hi¢ disi
bulunmayan annelerin ¢ocuklari karsilagtirmis sonugta hi¢ digi bulunmayan annelerin

cocuklarmin siit ve kalic1 dislerinde daha fazla ¢iirtik saptandigi belirtilmistir (9).
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Ikiz Calismalar

Tek yumurta ikizleri birbirleriyle ayni genetik 6zellikleri gostermektedir. Bu
nedenle ikizler bir genetik hastaligin ¢evresel faktorlerden ne kadar etkilendigini
arastirmak i¢in miilkemmel bir olanak sunmaktadir. Cift yumurta ikizleri ise genetik
olarak birbirlerine %50 oraninda benzerlik gostermektedir. Tek yumurta ikizlerinde
goriilen hastaliklardaki farkliliklar tamamen gevresel faktorlerden kaynaklanirken
¢ift yumurta ikizleri arasindaki hastalik farkliliklar1 ¢evresel ve genetik farkliliklarin
birlesiminden kaynaklanmaktadir. ikiz ¢alismalarindan elde edilen sonuglar bir
fenotipe genotipin ne oranda etki ettigini hesaplamakta kullanilabilmektedir (46).
Glniimiize kadar clriigiin genetik temelini arastiran ¢ok sayida ikiz g¢aligmasi
yapilmistir. Bununla ilgili olarak, tek yumurta ikizlerinde ¢iiriik olusum insidansinin
cift yumurta ikizlerine gore daha yiliksek oldugu bildirilmektedir. Ayrica ikiz

caligmalariyla ciirtikteki genetigin roliiniin %70 oraninda oldugu ifade edilmektedir

9).

Baglanti ve Iliski Analizleri

Baglant1 analizlerinin amaci bir hastaliktan sorumlu oldugu bilinen bir genin
kromozom iizerindeki yerini tespit etmektir (46). Baglant1 analizi ile ayn1 kromozom
tizerinde birbirine yakin yerlesmis iki bolgenin anne ve babadan ¢ocuga aktarilirken
bir arada gecis olasilig1 hesaplanmaktadir (48). Analiz genellikle mutant gen adi
verilen hastaligin olusumuna sebep olan gen ve polimorfizm ile tespit edilen genetik

markor arasinda iliski kurmaktadir (46).

Hayvan Calismalart

Hayvan modelleri kullanilarak gerceklestirilen genetik arastirmalarin amact
cliriige yatkinlik veya ciiriige kars1 direng ile iliskili polimorfizmlerin arastirilmasi,
bunun yaninda ciiriikle iligkili genlerin ve genomik bolgelerin tespit edilmesidir (9).
Bu konuda yapilan bir ¢alismada farelerde ¢iiriik ile iliskili olarak, bagisikta rol
oynayan biiylikk doku uygunluk kompleksi (MHC) haplotipinin 2., 8. ve 17.
kromozomlarda yer aldigi tespit edilmistir. Bagisik yanitin ¢iirlik gelisimini

etkileyebilecegi hipotezinden yola c¢ikilarak yapilmis baska bir caligmada ise,
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sistemik olarak lenf nodlarinin sigsmesine neden olan lenfoproliferatif genin
cikarildigi nokaut adi verilen farelerde daha yiiksek oranda ¢iirtik olusumunun

gbzlendigi belirtilmektedir (9).

2.5.1. Gen Polimorfizmi Calismalari

Ciirtikteki multifaktoriyel kalittmin rolii 1970’lerden giinlimiize kadar
tartisilmaktadir. Muhleman 1972 yilinda bazi genlerin mine yiizeyini etkiledigini
diger bir grup genin tiikiiriikk kompozisyonu ile iligkili oldugunu ve bazi genlerin ise
enfeksiyona karsi bagisik yanitin olusmasinda gorev aldigini ileri slirmiistiir. Buna
ragmen insanlarda ciiriikle iliskili genomik bolgelerin tespiti ve gen polimorfizmleri
ile ilgili calismalar yakin ge¢miste baglayabilmistir (9).

Dis ciirtikleri ile ilgili ilk baglantt analiz c¢alismasi 2008 yilinda
gerceklestirilmistir. Ciirtikle iliskili genomik bolgelerin tespiti i¢in yapilan genom
taramas1 sonucu diisiik ¢iiriik yatkinhigiyla ilgili iic adet (5q13.3, 14ql1.2, ve
Xq27.1), yiiksek ciiriik yatkinhigiyla ilgili iki adet (13q31.1 ve 14q24.3) lokus tespit
edilmistir. S6z konusu genlerin tiikiiriik akis hizi, beslenme tercihi ve bagisiklik
sistemi ile 1ilgili olabileceginin alt1 c¢izilmistir (9, 20). Bu g¢aligmanin devami
niteliginde son yillara ait bir arastirmada 14ql1.2 lokusuna ait bagisik yanitin
olugmasinda gorev alan TRAV4 geni incelenmistir. Sonucta TRAV4 geninin ¢iirlikten
korunmada rol oynayabilecegi bildirilmektedir (49).

Hayvan modelleri kullanilarak dis c¢liriiklerinin ~ polimorfizm ile
iliskilendirildigi ¢aligmalar 1980’li yillarda baslasa da insanlar iizerindeki ilk ¢alisma
2005 yilinda yaymlanmistir (9, 23). Giliniimiize kadar mineralizasyon, tiikiiriik
proteinleri, bagisiklik sistemi ve tat alma ile ilgili gen polimorfizmleri ve c¢iiriik

arasindaki iliski arastirilmstir.

2.5.2. Mineralizasyon ile Iliskili Genler

Mine formasyonunun genetik olarak kontrol edilmesi dolayisiyla dis boyutu,
dis morfolojisi ve disin ¢iirige yatkinligi bireyin kalitimsal Ozelliklerinden

etkilenmektedir (21). Bu nedenle mine formasyonunda gorev alan proteinleri
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kodlayan genler ile ¢iirlige yatkinlik arasinda iliski olabilecegi belirtilmektedir (22,
23, 24, 50, 51). Gilinitimiize kadar ciiriikle iligkisi arastirilan amelogenin, enamelin,
tuftelin, ameloblastin ve kallikrein proteinleri minenin mineralizasyonunda,
sialofosfoprotein ise dentinin mineralizasyonunda rol oynamaktadir (23, 24, 50, 52,
53).

Minenin organik matriksinin %90’m1 prolinden zengin protein olan
amelogenin olusturmaktadir (21, 53). Minenin gelisimi sirasindaki mineralizasyona
katilan amelogenin proteini AMELX geni tarafindan kodlanmaktadir (50, 54). Bu
nedenle amelogenin proteininin mine dokusunun olusumu i¢in dnemli oldugu ifade
edilmektedir. Ayrica bu proteindeki normalin disindaki genetik degisiklikler minenin
yapisin1 degistirerek mineral kaybina ve mine yiizeyinde biyofilm tabakasinin
artisina sebep olabilmektedir (24). Mineralizasyonda etkili diger bir protein olan
enamelin olgunlasmis organik matrikste bulunmakta ve mine formasyonunda gorev
almaktadir (53). Enamelin proteini ENAM geni tarafindan kodlanmaktadir (23, 24,
50). Mineralizasyonunun baslamasinda rol oynayan tuftelin proteinini ise TUFTI
geni tarafindan kodlanmaktadir. Diger bir protein olan ameloblastin dis gelisimi
sirasinda mine kristallerinin uzamasini kontrol etmektedir. Ameloblastin proteini
AMBN geni tarafindan kodlanmaktadir. Minenin maturasyonundan sonraki mine
tabakasinin olugsmasinda matriks minerallerinin diizenli yerlesimini kolaylastiran
protein kallikreindir. Bu protein KLK4 geni tarafindan kodlanmaktadir (23, 53).

Dis c¢iirigi ve AMELX, @ AMBN, TUFTI, TFIPIl ve KLK4 gen
polimorfizmleri arasindaki iligskinin arastirildigi 3-5 yaslarindaki ¢ocuklarda ciiriik ve
incelenen genler arasinda iligkinin bulunmadig: ifade edilmektedir. Ayrica TUFTI- T
alelinin ¢iirlik olusumuna mutans streptokok kolonizasyonu ile birlikte neden
olabilecegi vurgulanmaktadir (23). Bu sonucun aksine ayni genlerin kullanildig:
farkli yas gruplar tizerinde gergeklestirilen calismalarda AMELX, AMBN ve TUFTI
polimorfizmlerinin ¢iiriikkle iligkili bulunmaktadir (24, 50, 55). Ayrica ENAM
genindeki polimorfizm mutans streptokok varliginda ¢iiriikle iligkili olabilmektedir
(21, 24). Cirtige kars1 duyarlilikta AMELX alelinin erkeklerde AMELY tarafindan
kompanse edilmesi erkeklerin kadinlara gore daha az ¢iirlik hassasiyeti gostermesini

aciklamaktadir (21, 49).
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Matriks metalloproteinaz minenin olusumu esnasinda hiicre matriks
etkilesiminin diizenlenmesi ve dokularin yeniden sekillenmesi isleminde rol
almaktadir. Matriks metalloproteinazlar MMP geni tarafindan kodlanmaktadir. (23,
24, 50, 52, 53). Koti agiz hijyenine sahip c¢ocuklarda MMP20 genindeki
varyasyonlar, gecmis ¢iiriik deneyimi ile iligkili olabilmektedir (25).

Dentinin mineralizasyonunda gorev alan fosfoprotein ve dentinde bulunan
sialoproteinin birlesmesi sonrasinda olusan dentin sialofosfoproteini kodlayan gen

DSPP ile dis ¢iiriigii arasinda iliski olabilecegi ifade edilmektedir (42).

2.5.3. Tiikiiriik Proteinleri ile iliskili Genler

Tiikiirtik proteinlerini kodlayan genler ile ¢iirlige yatkinlik arasinda iliski
olabilecegi bildirilmektedir. Giiniimiize kadar tiikiiriik proteinlerinden karbonik
anhidraz 6, prolinden zengin protein, miisin ve aquaporini kodlayan genlerin ¢iiriikle
iliskisi arastirilmistir (52, 56, 57, 58).

Karbonik anhidraz 6, tiikiiriik ve diger viicut sivilarinda bulunan karbonik
anhidraz enziminin salgi formudur. Bu enzim ilk defa parotis ve submandibular
bezlerin serdz hiicreleri tarafindan {retilen tikiirik i¢inde tanimlanmistir.
Tikiiriikteki karbonik anhidraz 6’nin dental plaga penetre olarak tiikiiriik bikarbonati
ile asit notralizasyonunu kolaylastirdigi ifade edilmektedir. Bikarbonat sistemi
tikiirtigiin tamponlama kapasitesine katkida bulunan ana tampondur. Bikarbonat
iyonlarinin plak bakterileri tarafindan tiretilen laktik ve asetik asiti notr hale getirerek
bu sekilde demineralizasyonu azalttig1 bildirilmektedir (57, 59). Karbonik anhidraz
6, CA6 geni tarafindan kodlanmaktadir. Dis ¢iiriigi ve CA6 gen polimorfizmi
arasinda iliski bulunmamasma ragmen, tiikiirik tamponlama kapasitesi CA6
genindeki polimorfizmden etkilenebilmektedir (57).

Tikiiriik protein kompleksi ad1 verilen genler tarafindan kodlanan prolinden
zengin proteinler tiikiiriik proteinlerinin %37 sini olusturmaktadir. Prolinden zengin
proteinler mutans streptokok tiirii bakterilerin dis yiizeyinde koloni olusturarak
biyofilm tabakasin1i meydana getirmelerini kolaylastirmaktadir (21, 60). Dolayisiyla
cliriige yatkinlik ve mutans streptokok kolonizasyonu arasindaki iliski biliyiik oranda

genetik varyasyon ile agiklanmaktadir (21). Bireylerlerin farkli ge¢mis c¢iiriik
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deneyimine sahip olmasina sebep olan tiikiiriikteki polimorfik, asidik prolinden
zengin proteinler PRH1 ve PRH?2 genleri tarafindan kodlanmaktadir (21). Beyaz irkta
PRH1 genine ait Db alelinin bulunmamasi c¢liriik oranlarimi artirmistir (60). Ayrica
Pa ve Pr22 genotipine sahip olmak, daimi dislerde c¢iirlik olusma riskini
yiikseltmektedir (21).

Tikiirik savunma elemanlar1 agiz saghgmin sirdiiriilmesi ve cliriikten
korunmada 6nemli rol oynamaktadir. Tiikiiriik salgisi i¢inde bulunan antimikrobiyal
peptidler (AMP) mikroorganizmalarin genis spektrumlarina karsi ilk savunma hattini
olusturan dogal antibiyotiklerdir. Bu peptidlerin 6nemi 6zellikle mikrobiyal floranin
siirekli hakim oldugu agiz ig¢inde 6ne ¢ikmaktadir (21). Yapisal Ozelliklerine gore
antimikrobiyal peptidleri defensinler, histatinler ve katelisidinler olarak
simiflandirmak mimkiindiir (21, 61). Alfa defensinler grubunda yer alan insan
nétrofil peptidlerinin (HNP1-3) tiikiiriik icindeki seviyeleri genetik olarak kontrol
edilmektedir. Bu seviyenin diisiik olmasi, ¢ocuklarda ciiriik riskini degerlendirmek
icin kullanigh bir veri olarak sayilabilmektedir (21).

Tiikiirtik bilesenleri ile ¢liriik olusumunun iligkisine yonelik incelenen baska
bir tiikiiriik proteini ise miisindir. Miisin proteininin en énemli gorevi dis ylizeyine
bakterilerin kolonizasyonunu engellemesidir. Yapilan caligmalarda c¢iiriik olusumu
ile miisin proteinini kodlayan MUC7 geni arasinda bir iliski bulunamamaistir (56).

Tiikiirlikte bulunan aquaporin proteinleri dis gelisiminde ekstraselliiler
matriksin su alimi sirasinda rol oynamaktadir. Aquaporin 5 proteini AQPS5 geni
tarafindan kodlanmakta ve tiikiiriik salgisinda gorev almaktadir. Farelerde AQP5
eksikligi tiikiiriik akisini azaltarak clirtige yatkinlikla iligkilendirilmis, insanlarda ise

bu gendeki ciiriige karsi koruyucu 6zellik tagiyan aleler tespit edilmistir (52).

2.5.4. Bagisiklik ile Iliskili Genler

Dis ¢iirtigilinlin enfeksiydz bir hastalik olmasi sebebiyle insanlarin bagisiklik
sistemlerini kontrol eden genler ve ¢iirlik arasindaki iligskinin aragtirilmasi 6nemlidir
(62). Agiz ici dokularinda ve diger organlarda bagisik sisteminin temel unsurlar
olarak bulunan beta defensinler konagin enfeksiydoz patojenlere kars1 ilk

savunmasinda rol alan antimikrobiyal etkili peptidlerdir (62, 63). Diseti olugu sivisi
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ve tiikiirtikten salgilanan beta defensin 1 (DEFBI) proteinine ait gen aktarimindaki
degisiklikler periodontal hastaliga ve dis ciiriigline neden olabilmektedir (62). Dis
clriigi ve DEFBI gen polimorfizmi arasinda anlamli iligki tespit edilmesi
dolayistyla arastirmacilar, s6z konusu polimorfizmin ¢iiriik riskinin klinik gostergesi
olarak sayilabilecegini ifade etmektedir (62).

Bagisik yanitin olusmasinda 6nemli rol oynayan biiylik doku uygunluk
kompleksi (MHC) insan 16kosit antijeni (HLA) olarak da adlandirilmaktadir (21). Bu
molekiillerdeki degisikliklerin mikroorganizmalara kars1 farkli bagisik yanita sebep
olarak ciirige yatkinlig1 artirabildigi bildirilmektedir (21, 64). Ayrica mutans
streptokok seviyesinin MHC molekiill geni tarafindan kontrol edildigine dair
caligmalar mevcuttur (21, 64).

Bagisiklik ile iligkili genler ile ¢iiriik olusumunun iligkisine yonelik incelenen
diger savunma elemanlari, erken ¢ocukluk déneminde 6nemli rol oynayan mannoz-
baglayici lektin (MBL) ve bakteri ligand1 (CD14) gen polimorfizmleridir. Dis ¢iirtigii
ve MBL gen polimorfizmi arasinda iliski gozlenmezken, bakteri ligandi CDI14
genindeki CD14-260:TT genotipi, c¢iiriigiin neden oldugu abse veya fistiil

olusumunda koruyucu rol oynamaktadir (65, 66).

2.5.5. Tat Alma ile fliskili Genler

Beslenmenin dis ¢iirigli patojenitesinde rol oynadigi ve seker tiiketiminin
bireylerin 6nemli dlglide genetik olarak kontrol edilen tat tercihlerinden etkilendigi
bildirilmektedir (67). Giinlimiize kadar ciiriik ve tat alma iligkisine yonelik incelenen
gen polimorfizmleri, guanin niikleotid baglayic1 protein (G proteini) ve tat reseptor
genlerine aittir (55, 68). Guanin niikleotid baglayici protein GNAT3 geni tarafindan
kodlanarak tat reseptorlerinden gelen sinyali tat tomurcuklarina iletmektedir. Tat
reseptorlerinden olan ‘tip 1, 2. liyesi’ TAS/R2 geni tarafindan kontrol edilmektedir.
Bu reseptor tath tadini algilamaktadir (55). Tat reseptorlerinden ‘tip 2, 38. {liyesi’ ise
TAS2R38 geni tarafindan kodlanmakta ve aci tadini algilamaktadir (68). Buna ek
olarak TAS2R38 genindeki degisiklikler bireyleri fenotipik li¢ gruba ayirmaktadir. Bu
gruplar; siiper tadicilar, orta seviyedeki tadicilar ve tat almayanlar olarak

siralanmaktadir. Bireyler arast aci tadinin algilanmasindaki fenotipik farkliliklarin

21



TAS2R38 geni tarafindan kontrol edilen aci duyusunun propiltiurasil (PROP) ve
feniltiokabamid (PTC) gibi ac1 tadiyla kimyasal olarak iligkili bilesiklerin farkl
algilanmast sonucunda meydana geldigi bildirilmektedir (68). Bireylerin tat
profillerini 6lgmek icin PROP seritleri kullanilabilmektedir. Bu serit dil yiizeyine
bastirildiginda siiper tadici birey tat almayan bireye kiyasla tadi ¢ok aci olarak
algilamaktadir (69). Siiper tadicit bir bireyin, tat almayan bireye gore dilin 6n
bolgesinde daha c¢ok tat tomurcuguna sahip oldugu, aci ve seker gibi tatlar1 daha
fazla algiladig1 bildirilmektedir (68,69). Bu yonde yapilan bir ¢aligmada siiper tadici
bireylerin daha az sekerli yiyecek sevdigi ve ge¢mis ¢liriik deneyiminin tat almayan
bireylere gore anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir (69).

Tat alma ile iligkili genlerindeki polimorfizmler degerlendirildiginde
TAS2R38 ve TASIR2 polimdorfizmlerinin ¢iirik riskiyle iligkili oldugu
bildirilmektedir (55, 68).

2.6. Ciiriik Risk Degerlendirmesinde Gen-Cevre Etkilesimi

Giinlik yasamimizda hastaliklarin nedeni veya nedenleri konusunda
karsilagilan en sik sorulardan birisi; hastaliklara genlerimizin mi yoksa ¢evremizin
mi neden oldugu sorusudur. Bu alanda yapilan ¢alismalar; sadece gen ve sadece
cevrenin belirleyici oldugu hastaliklarin yaninda her ikisinin birlikte fakat farkli
oranlarda belirleyici oldugu hastaliklarin da bulundugunu gostermistir. Toplumlarda
yaygin olarak goriilen hastaliklara karsi duyarliligin temelinde yatan birincil etken,
genetik farkliliklar ve bu farkliliklarin ¢evreyle olan etkilesimidir. Fenilketonuri,
orak hiicre anemisi gibi metabolik hastaliklarin biliylikk c¢ogunlugu tek gen
hastaliklaridir. Bu tiirden hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda cevresel faktorlerin etkisi
¢ok azdir. Bunun aksine evinde otururken c¢atisina yildirirm diismesinden dolay1
yaralanan bir insanin sahip oldugu genler, hicbir sekilde bu olayin nedeni degildir ve
olay sadece cevresel kosullarin sebep olmasiyla agiklanmaktadir. Dis ¢liriigii, kanser,
yaslanma gibi birden fazla genin etkili oldugu ve bu genlerin ¢evreyle etkilesimi
sonucu ortaya c¢ikan multifaktoriyel ve poligenik kalitm modeli gosteren

hastaliklarda ise gen-¢evre etkilesimi oldukc¢a onemlidir (42, 43).
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Dis ciirtigii multifaktériyel bir hastaliktir. Aymi g¢evresel faktorlere maruz
kalan bireylerde ¢iirik olugsma oranlarindaki farkhiliklar bireylerin genetik
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (9). Dolayisiyla dis ¢liriigii lizerine gen ve gevre
etkilesimini arastiran caligmalarda genetik faktorlerin ¢evresel faktorlerle birlikte
clriik olusumuna nasil etki ettigi incelenmektedir. Bu konuda giiniimiize kadar
yapilmis olan c¢alismalarda mutans streptokok kolonizasyonu ile birlikte
mineralizasyonda rol alan baz1 genlerinin ¢iiriik olusumunu artirdig1 belirtilmektedir
(21, 23, 24). Ayrica gevresel faktorlerden itk ve cinsiyetin de genetik faktorlerle
birlikte dis ¢iirligli tizerinde rol oynadigr diisiiniilmektedir (20, 21, 60). Giiniimiizde
cliriik fenotipinin aydinlatilmasimma yonelik 6zellikle genetik temelli ¢alismalarin
yetersizliginden dolay1 bu konuda daha ¢ok arastirma yapilmasi tavsiye edilmektedir
9).

Cevresel faktorlere ait verilerin toplanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
i¢in siklikla ¢iiriik aktivite testleri kullanilmaktadir. Genetik faktorlere ait verilerin
toplanmasinda ise DNA izolasyon yontemi kullanilarak elde edilen veriler

rekombinant DNA teknolojileri ile degerlendirilmektedir.

2.7. Ciiriik Aktivite Testleri

Ciriik aktivitesi; belirli bir zaman periyodundaki aktif ¢iirlik lezyonlarindaki
artist ifade etmektedir. Ciiriikk lezyonunun ilerleme hizinin Ol¢iisiidiir. Retrospektif
olarak ciiriik insidans1t kullanilarak bireyin ya da popiilasyonun zaman ig¢inde
olusmus yeni cliriik lezyonlarinin sayisi belirlenebilir (70).

Ciriik duyarliligi; s6z konusu olan disin ¢iiriikk olusturan ¢evreye yatkinligi
veya direnci olarak tanimlanir. Cliriigiin olusum siirecinde konak veya disin kendine
0zgl yatkinlig1 ile ifade edilir. Ciirikk lezyonunun olusma riski konak, disteki
lokalizasyon, bireyin daha onceki floriir maruziyeti gibi faktorlere bagli olarak
farklilik gostermektedir (70).

Cirtik aktivite testleri dis hekimligi ile ilgili arastirmalarda yillardir
kullanilmakta ve bu testlerin bazilar1 klinik uygulamalar i¢inde rutin olarak
uygulanmaktadir (7). Tikiirtik aktivite testleri olarak da tamimlanan bu testler,

bireysel ciiriik riskini belirlemek ig¢in cliriik etiyolojisiyle iligkili olan faktorleri
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inceleyen yontemlerdir. Dis clirii§iine neden olan tiikiirtikle ilgili risk faktorlerinin
degerlendirilmesi bireysel koruyucu oOnlemlerin alinmasinda onemlidir. Buna ek
olarak, gilinlimiizde ¢iiriik riski yiiksek bireylerin g¢iiriik aktiviteleri hakkinda
ongoriide bulunmak amaciyla bu testlerden yararlanilmaktadir. Giintimiizde ¢iiriik
aktivite testleri 6zellikle hasta motivasyonunu artirmak ve plak kontrol programlari
icin kullamilmaktadir (26, 36). Ayrica giivenli olarak daha uzun Kkontrol
randevularinin  verilebilmesi i¢in diisiikk risk grubunda bulunan hastalarin
belirlenmesinde, pahali restoratif materyallerin se¢iminden once ve ortodonti
hastalarinda braketlerin yerlestirilmesinden Once bu testler hekimin dogru
yonlendirilmesine imkan vermektedir (7).

Literatiirde bugiine kadar ¢ok sayida g¢iiriik aktivite testi tanimlansa da heniiz
ideal o6zellikte bir ¢iiriik aktivite testi mevecut degildir. Synder’a gore ¢iiriik aktivite
testlerin ideal olabilmesi i¢in; iyi bir teorik alt yapiya sahip olmasi, hastanin mevcut
klinik durumuyla uyum gdstermesi, tekrarlanabilir ve kisa zamanda uygulanabilir
olmasi1 gerekmektedir (7).

Stolpe 1970 yilinda ¢iiriik aktivite testlerini, tiikiiriiglin kimyasal 6zellikleri
ile iligkili testler, tikiiriiglin bakteriyel bilesenleri ile iliskili testler ve bakteriyel
metabolizma sonucu tiikiiriiglin kimyasal 6zelliklerindeki belirli degisiklikleri 6lgen
testler olarak siniflandirmaktadir (70). Glinlimiizde tek bir siniflamasi olmamasina
ragmen Marya isimli arastirict ¢iiriik aktivite testlerini, ¢iiriikk aktivitesini dlgen ve
clriigiin duyarliligini 6lgen testler olmak iizere iki baglik altinda incelemistir. Buna
gore c¢iirlik aktivitesini Olcen testler; laktobasil sayisinin belirlenmesi, tiikiiriikte
mutans streptokoklarin sayimi, mutans streptokok dip slide yoOntemi, mutans
streptokok goriintiilleme testi, Alban test, Dewar test, Swab test ve tiikiiriik
tamponlama kapasitesinin Ol¢iilmesi olarak, ¢iirik duyarliligini Slgen testler ise;
Snyder testi, mine ¢oziinme testi, Dewar test, Fosdik kalsiyum c¢oziinme testi ve

tiikiiriik rediiktaz testi olarak siniflandirilabili (70).

2.7.1. Tiikiiriik Akis Hizinin Olciilmesi

Bireyin ortalama bir dakikada salgiladig: tiikiirik miktarini tiikiiriik salgisi

uyarilarak veya uyarilmadan 6lgen testlerdir. Tiikiiriik akis hiz1 lgiimleri genellikle
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sabah saat 09:00-12:00 arasinda yapilmaktadir. Buna ek olarak tiikiiriik 6rnegi
alinacak bireylerden en az 1 saat Oncesine kadar yemek yememesi ve sivi gida

tilkketmemesi istenir (71).

Uyardmanus Tiikiiviik Akis Hizinin Olgiilmesi

Uyarilmamus tiikiiriik akis hizinin 6l¢iimii i¢in birey dik olarak oturtulur ve basi
one dogru egdirilerek agiz tabaninda tiikiiriigiin toplanmasi saglanir. Bireyin steril
tiikiiriik kabina 15 dk boyunca tiikiirmesi sonrasi toplanan tiikiiriik miktar1 Slgiilerek
sonu¢ dakikada ml olarak hesaplanir. Tiikiirme sirasinda olusan kopiikler dl¢time
dahil edilmez (72). Uyarilmamis tiikiiriik akis hiz1 0.25 ml/dk ise normal, 0.1 ile 0.25

ml/dk aras1 diisiik, 0.1 ml/dk ise ¢ok diisiik (kserostomi) olarak siniflandirilmaktadir

7).

Uyarimus Tiikiiriik Akis Hizimin Olgiilmesi

Uyarilmus tiikiiriik bireye 5 dk boyunca parafin veya sekersiz sakiz ¢ignetilerek
elde edilir. Birey oncelikle sakiz veya parafin yumusayana kadar olusan tiikiiriigii
yuttuktan sonra ¢enesinin her iki yanini kullanarak ¢ignemeye devam eder ve olusan
tilkiiriigli sik aralarla steril kap icine tiikiiriir. Bes dakikada toplanan tiikiiriikk miktar1
Olciiliir ve sonug¢ dakikada ml olarak hesaplanir. Toplanan tiikiiriik tizerinde olusan
kopiikler dlgiime dahil edilmez (72). Uyarilmis tiikiiriik akis hizi 1.1 ml/dk normal,
1.1 ile 0.9 ml/dk aras1 normalden biraz diisiik, 0.8 ile 0.5 ml/dk aras1 diisiik ve 0.5
ml/dk cok diisiik (kserostomi) olarak nitelendirilmektedir (7).

2.7.2. Tiikiiriik Tamponlama Kapasitesinin Ol¢iilmesi

Ortamdaki H" ve OH’ iyonlarina bagl olarak degisebilen pH degisikliklerine
kars1 direncin giicline tamponlama kapasitesi denir (6). Tikiirik pH’1 6.5-7.5
arasinda degisen alkalen bir sividir ve agiz i¢inde olusan organik asitlerin notralize
edilmesinde etkili tamponlama sistemlerine sahiptir (72). Organik kimya ve
biyokimyada sulu c¢ozeltilerin pH 6l¢iimii elektrometrik ve kolorimetrik adi verilen

baslica iki yontemle yapilmaktadir (73).
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Elektrometrik yontem

Bu yontemde pH metre olarak adlandirilan dijital cihazla tiikiiriik tamponlama
kapasitesi 6l¢timii kantitatif olarak yapilir (74, 75).

Uygulamaya baslamadan once pH metre 4.0-7.0 arasina kalibre edilir.
Hastadan alinan tiikiirik Ornegi pH metrenin elektrotuna damlatilir. Tikdiriik
orneginin tizerine HCl eklenerek elektrotun iizerinde bulunan plastik kapak CO,
cikisin1 6nlemek igin kapatilir. Tikiirik 6rnegi ve asidin karigmasi i¢cin pH metre

birkac kez hareket ettirilerek pH sabitlenir (75).

Kolorimetrik yontem

Bu yontemde pH indikator kagitlar1 yada kolorimetrik kitler kullanilmaktadir.
Indikatdr kagitlar indikator ¢dzeltileri ile doyurulmus ve kurutulmus yiiksek kalitede
filtre kagitlaridir. Bu kagitlarin pH tayinindeki kullanimi, tiikiiriigiin H™  iyonu
konsantrasyonuna gore renk degistirmesi esasina dayanir (73).

Klinikte tiikiiriik tamponlama kapasitesi piyasada kolorimetrik kit seklindeki
Dentobuff strip (Orion Diagnostica, Espoo, Finlandiya) ile 6l¢tilebilir. Kitin i¢inde
kurutulmus asit ve renk indikatorii iceren plastik cubuk bulunmaktadir. Cubugun
tizerine tiikiirik damlatilir ve bes dakika sonunda olusan renk degisimine gore
skaladan pH belirlenerek sonuglar; diisiik, orta ve yiiksek tamponlama kapasitesi
olarak ii¢ grupta degerlendirilir. Mavi renk yiiksek (pH > 6), yesil renk orta (pH 4.5-
5.5) ve sar1 renk diisiik (pH<4) tamponlama kapasitesini ifade eder (76).

Klinikte kullanilan diger bir kolorimetrik kit CRT buffer (Ivoclar Vivadent,
Schaan, Liechtenstein), kurutulmus renk indikatorii igeren cubuklardan
olusmaktadir. Tiikiiriik tamponlama kapasitesinin 6l¢iimii i¢in plastik ¢ubuk iizerine
hastadan alinan uyarilmis tiikiirik damlatilir. Bes dakika sonunda olusan renk
degisimine gore skaladan pH belirlenir. Mavi renk yiiksek, yesil renk orta ve sari
renk diisiik tamponlama kapasitesini ifade eder (77).

Kolorimetrik yontemle tiikiirik tamponlama kapasitesinin  6l¢limiinde
kullanilabilecek diger bir tirtin GC Saliva-Check Buffer (GC, Tokyo, Japonya) kitidir.
Uygulama i¢in kitin igerisinde bulunan plastik ¢ubuk iizerindeki ii¢ ayr1 bélmeye
hastadan alman uyarilmis tiikiiriik damlatilir. Iki dakika sonunda olusan her

boliimdeki renk degisimi ayr1 olarak skorlanir. Yesil renk 4 puan, yesil/mavi renk 3
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puan, mavi renk 2 puan, kirmizi/mavi renk 1 puan, kirmizi renk 0 puan olarak
skorlanir. Her ii¢ boliimiin puanlar1 skorlandiktan sonra toplanarak sonug hesaplanir.
0-5 puan aras1 ¢ok diislik, 6-9 puan arasi diisiik, 10-12 puan aras1 normal ya da

yiiksek tamponlama kapasitesini ifade eder (78).

Ericsson yontemi

Uyarilmis tiikiiriik i¢in 0.005 mol HCI; uyarilmamus tiikiirtik i¢in 0.0033 mol
HCI’den 3 ml alinip tizerine 1 ml tiikiiriik eklenir. Karbondioksit ¢ikist i¢in tiip iyice
calkalanir ve 10-20 dk bekleme siiresi sonunda pH metre veya pH indikatori ile

Olctim yapilir (79).

2.7.3. Fosdick Kalsiyum Coziinme Testi

Test, tlikiirtikteki mikroorganizmalarin olusturdugu organik asitlerin mineden
¢ozdigli kalsiyum miktarint  Olgerek ¢iirlik riskini  belirlemektedir. Testin
uygulanmasi i¢in hastadan 25 ml uyarilmig tiikiiriik 6rneginin alinmasi gereklidir.
Alnan tiikiirlik 6rneginin yarisinin kalsiyum icerigi analiz edildikten sonra geri kalan
kismu glikoz ve toz haline getirilmis mine ile birlikte steril test tiipiine ilave edilir.
Tiip 4 sa etiivde bekletildikten sonra kalsiyum icerigi analiz edilir ve ilk analiz edilen
tiikiiriikteki kalsiyum miktar1 ile karsilagtirilir. BOylece aradaki fark tiikiiriigiin

tamponlama kapasitesi hakkinda fikir vermektedir (7).

2.7.4. Dewar Test

Fosdick kalsiyum ¢oziinme testinin aynisidir. Dewar testindeki tek fark, 4 sa
sonunda tiipiin icindeki kalsiyum igeriginin analizi yerine final pH degerinin

Olctilmesidir (70).
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2.7.5. Rediiktaz Testi

Indikatér bir molekiil olan diazoresorkinoliin tiikiiriik floras1 ile karsilastiginda
olusan renk degisimine gore tiikliriigiin rediiktaz enziminin aktivitesini 6lgme esasina
dayanir. Rediiktaz enzimi dis ylizeyinde zararli lriinlerinin agiga ¢iktigi bazi
reaksiyonlarda kisitlayici enzim olarak rol oynamaktadir. Testi uygulamak i¢in
hastadan 5 ml uyarilmus tiikiirik 6rnegi esit miktarda diazoresorkinol ile karistirilir.
Bu islemin ardindan 30 s ve 15 dk sonra gozlenen renk degisimi hastanin ¢iiriik
aktivitesini belirler. Ilk 15 dk sonrasinda renk mavi ise hasta ciiriik aktif degil, orkide
renginde ise c¢ok az ciriikk aktif, kirmiz1 ise orta derecede ciiriik aktif olarak
yorumlanir. ilk 30 s sonrasinda renk kirmizi ise hasta, yiiksek derecede ¢iiriik aktif,

pembe veya beyaz ise siddetli derecede ¢iirlik aktif olarak belirlenir (7).

2.7.6. Mutans Streptokok Sayisinin Belirlenmesi

Birgok in vivo ve in vitro ¢alismada mutans streptokok sayisi ile ¢iiriik lezyonu
arasinda iligki tespit edilmistir (80, 81). Dolayisiyla mutans streptokok sayisinin
belirlenmesi sik kullanilan ¢iiriik aktivite testlerinden biridir.

Mutans streptokok sayisi; tiikiiriikkte, plakta, baglanma metoduyla, replika
teknigiyle veya dip slide yontemi ile tespit edilebilir (7). Mutans streptokoklarin
sayisini belirleyen testlerin antibakteriyel agiz gargaralarinin kullanimindan en az 12
sa, floriirli jel uygulamasindan en az 2 hafta, antibiyotik tedavisinden ise en az 4

hafta sonra yapilmasi 6nerilmektedir (82).

Tiikiiriikte Mutans Streptokoklarin Sayinmi

Tiikiiriikte mutans streptokok sayimi i¢in hastaya parafin ¢ignetilir ve uyariml
tiikiiriik salgilatilir. Bu islemin ardindan abeslang (tahta dil basacagi) hastanin dili
tizerine tiikiiriikle kontaminasyonunun saglanmasi i¢in on kez bastirilir. Dudaklar
kapatilip arasindan g¢ekilerek ¢ikarilan abeslang besiyerinde 37 °C de 48 sa inkiibe
edilir. Besiyerinde lretilen streptokok kolonileri stereomikroskop veya bir biiyiiteg

araciligi ile incelenir. Tipik koloniler sayilir ve ml’de kob (koloni olusturan birim)
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olarak hesaplanir. Deger 10° kob/ml ve iistii ise yiiksek, 10° ile 10° kob/ml arasinda

ise orta, 10° kob/ml’den daha az ise diisiik diizey olarak yorumlanir (7).

Plakta Mutans Streptokoklarin Sayimi

Bu yontem; selektif bir besiyerinde ¢izgi seklinde hazirlanan seyreltilmis plak
orneklerinin incelenmesi esasina dayanir. Plak ornekleri dislerin bukkal yiizlerinin
gingival Ugliisiinden steril kiirdan yardimiyla alinarak besiyerinde 37°C’de 72 sa

inkiibe edilir (7).

Mutans Streptokoklarin Baglanma Metodu

Mutans streptokoklarin cam yiizeylere baglanma yetenegine gore tiikiiriik
orneklerini smiflandiran bir yontemdir. Bu yontemin uygulanmasi i¢in Mitis
Salivarius Basitrasin agar (MSB) besiyeri i¢eren tiiplerin igine basitrasin igeren strip
kagitlar ilave edilir. Tiikiiriik besiyeri igeren tiiplere aktarildiktan sonra tiipler 60°
aciyla etiive yerlestirilir ve oksijenli ortamda 37°C’de 24 sa inkiibe edilir. Cogalma
gozlendikten sonra besiyeri tlipten uzaklastirllir ve cam ylizeylere yapisan
mikroorganizmalar makroskobik olarak incelenir. Cogalma yok veya cok az ise
deger <10* kob/ml, yirmiden fazla yaygin birikimler gozlemlenmekte ise deger >10°

kob/ml olarak yorumlanir (7).

Mutans Streptokok Replika Teknigi

Seker ve sakiz esash kati bir matriksle dis yiizeyi lizerinden alinan 6l¢ii ile
mutans streptokoklar besiyerine taginir. Besiyerine yerlestirilen matriks 37°C’de 24
sa inkiibe edildikten sonra Ol¢ili iizerinde mutans streptokok kolonilerinin iiredigi

bolgeler belirlenebilir (7).

Mutans Streptokok Dip Slide Yontemi

Testler, modifiye mitis-salivarius agarda iireyen mutans streptokok kolonilerine
gore tiikiirik Orneklerini smiflandiran yontemlerdir. Bu yontemlerden biri olan

Dentocult SM kiti (Orion Diagnostica, Espoo, Finlandiya) tiikrikkte mutans
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streptokok sayimini belirleyen bir testtir. Kit igerisinde besiyerini igeren cam tiip,
plastik ¢ubuk, parafin, basitrasin diskleri ve sonuglar1 degerlendiren skala
bulunmaktadir. Dentocult SM kitinin uygulama asamalar1 besiyerinin bulundugu cam
tiibe basitrasin eklenip, 15 dk beklenilmesi ile baslar. Daha sonra hastaya parafin
pelet yumusayana kadar ¢ignetilip, salgilanan tiikiiriik hasta tarafindan yutulur. Kit
igerisinde bulunan plastik ¢ubuk dil yiizeyinde tiikiiriikle kontaminasyonu saglanir ve
ag1z kapatilarak ¢ubuk dudaklar arasindan g¢ekilerek ¢ikartilir. Bu islemin ardindan
plastik ¢ubuk cam tiip i¢ine yerlestirilir ve 35-37°C’de 48 sa inkiibe edilir. Sonug kit
icindeki 1000, 10.000, 100.000 ve 1000.000 kob/ml’lik degerleri sematik olarak
gosteren skalayla karsilagtirilir (82).

Tiikriikte mutans streptokok sayimini belirleyen bir diger dip slide testi GC
Saliva-Check Mutans kiti (GC, Tokyo, Japonya) icerisinde parafin, karigtirma kabi,
pipet, 1. ve 2. belirleyici soliisyon ve sonuglari degerlendirildigi test cihazi
bulunmaktadir. Uygulamaya baslamak i¢in oncelikle hasta parafini 1 dk boyunca
cigner ve salgilanan uyarilmis tiikiirigli karistirma kabina tiikiiriir. Kap igerisine 1.
belirleyici soliisyondan bir damla eklenerek karistirma kabina 15 kez hafifce vurulur.
Bu islemin ardindan kap igerisine 2. belirleyici soliisyondan dort damla eklenerek
tiikkiiriik 6rneginin rengi yesile doniinceye kadar beklenir. Pipet yardimiyla kapta
bulunan tiikiiriik 6rnegi test cihazinin haznesine damlatilir ve 15 dk beklenir. Cihazin
C penceresinde kirmizi ¢izginin varligindan kesin emin olunduktan sonra T
penceresinde kirmizi ¢izginin varligina gore sonu¢ negatif veya pozitif olarak
yorumlanir. T penceresinde negatif sonu¢ mutans streptokok sayisinin 100.000°den
az oldugunu, pozitif sonu¢ mutans streptokok sayisinin 100.000°den fazla oldugunu

gostermektedir (83).

2.7.7. Laktobasil Sayisinin Belirlenmesi

Laktobasillerin ¢iirtigiin ilerlemesinde rol oynadigi ve karbonhidratlarin fazla
miktarda tiiketimi sonucunda agiz i¢inde sayilarinin arttig1 bilinmektedir (84). Ciiriik
aktivite testlerinde laktobasil sayim tiikiiriikte, plakta veya dip slide yontemi ile

gerceklesmektedir.
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Tiikiiriikte Laktobasil Sayin

Besiyeri olarak Rogasa agar kullanilmaktadir. Laktobasil sayimi i¢in en az 4
petri hazirlanir. Petrilerin birine 1 ml tikiirik 6rnegi; ikincisine 1 ml 1/10,
iclinciistiine 1 ml 1/100, dordiinciisiine de 1/1000 seyreltilmis 6rnek damlatilir.
Petrilerin icine steril edilmis ve 45°C sicakliktaki besiyeri dokiiliir ve 37°C’de 48-72
sa inkiibe edilir. Deger 10* kob/ml iistiinde ise yiiksek, 10 ile 10* kob/ml arasinda ise

orta diizey, 10° kob/ml’den az ise diisiik diizey olarak yorumlanir (7).

Plakta Laktobasil Sayimi

Fissiirler, ara ylizeyler veya diiz yiizeylerdeki plaktan alinan &rnekler 6zel
transport sivisi i¢inde laboratuvara ulastirilir. Plak 6rnekleri laktobasil igin segilen

LBS agar (Rogasa) besiyerlerine ekilir ve olusan tipik kolonilerin sayimi yapilir (72).

Dip Slide Yontemi

Bu testler piyasada hazir olarak bulunan kitlerin i¢indeki agarda tiikiiriikteki
laktobasil kolonilerinin iiremesi sonucu laktobasil sayisinin tespiti esasina dayanir.
Piyasadaki Dentocult LB (Dentocult LB, Orion Diagnostica, Espoo, Finlandiya) kiti
parafin, besiyeri iceren ¢ubuk ve plastik tiip icermektedir. Dentocult LB kitini
uygulamak icin parafin 1 dk boyunca hasta tarafindan ¢ignenerek salgilanan
uyarilmig tiikiiriik steril kaba tiikiirtiiliir. Kap i¢inde toplanan tiikiirik ¢ubugun iki
ylizeyine dokiiliir ve ¢ubuk tiipiin i¢ine yerlestirilip, sikica kapatilir. Tiikiiriik ile
enfekte edilmis ¢ubugu igeren tiip 37°C’de 96 sa inkiibe edilir. Plastik ¢ubuk
tizerindeki koloni yogunlugu 1000, 10.000, 100.000 ve 1000.000 kob/ml’lik
degerlere sahip skala ile karsilastirilir (85).

Laktobasil sayisin1 dip slide yontemi ile belirleyen bir diger test CRT bacteria
kitidir (Ivoclar Vivadent, Schaen, Liechtenstein). Bu test ile mutans streptokok ve
laktobasil sayist ayni anda belirlenmektedir. Kit igerisinde bir yiizii mavi renkte MSB
agar, diger ylizeyinde sar1 renkte Rogosa agar bulunan ¢ubuk yer almaktadir (86).
CRT bacteria kiti uygulamak i¢in hastaya parafin ¢ignetilir ve uyarilan tiikiiriik steril
bir kap igerisinde toplanir. Besiyerinin bulundugu ¢ubuk tiip icerisinden ¢ikarilir ve

NaHCO; tableti tilip icerisine atilir. Agiga ¢ikan CO, bakteriyel iireme icin uygun
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ortam hazirlar. Daha sonra besiyerinin lizerindeki koruyucu folyalar ¢ikarilir ve
tizerine tiikiiriik 6rnekleri dokiliir. Fazla tiikiiriiglin akmas1 saglandiktan sonra gubuk
tiip igerisine sikica yerlestirilir ve 37°C’de 48 sa inkiibe edilir. Bekleme siiresinin
ardindan besiyeri iizerinde olugan koloni yogunlugu mutans streptokok ve laktobasil

icin ayr1 ayr1 degerlere sahip sakala ile karsilastirilir (86).

2.7.8. Mantar Sayisinin Belirlenmesi

Asidiirik ve hafif asidojenik mikroorganizma olan mantarlarin, uzun siireli
antibiyotik kullanimi sonucu azalan tiikiiriik akis hizi ve agiz iginde kullanilan
apareylere bagli olarak sayilari artabilir. Mantar sayisinin belirlenmesi; tiikiiriikte

veya dip slide yontemi ile gerceklesmektedir (72).

Tiikiiriikte Mantar Sayimi

Bu amacla Sabouraud Dextrose Agar besiyeri kullanilmaktadir. Tiikdiriikte
mantar sayimi i¢in ti¢ petri hazirlanir. Petrilerin birine 1 ml tikiirik 6rnegi;
ikincisine 1 ml 1/10 seyreltilmis 6rnek, tiglinciisiine ise 1 ml 1/100 seyreltilmis 6rnek
damlatilir. Petriler 37°C’de 48 sa bekletilir. Olusan koloniler sayilir ve ml’de kob
olarak hesaplanir. Sonuglar 10° kob/ml ve daha iistii ise yiiksek, 10° ile 10° kob/ml

arasinda ise orta, 10° kob/ml’den daha az ise diisiik diizey olarak siiflandirilir (87).

Dip Slide Yontemi

Dentocult CA (Orion Diagnostica, Espoo, Finlandiya) tiikiiriikte mantar
sayimin dip slide yéntemiyle belirleyen kit seklinde bir iiriindiir. igerisinde parafin,
besiyerinin yer aldigi cam tlip ve tiipiin ig¢inde plastik ¢ubuk yer almaktadir.
Dentocult CA kitini uygulamak i¢in dncelikle hastadan aplikatdrlerle alinan tiikiiriik
ornekleri besiyeri igeren plastik cubugun {izerine siiriiliir. Plastik ¢cubuk tiipiin i¢ine
yerlestirilip, sikica kapatilir. Tiikiirlik ile enfekte edilmis plastik ¢gubugu igeren tiip
37°C’de 96 sa inkiibe edildikten sonra ¢ubuk iizerindeki koloni yogunlugu 1000,
10.000, 100.000 ve 1000.000 kob/ml’lik degerlere sahip skala ile karsilastirilir (88).
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2.7.9. Snyder Test

Snyder testi asit olusum hizinin 6l¢iilmesi esasina dayanan bir testtir. Buna ek
olarak, asidojenik ve asidiiriik bakterileri degerlendirir. Ayrica agizdaki ciiriik
yatkinligin1 gdsteren asit liretimi oranini test etmek amaciyla kullanilan kalorimetrik
bir testtir. Bu test esas olarak c¢iiriilk olusumundan laktobasilin sorumlu oldugunu baz
alir. Digler tlizerinde biriken laktobasil tarafindan iiretilen asit nedeniyle olustugu
diisiiniilen ciiriiklerin degerlendirilmesi amaciyla kullanilir. Testin uygulanabilmesi
icin hastadan alinan uyariml tiikiiriik 6rnegi ve renk indikatorii olarak bromkrezol
yesili iceren asidik Snyder agar kullanilmaktadir. Laktobasil gibi tiikiiriikte asit
tireten mikroorganizmalar rengin mavi-yesilden sariya donmesine neden olur.
Inkiibasyon periyodu olarak 24, 48 ve 72 sa sonrasinda olusan renk degisimi inkiibe
edilmemis Ornekle beyaz bir arka plan iizerinde karsilastirilir. Hizli bir degisim
olmas: yiiksek ¢iiriik aktivitesini gostermektedir. ilk 24 ve 48 sa sonrasinda renk sari
ise belirgin ¢iiriik aktivitesi olarak yorumlanir, renk yesil ise teste devam edilir.
Bekleme siiresi olarak 72 sa sonunda renk sar1 ise siirh ¢iiriik aktivitesinin oldugu,

yesil ise ¢liriik aktif olmadig1 sonucuna ulasilir (7).

2.7.10. Alban Test

Alban test, Synder testinin basitlestirilmis modifiye formudur. Bu yontemde
Alban besiyeri igeren tiip kullanilmaktadir. Hasta tiipiin i¢ine direkt olarak tiikiiriir ve
tiip 37°C’de 4 giin inkiibe edilir. Her giiniin sonunda tiipdeki renk degisimine gore
hastanin ¢iiriik aktivitesi belirlenir. Synder testine gére daha az ekipman kullanilmas1
ve daha yumusak bir agar sayesinde tiikiiriglin ve asidin daha iyi diffiize olmas1

Alban testinin avantajlaridir (70).

2.7.11. Swab Test

Synder testi ile aym1 yontemi icermektedir. Swab testinde pamuklu cubuk

kullanilarak disin bukkal yiliziinden 6rnek alinir ve besiyeri i¢inde etlivde inkiibe
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edilir. Inkiibasyon siiresi 48 saattir. Bu siirenin sonunda pH degisikligine gore ¢iiriik

aktivitesi belirlenir (70).

2.7.12. Karyostat

Dental plakta asit lireten mikroorganizmalarin aktivitesini dlgme esasina
dayanan kolorimetrik bir test olan Karyostat, dental plaktaki asit igeren
mikroorganizmalarin mevcut sivinin rengini maviden sariya dondiirmesine gore
degerlendirilir. Pamuk aplikatorlerle diglerin bukkal yiizeylerinden plak ornekleri
alinarak Karyostat besiyerinin bulundugu tiibe aktarilir. Ornekler 37°C’de 48 sa
inkiibasyondan sonra soliisyonun rengine gore skorlanir. Soliisyon mavi (pH
6.1+£0.3), yesil (pH 5.4%0.3), yesil-sar1 (pH 4.7+0.3) veya sar1 renk (pH 4.0+0.3)
olabilir (89).

2.7.13. Ora Test

Ora test, mikroroganizmalarin oksijen tiiketim oranina gore degerlendirme yapan
bir yontemdir. Aerobik ortam kosullarinda bakteriyel enzim olan aerobik
dehidrogenaz, elektron veya protonlar1 oksijene transfer eder. Agiz i¢inde aerobik
mikroorganizmalarin oksijeni kullanmalar1 sonucunda ortam anerobik hale
doniismektedir. Dolayisiyla ortamda serbest elektron bulunmakta ve elektron alicisi
gibi rol oynayan metilen mavisi, l6kometilen mavisine doniismektedir. Ora testin
uygulanmasi icin Oncelikle hasta steril siit ile agzin1 30 dk c¢alkalar boylece agiz
icindeki mikroorganizmalar siite tagsinmis olur. Daha sonra %1 oraninda 12 ml
metilen mavisi igeren Ornek tiipiinde bekletilen siitteki maviden beyaza renk
degisimiyle sonug belirlenir. Ora testin siit ile yapilmasi sayesinde hastaya toksik bir
etkisinin bulunmamas1 yontemin avantaji, agiz i¢indeki spesefik organizmalari tespit

edememesi ise bu testin dezavantaji olarak belirtilmektedir (70).

34



2.8. Rekombinant DNA Teknolojileri

Rekombinant DNA, c¢esitli tekniklerin kullanilmasiyla olusturulan yeni gen
kombinasyonuna sahip DNA molekiiliiniin  olusturulmas1 islemidir. Gen
miihendisligi terimi ile de tanimlanan bu islem, kesim (restriksiyon) enzimlerinin
bulunmasindan sonra 1970’li yillarda baslayarak gilinlimiize kadar 6nemli bir
disipline donligmiistiir. Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimindeki en ddemli
adimlar sirasiyla; genetik bilginin niikleik asitler ile tagindiginin bulunmasi,
DNA’nin ¢ift iplikli bir yapida oldugunun kesfi, DNA molekiiliinii belli noktalardan
kesebilen enzimlerin (restriksiyon enzimleri) saptanmasi boylece ilk rekombinant
DNA molekiilin  olusturulmast seklinde siralanabilir. Rekombinant DNA
teknolojisindeki buluslara her gecen gilin bir yenisi eklenerek bu genetik
manipulasyonlar sayesinde bazi hastaliklarin tedavisi i¢in gerekli hormon ve
molekiillerin sentezlenmesi, rekombinant as1 iiretimi ve gen tedavisi gibi

uygulamalar yapilabilmektedir (43).

2.8.1. DNA Izolasyonu

Dogadaki canlilarin tiimiine yakin kisminda genetik materyalin DNA olmasi
nedeniyle biyolojik Orneklerden genomik DNA izolasyonunun molekiiler tani
yontemlerinin uygulamasinda gerekli ilk adim oldugu ifade edilmektedir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR, "polymerase chain reaction, PCR") tabanli molekiiler
tekniklerin kullanilmaya baslamasindan giintimiize kadar pek c¢ok farkli DNA
izolasyon yoOntemi gdosterilmistir (90). Geleneksel izolasyon metotlarindan fenol-
kloroform ayirma ydntemi ve etanol presipitasyonu ile DNA’nin yogunlastirilmasina
dayanan yontemler en cok bilinenleridir. Bununla birlikte, saglik agisindan son
derece zararli olan fenol gibi toksik maddelerin kullanilmasinin yani sira uzun
inkiibasyon basamaklarinin olmasi bu metotlarin dezavantajlarindan bazilaridir.
Verimliligi yliksek bir DNA izolasyon metodunun basit ve hizli olmasi, yiiksek
kalitede DNA eldesi sunmasi ve multipleks polimeraz zincir reaksiyonu, gercek
zamanli PZR, DNA dizi analizi gibi gelismis molekiiler tekniklerin uygulamalarina
imkan verecek 6zellikte olmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Bu amagla standart DNA

izolasyon metotlarinin ¢esitli modifikasyonlar1 ve yeni hizli izolasyon protokollerinin
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yaninda reaktif hazirlamay1 gerektirmeyen kullanima hazir ve izolasyon islemini
oldukca kolaylastiran ticari manuel DNA izolasyon kitleri gelistirilmistir. Ayrica
artan test sayisi ve cesitlilik molekiiler tani laboratuvarlarinda otomatik DNA
izolasyonu ihtiyacim1 glindeme getirmis ve bu amagla otomatize cihazlar

gelistirilmistir (91).

Restriksiyon Enzimleri

Genetik uygulamalarda kullanilan restriksiyon enzimleri, genom iginde
bulunan 6zel DNA dizilerini taniyarak onlar1 seker-fosfat omurgasindan kesebilme
ozelligi tastyan enzimlerdir. ilk olarak 1975 yilinda tanimlanmis olan restriksiyon
enzimlerinin yaklasik 100 tanesi genetik arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir
(43).

Restriksiyon enzimlerinin isimlendirilmesi genel olarak ii¢ harf {izerinden
yapilir. Bunlardan birinci harf cins, ikinci ve {i¢lincii harfler ise enzimin elde edildigi
tiir adim1 tanimlamaktadir. Ug grupta toplanan restriksiyon enzimlerinden sadece Tip-
IT olarak tanimlanan grubu DNA molekiiliinii 6zgiil olarak kesebilme 6zelligindedir.
Bu enzimlerin tanima dizileri, 4-13 niikleotid arasinda degismekle birlikte genellikle

4-6 niikleotid uzunlugunda olanlar tercih edilmektedir (43).

Prob ve primerler

Prob, ozel bir niikleik asit dizisini, hibridizasyon prensibine gore tespit
etmeye yarayan degisik uzunluktaki radyoaktif veya floresans isaretli tek zincirli
niikleotid polimerleridir (43).

Primerler ile problar arasinda kullanim alanlarindan kaynaklanan farkliliklar
bulunmasina ragmen yapisal olarak primerler ile kisa oligoniikleotid problar arasinda
herhangi bir farklilik yoktur. Ornek olarak primerler, genellikle PZR déngiilerinde
ilgilenilen DNA  bolgesinin  ¢ogaltilmasinda  kullanilan  18-24  niikleotid

uzunlugundaki oligoniikleotidler olarak anlagilmaktadir (43).
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2.8.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Hedeflenmis DNA veya RNA dizisinin uygun primerler ve ortam sayesinde
in vitro kosullarda kopyalanma islemidir. Herhangi bir DNA bolgesinin hem 5° hem
3> ucu bulunmaktadir. PZR tekniginde de cogaltilmasi istenen DNA dizisinin
ilgilenilen mutasyon veya polimorfizm noktasinin arada kalmasi kosuluyla kullanilan
57 ve 3’ primerler ayn1 bolgedeki DNA dizisine karsilik gelecek sekilde dizayn
edilmistir. PZR tiiplerine konulan genomik DNA, ilk o6nce tek zincirli hale
doniistiiriilmek amaciyla programlanarak 1s1 ile denatiirasyon saglanir. Daha sonra
primer hibridizasyonu ve en son basamakta ise DNA polimeraz ve uygun
deoksitriniikleotidlerin ilavesiyle zincir uzamasi seklinde dongii tamamlananir. Bu
islem yaklasik 30 kez tekrarlanmak {izere programlanarak ¢ok miktarda hedeflenmis

6zglin DNA klonlar1 elde edilir (43).

2.8.3. Jel Elektroforez Yontemi

Jel elektroforez yontemi, farkli boyutlardaki DNA molekiillerinin elektrik
yiiklii ortamda ayrilmalar1 ve analiz edilmeleri i¢in kullanilan bir tekniktir. Ayirma
isleminde yaygin olarak kullanilan agaroz ve poliakrilamid jellerinin lizerinde 6rnek
maddenin konulacagi kuyucuklar agmak i¢in oOzel taraklar kullanilmaktadir.
Hazirlanan jel uygun bir tampon sivist ile doldurulan elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra kuyucuklara, 6rnek DNA materyali konur ve elektrik akimi
uygulanir. Niikleik asitler negatif yiikli olduklart icin elektroforez tankinin
kuyucuklar1 iceren ucu anoda, diger ucu ise katoda baglanir. Akim verildiginde
kiiciik molekiiller hizlica (+) yiiklii uca dogru hareket ederken, biiyiik molekiiller
porlar1 gecemedikleri ve hiz bakimindan geride kaldiklar1 i¢in kuyucuklara daha
yakin olan bolgelerde kalirlar. Daha sonra agaroz ve poliakrilamid jeller tizerindeki
DNA pargalari, etidium bromid ile boyanarak, ultraviyole 1sik altinda bakildiginda

fluoresan veren bandlar seklinde gozlenebilirler (43).
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2.84. Kisitlayietr Enzim Kesimi Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi

“Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP)

Kisitlayict Enzim Kesimi Parca Uzunlugu Polimorfizmi (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism, RFLP) analizinde, restriksiyon enzimleri ile gen
bolgesindeki uzunluk polimorfizmleri incelenmektedir. Restriksiyon enzimlerinin
DNA molekiiliindeki 4-8 baz uzunlugunu tanima ve kesme 6zelligine sahip oldugu
ifade edilmektedir. Bu yontemde eger restriksiyon enzimi ic¢in kesim bdolgesi
olusturan bir polimorfizm s6z konusu ise deneye ait DNA 6rneginde kesim yapildigi
icin iki bant, kontrole ait DNA Orneginde ise tek bant gozlenmesi gerekmektedir.
Bunun tersi durumunda polimorfizm, restrisksiyon enziminin kesim bolgesini yok
ediyorsa deneye ait ornekte tek bant, kontrole ait drnekte ise iki bant gézlenmektedir
(43).

RFLP tekniginde PZR islemine tabi tutularak ¢ogaltilan DNA bolgesi uygun
restriksiyon enzimleri ile kesilmektedir. Kesilen pargalar elektroforez yontemi ile
jelde yiiriitiildiikten sonra ultraviole (UV) 15181 altinda fluoresan etki gosteren
ethidium bromid ile boyanmaktadir (90). Son olarak 6rnekler ultraviyole 151k altinda
DNA parcalarinin uzunluklar1 incelenerek fragmentlerin biiytikliiklerine gore analiz

yapilmaktadir (43).

2.9. Gen-cevre etkilesimi

Gecmiste yapilan ¢iirlik risk modellerinde g¢iiriikle iliskili tek bir degisken
incelenirken, gilintimiizde ise modellere coklu degiskenler eklenmis ve 6zellikle gen-
cevre etkilesimi konusu popiiler hale gelmistir. Giiniimiizde c¢liriik risk modellerinde
en ¢ok kullanilan istatistiksel yontem c¢oklu regresyon analizleridir (27, 29, 31).
Regresyon analizi kullanilarak degiskenler arasindaki iligkinin varligi, eger iliski var
ise bunun giicii hakkinda bilgi edinilebilmektedir. (92). Literatiirde ¢iiriik riskinin
genetik ve cevresel faktorlerle birlikte degerlendirildigi calismalarda gen-cevre
etkilesimi regresyon analizleri kullanilarak incelenmektedir. Bdylece genetik ve
cevresel risk faktorleri arasindaki korelasyon degerlendirilerek c¢iiriik risk modelleri

olusturulmaktadir (23, 24)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali Klinigi ve Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Calisma, klinik uygulama, laboratuvar uygulama ve istatistiksel
degerlendirme olmak iizere iic asamadan olugsmaktadir (Sekil 1).

Arastirmanin uygulama agamalari:
A. Klinik Uygulama
. Etik kurul izninin alinmasi
. Caligmaya katilacak bireylerin se¢imi
. Anket uygulanmasi
. Gegmis ¢iiriik deneyiminin hesaplanmasi
. Plak indeksinin hesaplanmasi
. Uyarilmus tiikiiriik akis hizinin hesaplanmasi
. Tukiirtik tamponlama kapasitesinin 6l¢timii

. Tiikiiriikte mutans streptokok sayimi testinin uygulanmasi

o L N SN N A W N =

. Tukiiriikte laktobasil sayimi testinin uygulanmasi
10.Yanak ig¢i siiriintii 6rneginin alinmasi

B. Laboratuvar Uygulama

1. Mutans streptokok test sonuglarinin degerlendirilmesi
2. Laktobasil test sonuglarinin degerlendirilmesi

3. TNP se¢imi; AMELX (+522), CA6 (T55M), DEFB1 (G-20A), TAS2R38 (A49P)
4. DNA izolasyonu

5. Gen amplifikasyonu

a. Standart PZR reaksiyon karigiminin hazirlanmasi

b. PZR primerlerinin se¢imi ve hazirlanisi

¢. PZR program dizayni

d. PZR iiriinlerinin kontrolii

6. RFLP uygulamalar1

1]

. Enzim karigiminin hazirlanmasi
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b. Enzim kesim iiriinlerinin degerlendirilmesi

C. Istatistiksel Degerlendirme

1. Cevresel faktorlere ait bulgularin degerlendirilmesi
2. Gen polimorfizmine ait bulgularin degerlendirilmesi

3. Gen-gevre etkilesimine ait bulgularin degerlendirilmesi

3.1. Klinik Uygulama
3.1.1. Etik Kurul izninin Alinmasi

Calisma protokolii Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan ‘Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar’
kategorisinde degerlendirilerek onayland1 (B.30.2.SDU.0.20.05.07-50/3932). Buna
gbre hazirlanan bilgilendirilmis goniillii olur formlar1 ¢alismaya dahil edilen her

katilimciya imzalatildi (Ek 1).

3.1.2. Calismaya Katilacak Bireylerin Secimi

Calismada kullanilacak denek sayilarini belirleyebilmek amaci ile G*Power
paket programi (G*Power Ver. 3.0.10, Franz Faul, Universitit Kiel, Germany,
http://www.psycho.uni-duesseldorf.de/aap/projects/gpower) kullanildi. Calismada
kontrol ve deney gruplari arasinda d=0.40’1lik etki genisliginde, %90 gii¢ i¢in 0=0.05
tip I hata, =0.05 tip II hata oranlari ile her bir grupta en az 70’er hastaya ihtiyac
oldugu belirlendi. Olast veri kayiplarimi telafi etmek amaci ile her iki gruba %10
(7’ser kisi) yedek denek eklenerek toplam 154 hasta (deney grubu 77 kisi, kontrol
grubu 77 kisi) ile ¢alisilmasina karar verildi.

Calismaya Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) kriterlerine gére eriskin olarak
kabul edilen 20-65 yas araligindaki bireyler katildi. Calisma grubunda DMFT>14
olan yiiksek ciiriik riskli 77 birey, kontrol grubunda ise DMFT<S5 olan diisiik ¢iiriik
riskli 77 birey yer aldi. Arastirmaya asagidaki kriterlere uyan hastalar dahil edilmedi.
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Caligmaya katilacak bireylerin se¢imi (n=154)

Gegmis ¢liriik deneyiminin hesaplanmasi (DMFT)
|

Diisiik ¢iiriik risk grubu
(DMFT<S, n=77)

Yiiksek ciiriik risk grubu
(DMFT=14, n=77)

Klinik Degerlendirme

\ 4

v

Laboratuvar Degerlendirme

Anket uygulanmasi

v

Plak indeksinin hesaplanmasi

'

Mutans streptokok test sonuglarinin
degerlendirilmesi

v

Laktobasil test sonuglarinin
degerlendirilmesi

TNP secimi
v

Uyarilmig tiikiiriik akis hizinin
hesaplanmasi

DNA izolasyonu

v

v

Tiikiiriik tamponlama
kapasitesinin 6l¢timii

Gen amplifikasyonu
(AMELX, CA6, DEFB1, TAS2R38)

v

Tiikiirtikte mutans streptokok
sayimi testinin uygulanmasi

|

Tiikiiriikte laktobasil sayimi1
testinin uygulanmast

v

Yanak i¢i siirlintli 6rneginin alinmast

!

Istatistiksel Degerlendirme
(Cevresel faktorler)

PZR reaksiyon karigiminin
hazirlanmasi

PZR primerlerinin se¢imi ve
hazirlanmasi

v
PZR program dizayn

PZR iirtinlerinin kontrolii

v

RFLP uygulamalar1

Enzim karigiminin hazirlanmasi

v

Enzim kesim {iriinlerinin degerlendirilmesi

v

[statistiksel Degerlendirme
(Gen polimorfizmi)

Istatistiksel Degerlendirme
(Gen-Cevre Etkilesimi)

Sekil 1. Arastirma uygulama agamalari
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Hastalarin aragtirmaya dahil edilmeme kriterleri:

- Norolojik, mental, sistemik ve genetik hastalig1 olan veya siddetli fiziksel sakatligi
bulunan hastalar,

- Akut veya kronik iist solunum yolu hastaligi bulunan hastalar,

- Diizenli ila¢ kullanan hastalar,

- Ug ay igerisinde klorheksidin igerikli preparat kullanmis olan hastalar,

- Ortodontik tedavi goren hastalar,

- Son bir yildan daha uzun siiredir igme suyu floriir diizeyi yiiksek olan Isparta il
merkezinde oturan hastalar ve

- Dental florozisi olan hastalar.

3.1.3. Anket Uygulanmasi

Katilimcilara klinik muayene oncesinde verilen anket formlari aragtirmacinin
gozetimi altinda dolduruldu. Anket formlarinda sistemik, kronik hastaliklar, diizenli
kullanilan ilaglar, radyoterapi veya kemoterapi tedavisi gérmiis olup olmamasi, agiz
kurulugu sikayeti ile ilgili sorular yer aldi. Formda ayrica, dis hekimine gitme
sikligl, agiz hijyen alisgkanliklari, koruyucu dis tedavisine yonelik uygulamalar ve

beslenme aligkanliklar ile ilgili sorulara yer verildi (Tablo 1, Ek 3).

3.1.4. Ge¢mis Ciiriik Deneyiminin Hesaplanmasi

Gecemis ciirik deneyimi; klinik ve radyolojik degerlendirmenin sonucuna gore
hesaplandi. Klinik muayenede reflektor 15181, ayna ve sond kullanilarak dislerin tim
ylizeyleri ¢iiriik ve plak varlig1 agisindan degerlendirildi. WHO nun kriterlerine gore;
klinik olarak gozle goriilen kavitasyon olugmus lezyonlar, sondun takildigi
yumusamis mine yiizeyleri, radyografilerde mine-dentin sinirindan dentine ilerledigi
gozlenen radyoliisent alanlar ‘ciiriik lezyonu’ olarak kaydedildi. Sondun takilmadigi
beyaz, kahverengi renk degisiklikleri ciiriik olarak kabul edilmedi (32).

Arayliz ciiriiklerinin tespiti i¢in radyolojik muayeneden yararlanildi. Bunun
i¢in hastalarin Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve

Cene Radyolojisi Anabilim Dali’ndaki muayeneleri sirasinda ¢ekilmis olan dijital
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panoramik radyografilerden (Planmeca, Helsinki, Finlandiya, 66 kVp, 0.8 Ma, 16 s)
yararlanildi. Dijital radyografide c¢iiriik teshisini engelleyen siiperpozisyonlarin
olmast durumunda hastanin sag ve sol posterior bdlgesinden E-speed filmlerle
(Eastman Kodak, Rochester, NY, ABD) iki adet isirtma radyografisi (Planmeca,
Helsinki, Finlandiya, 63 kVp, 0.8 mA, 0.5 s) alindi. Standardizasyonun
saglanmasinda Rinn film tutucusundan (Dentsply/Rinn Corporation, Elgin, III,
Illinois, ABD) yararlanildi. Banyo islemleri, otomatik banyo makinesi (Diirr XR
24Bietigheim, Almanya, 4.5 dk) ile taze soliisyon kullanilarak tamamlandi. Elde
edilen filmler negatoskop altinda standart kosullarda degerlendirildi.

Klinik ve radyolojik degerlendirmenin sonunda WHO kriterlerine gore gecmis
clirik deneyimi hesaplandi (32). Disin herhangi bir bolgesinde ¢iiriik lezyonu
bulunan disler ¢iiriik (D), ¢iiriik nedeniyle cekilen disler ¢ekilmis (M), sekonder
cliriik bulunmayan dolgu ile restore edilmis disler ve ¢liriikk nedeniyle kron ya da
koprii ayagi seklinde restore edilen disler dolgulu (F) skorunu aldi. Eger ciiriik
disinda estetik, travma ya da koprii ayagi olmasi i¢in kaplanmis dis varsa
hesaplamaya alinmadi. Yirmi yas disleri hesaplamaya dahil edilmedi. Sonug olarak,
clriik dislerin (D), c¢liriik nedeniyle ¢ekilmis dislerin (M) ve dolgulu dislerin (F)
sayis1 toplanarak her bireye 6zgii WHO nun kriterlerine géore DMFT degerleri elde
edildi (32). DMFT degerleri hazirlanan hasta kayit formlarina kaydedildi.

3.1.5. Plak Indeksinin Hesaplanmasi

Plak indeksi; her disin bukkal, lingual ve aproksimal yiizeyi i¢in Silness ve
Loe’niin kullandig1 kriterlere gore skorlandi (93). Bireye ait plak indeksinin
hesaplanmasi i¢in; 12, 24, 16, 32, 44 ve 36 numaral dislerin bukkal, lingual ve
aproksimal yiizeylerden elde edilen sonucun ddrde boliinmesiyle o dise ait skor
belirlendi. Tiim dislere ait skorlar toplanip, dis sayisi olan altiya boliinerek o hastaya
ait ortalama plak indeks skoru saptandi. Plak indeks degerleri hazirlanan hasta kayit
formlarina kaydedildi (Tablo 1). Silness ve Loe’ye gore plak indeks skorlar
asagidaki gibidir (94).
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Plak indeks skorlar1 (Silness and Loe, 1964):
0: Plak yok
1: Serbest dis eti kenar1 ve ona komsu dis bdlgesine yapisik ince bir tabaka plak.
Plak, klinik olarak sadece dis yiizeyinde sond kullanilarak veya plak boyama ajani
uygulamasindan sonra goriilebilir
2: Dis tizerinde ve dis eti kenarinda veya dis eti cebinde ¢iplak gozle goriilebilen orta
miktarda plak birikimi
3: Dis iizerinde ve dis eti kenarinda ve/veya dis eti cebinde fazla miktarda plak

birikimi

3.1.6. Uyarilmis Tiikiiriik Akis Hizimin Hesaplanmasi

Tiikiirik ornekleri sabah saat 10:00-12:00 arasinda alindi. Tiikiiriik 6rnegi
almacak bireylerden en az bir saat oncesine kadar yemek yememesi ve sigara
igmemesi istendi. Bir adet parafin hastaya 1 dk siireyle c¢ignetilerek parafinin
yumusamasi saglandi ve yumusayana kadar olusan tiikiiriik hasta tarafindan yutuldu.
Daha sonra hastadan yumusamis parafini 5 dk silireyle her iki yarim ¢eneyi
kullanarak ¢ignemesi ve bu sirada olusan tiikiiriigli yutmamasi istendi. Cigneme
siiresince olusan tiikiiriik, derecelendirilmis steril kaba (Firat Plastik, Istanbul,
Tiirkiye) toplandi (Resim 1). Kontaminasyonun engellenmesi icin steril kabin
kapaginin parafini ¢igneme sirasinda kapali tutulmasina ve sadece tiikiirme sirasinda
acilmasina dikkat edildi. Toplanan tiikiiriik miktar1 10 cc’lik enjektorlerle dlgtildii ve
elde edilen tiikiiriik miktar1 toplama siiresi olan 5 dk’ya boliintip tikiiriik akis hizi
dakikada ml olarak hesaplandi. Uyarilmis tiikiirtik akis hizinin degerlendirilmesi
asagidaki sekilde yapildi (Tablo 1).

Uyarilmig tiikiiriik akis hizinin degerlendirilmesi:
>1.1 ml/dk: Normal
1.1-0.9 ml/dk: Normalden biraz diisiik
0.8-0.5 ml/dk: Diisiik
<0.5 ml/dk: Cok diistik (Kserostomi)
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Resim 1. Uyarilmus tiikiiriik akis hizinin hesaplanmasinda kullanilan malzemeler
(parafin, derecelendirilmis steril kap, 10 cc’lik enjektor)

3.1.7. Tiikiiriik Tamponlama Kapasitesinin Ol¢iimii

Tiikiiriik tamponlama kapasitesi igerisinde parafin, steril pipet, test seridi ve
renk skalast bulunan bir kolorimetrik kit (CRT buffer, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein, Tablo 3) kullanilarak belirlendi. Kit igerisindeki parafin ile uyarilan
tiikiirtik, steril bir kaba toplandi. Elde edilen tiikiiriik 6rnekleri steril pipetler aracilig
ile test seridine damlatildi. Sonug 5 dk sonunda olusan renk degisimine gore yiiksek
(mavi, pH>6), orta (yesil, pH: 4.5-5.5) ve disik (sari, pH<4) tamponlama
kapasitesini ifade eden skaladan belirlendi (Resim 2). Tiikiiriik tamponlama
kapasitesinin degerlendirilmesi asagidaki gibi yapildi (Tablo 1).

Tiikiiriik tamponlama kapasitesinin degerlendirilmesi:
pH>6.0: Normal veya iyi tamponlama kapasitesi (mavi renk)
pH:4.5-5.5: Azalmis, normalden kotii tamponlama kapasitesi (yesil renk)
pH=<4.0: Diisiik tamponlama kapasitesi (sar1 renk)

3.1.8. Tiikiiriikte Mutans Streptokok Sayim Testinin Uygulanmasi

Tikriikte mutans streptokok sayimi, igerisinde besiyerini igeren cam tiip, 6rnek
almakta yararlanilan plastik ¢ubuk, basitrasin, parafin ve sonuclar1 degerlendiren
skala bulunan bir dental kit (Dentocult SM, Orion Diagnostica, Espoo, Finlandiya,
Tablo 3) kullanilarak yapildi. Besiyerinin bulundugu cam tiipe basitrasin eklenip 15
dk beklendi. Hastaya parafin pelet yumusayana kadar ¢ignetilip salgilanan tiikiiriik
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hasta tarafindan yutuldu. Kit igerisinde bulunan plastik ¢ubugun dil yiizeyinde
tiikkiiriikle kontaminasyonu saglandi ve agiz kapatilarak ¢ubuk dudaklar arasindan
cekilerek cikartildi. Plastik ¢ubuk cam tiip icine yerlestirilip inkiibasyon i¢in 35-
37°C’deki etiive yerlestirildi (Resim 3). Sonuclarin degerlendirilmesi laboratuvar

asamasinda yapildi.

Resim 2. (a) Tiikiirik tamponlama kapasitesinin 6l¢iimiinde kullanilan malzemeler
(steril pipet, test seridi ve renk skalasi), (b) sonuglarin degerlendirilmesine ait skala
(CRT buffer, Ivoclar Vivadent)

Resim 3. (a) Tikiirikte mutans streptokok sayiminda kullanilan malzemeler
(besiyerini igeren cam tlip, plastik ¢ubuk, basitrasin, parafin), (b) sonuglarin
degerlendirilmesine ait skala (Dentocult SM, Orion Diagnostica)
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3.1.9. Tiikiiriikte Laktobasil Sayimi Testinin Uygulanmasi

Tiikiriikte laktobasil sayisini belirlemek i¢in igerisinde parafin, besiyeri
igeren ¢cubuk ve plastik tiip bulunan bir dental kit (Dentocult LB, Orion Diagnostica,
Espoo, Finlandiya, Tablo 3) kullanildi. Parafin 1 dk boyunca hasta tarafindan
cignenerek uyarilmig tiikiiriik steril kaba tiikiirtiildii. Kap icinde toplanan tiikiiriik
cubugun her iki yiizeyine dokiildii. Cubuk tiipiin icine yerlestirilip sikica kapatildi.
Tikiirik ile enfekte edilmis ¢ubugu igeren tiip inkiibasyon i¢in 37°C’deki etiive

yerlestirildi (Resim 4). Sonuclarin degerlendirilmesi laboratuvar asamasinda yapildi.

Resim 4. (a) Tikiirtikte laktobasil sayiminda kullanilan malzemeler (parafin, besiyeri
iceren gubuk ve plastik tiip), (b) sonuclarin degerlendirilmesine ait skala (Dentocult
LB, Orion Diagnostica)

3.1.10. Yanak i¢i Siiriintii Orneginin Alinmasi

DNA izolasyonu i¢in hastalarin yanak i¢i mukozasindan alinan siiriintii
ornekleri kullanildi. Siiriintii 6rneklerini almak i¢in pamuklu ¢ubuk ve igerisinde
stabilizasyon sivisi bulunan plastik tiip kullanildi (Saliva Gene Buccal Swab, Stratec
Molecular GmbH, Berlin, Almanya, Tablo 3). DNA izolasyonu yapilirken DNA
kalitesinin etkilenmemesi i¢in hastalardan bir saat oncesine kadar yemek yememesi
ve sigara igmemesi istendi. Hastanin once sag yanak ici, kit icerisinden ¢ikartilan
pamuklu c¢ubukile 30 s boyunca hafifce ovuldu ve pamuklu ucun tiikiiriikle
kontaminasyonu saglandi. Ayni islem 30 s boyunca sol yanak i¢inde tekrarlandi. Her
iki yanak i¢inden siiriintii alindiktan sonra plastik tiipiin kapagi ac¢ildi ve igerisine
pamuklu cubuk yerlestirildi. Pamuklu ¢ubuk, isaretli kirilma noktasindan kirilarak

plastik tliplin kapag1 kapatildi ve 6rnekler oda 1sisinda saklandi.
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3.2. Laboratuvar Uygulama
3.2.1. Mutans Streptokok Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Mutans streptokok testi icin enkiibasyon yapilmasi ve test sonuglarinin
degerlendirilmesi laboratuvar asamasinda yapildi. Plastik ¢ubuk iceren cam tiip 35-
37°C’de 48 sa etiivde (Binder, Istanbul, Tiirkiye) inkiibe edildi. Sonug, kit i¢indeki
10.000’den az, 100.000°den az, 10.000 ile 100.000 arasi ve 1000.000’den fazla
kob/ml lik degerleri sematik olarak gosteren skalayla gorsel olarak degerlendirildi
(Resim 3). Tiikiiriikteki mutans streptokok sayisinin degerlendirilmesi agsagidaki gibi
yapildi (Tablo 1).

Tiikiiriik mutans streptokok sayisinin degerlendirilmesi:
<10"* kob/ml: Tiikiiriikte mutans streptokoklar1 miktari ¢ok az veya hi¢ yok
<10’ kob/ml: Tiikiiriikte mutans streptokoklar miktar: diisiik
10°-10° kob/ml: Tiikiiriikte mutans streptokoklar miktar: yiiksek

>10° kob/ml: Tiikiiriikte mutans streptokoklar miktar1 ok yiiksek

3.2.2. Laktobasil Test Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Laktobasil testi icin enkiibasyon yapilmast ve test sonuglarinin
degerlendirilmesi laboratuvar asamasinda yapildi. Tikiiriik ile enfekte edilmis
cubugu igeren tliip 37°C’de 96 sa etiivde inkiibe edildi. Sonu¢ cubuk iizerindeki
koloni yogunlugu 1.000, 10.000, 100.000 ve 1000.000 kob/mI’lik degerlere sahip
skala ile gorsel olarak karsilastirildi (Resim 4). Tikiiriikteki laktobasil sayisinin
degerlendirilmesi asagidaki sekilde yapildi (Tablo 1).

Tiikiiriik laktobasil sayisinin degerlendirilmesi:
10° kob/ml: Tiikiiriikte laktobasil miktar: diigiik
10* kob/ml: Tiikiiriikte laktobasil miktari orta
10° kob/ml: Tiikiiriikte laktobasil miktar1 yiiksek
10° kob/ml: Tiikiiriikte laktobasil miktar1 ok yiiksek
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Tablo 1. Cevresel cliriik risk faktorlerine ait verilerin toplanmasi ve skorlanmasi

Faktor Veri Toplama Skor
Plak miktar1 Ag1z hijyeninin kinik muayenede Silness  0: PI<0.4
ve Loe Plak Indeksine gore 1: P10.4-1.0
degerlendirilmesi 2:PI1.1-2.0
3: PI>2
Dis fircalama siklig1 Agiz hijyen aligkanliklarinin anket 0: glinde 3 kez
uygulamasinda toplanan verilere gore 1: glinde 2 kez
degerlendirilmesi 2: giinde 1 kez
3: glinde <1 kez
Ogiin dis1 diyet siklig1 Giinliik ana 6giinler disindaki 6giin 0: giinde 0 kez
sikligiinanket uygulamasinda toplanan 1: giinde 1-2 kez
verilere gore degerlendirilmesi 2: glinde 3-4 kez
3: glinde >4 kez
Tiikiirtk akig hizi Parafin ¢ignetilmesi ile uyarilmig tiikkiirik ~ 0: >1.1 ml/dk
akis hizinin dakikada mililitre olarak 1: 0.9-1.1 ml/dk
hesaplanmasi 2:0.5-0.9 ml/dk
3:<0.5 ml/dk
Tamponlama kapasitesi ~ Tiikiiriik tamponlama kapasitesinin CRT 0: pH>6.0
buffer kiti kullanilarak degerlendirilmesi 1: pH 4.5-5.5
2: pH<4.0
Mutans streptokok sayist  Tiikiiriikte mutans streptokoklari sayisinin ~ 0: <10*kob/ml
Dentocult SM kiti kullanilarak ve 35- 1: <10’ kob/ml
37°C’de 48 sa enkiibasyon siiresi 2:10%-10° kob/ml
sonrasinda hesaplanmasi 3: >10° kob/ml
Laktobasil sayisi Tiikiirlikte laktobasil sayisinin Dentocult 0: 10° kob/ml
LB kiti kullanilarak ve 37°C’de 96 sa 1: 10* kob/ml
enkiibasyon siiresi sonrasinda 2:10° kob/ml
hesaplanmasi 3 10° kob/ml

3.3.3. TNP Secimi

AMELX geni, X kromozomunda p22.31-p22.1°de lokalize 835 baz cifti
uzunlugunda ve 7 eksona sahiptir. Ensembl veri tabaninda AMELX geni i¢in 76 TNP
giriginin mevcut oldugu tespit edildi. Caligmamizda incelenmek iizere ¢iirtik riski ile
iliskilendirilmesi nedeniyle AMELX (+522) polimorfizmi se¢ildi. S6z konusu
polimorfizmde Losin (Leu) aminoasitinde degisiklik gézlenmemektedir (95).

CA6 geni, 1. kromozomda p36.2°de lokalize 1319 baz ¢ifti uzunlugunda ve 8
eksona sahiptir. Ensembl veri tabaninda CA46 geni i¢in 103 TNP girisinin mevcut

oldugu tespit edildi. Calismamizda incelenmek {izere ciiriik riski ile iliskilendirilmesi

49



nedeniyle CA6 (T55M) polimorfizmi se¢ildi. Bu polimorfizmde Treonin (Thr)
aminoasiti Metiyonin (Met) aminoasidine doniismektedir (95).

DEFBI geni, 8. kromozomda p23.1°de lokalize 478 baz ¢ifti uzunlugundadir.
Ensembl veri tabaninda DEFBI geni i¢in 35 TNP girisinin mevcut oldugu tespit
edildi. Calismamizda incelenmek iizere ¢iiriik riski ile iligkilendirilmesi nedeniyle
DEFBI (G-20A) polimorfizmi secildi. Bu polimorfizm DEFBI geninin promotor
bolgesinde gergeklestigi icin aminoasit degisimi olugturmamaktadir (95).

TAS2R38 geni, 7. kromozomda q34’de lokalize 1143 baz ¢ifti uzunlugunda ve
1 eksona sahiptir. Ensembl veri tabaninda TAS2R38 geni i¢in 106 TNP girisinin
mevcut oldugu tespit edildi. Calismamizda incelenmek iizere ciiriik riski ile
iliskilendirilmesi  nedeniyle ~TAS2R38 (A49P) polimorfizmi secildi. Bu
polimorfizmde Alanin (Ala) aminoasiti Prolin (Pro) aminoasidine doniismektedir

(95, Tablo 2)

Tablo 2. Calismada incelenen genlere ait tek niikleotid degisiklikleri

Gen Ekson Lokus Referans Baz Aminoasit
Sekans No  Degisimi  Degisimi

Amelogenin Ekson 6  Xp22.31-p22.1 156639060 C/T Leu/Leu
(AMELX)

Karbonik anhidraz 6  Ekson2  1p36.2 rs2274327  C/T Thr/Met
(CA0)

Beta defensin 1 Promotor 8p23.1 rs11362 G/A -
(DEFBI) bolge

Tat reseptor ‘tip 2, Ekson1 7q34 rs713598 C/G Ala/Pro

38. liye’ (TAS2R38)

Referans Sekans No; Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi tarafindan verilen tek
niikleotid polimorfizmi referans numarasi, Leu; Losin, Thr; Treonin, Met; Metiyonin,
Ala; Alanin, Pro; Prolin
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Tablo 3. Tiikiiriik testleri ve DNA izolasyonunda kullanilan kitler

Test Ticari Isim Uretici Firma/Kutu No
Tiikiirtik tamponlama CRT buffer Ivoclar Vivadent, Schaan,
kapasitesinin 6l¢limii Liechtenstein/553544
Tiikiirtikte mutans Dentocult SM Orion Diagnostica, Espoo,
streptokok sayimi Finlandiya/67647
Tiikiirtikte laktobasil Dentocult LB Orion Diagnostica, Espoo,
sayimi Finlandiya/67671
Yanak i¢i siiriinti SalivaGene Buccal Swab Stratec Molecular Berlin,
Orneginin alinmasi Almanya/1035230200
DNA izolasyonu PSP SalivaGene DNA Invitek GmbH, Berlin,
Almanya/1035200300
3.2.4. DNA izolasyonu

Hastalardan yanak i¢i siirlintii ornekleri alindiktan sonra Orneklerin
laboratuvar ortaminda izolasyonu saglandi. Bunun i¢in igerisinde Proteinaz K,
Binding Buffer A, Wash Buffer 1, Wash Buffer 2 ve Elution Buffer D bulunan DNA
izolasyon kiti (PSP SalivaGene DNA, invitek, Berlin, Almanya, Tablo 3) kullanilds.
DNA izolasyonu igin ilk olarak 500 pl yanak i¢i siiriintii 6rnegi eppendorf tiipiine
eklendi. Tiip, 20 pl Proteinaz K ilave edildikten sonra 48°C’de su banyosunda
(Termal Laboratuvar Aletleri 820-3, Istanbul, Tiirkiye) 20 dk bekletildi ve daha
sonra 200 pl Binding Buffer A eklenerek 10 s girdapl tiip karistiricisinda (Niive NM
110, Ankara, Tirkiye) tutuldu. Tiim siispansiyon, filtreli tiipetransfer edilerek oda
1sisinda 1 dk beklendi ve 12.000 rpm’de 2 dk santrifiij (Heraus Biofuge D-
37520,Thermo Fisher Scientific Waltham, ABD, Resim 5) edildi. Daha sonra 500 pl
Wash Buffer 1 eklenerek 12.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Tiipe 600 pul Wash
Buffer 2 eklenerek 12.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra tekrar 600 pul Wash
Buffer 2 eklendi ve santriflij tekrarlandi. Son olarak etanolii uzaklastirmak igin
maximum hiz kullanilarak 5 dk santrifiij yapildi. Filtreli tiipiin filtreli kism1 yeni bir

steril eppendorf tiipiine yerlestirildi ve filtreli kisma 48°C’de 1sitilmis olan Elution
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Buffer D’den 50-100 pl eklendi. Son olarak oda 1sisinda 1 dk beklenerek 12.000
rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Boylelikle eppendorf tiipiinde yanak igi siiriintii

ornegine ait saf genomik DNA elde edilmis olundu (Resim 6).

Resim 5. Santrifiij cihaz1 (Heraus Biofuge D-37520,Thermo Fisher Scientific
Waltham, ABD)

Resim 6. Calismadaki bireylerden elde edilen saf genomik DNA 6rnekleri
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3.2.5. Gen Amplifikasyonu

Izole edilen DNA &rnekleri kullanilarak gen polimorfizmlerinin bulundugu
bolgeler, her gene 0Ozgii ileri primer (forward, F) ve geri primer (reverse, R)
varliginda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR, "polymerase chain reaction, PCR")
yontemi ile ¢ogaltildi. Boylece AMELX geni igin (+522) polimorfizm bdlgesinin,
CA6 geni i¢in (T55M) polimorfizm bolgesinin, DEFBI geni icin (G-20A)
polimorfizm bdlgesinin ve TAS2R38 geni icin (A49P) polimorfizm bdlgesinin

cogaltilmasi (amplifikasyonu) saglandi.

3.2.5.1. Standart PZR Reaksiyon Karisimmnin Hazirlanmasi

PZR yo6ntemi i¢in standart PZR reaksiyon karigimi hazirland1 ve ¢alismada
incelenen genlerin tiimii i¢in ayni karisim kullanildi. Bu karisim; tampon soliisyonu
(Taq Buffer), deoksiniikleosit trifosfat karisimi (ANTP Mix), 1siya dayanikli DNA
polimeraz enzimi (Taq DNA polimeraz), her gene 6zgii ‘Forward’ primer (F) ve
‘Reverse’ primer (R), magnezyum kloriir (MgCl,), distile su (dH,O) ve izole edilen
DNA o6rnegi kullanilarak hazirlandi (Tablo 4).

PZR reaksiyon karisiminin hazirlanmasina ilk olarak dNTP karisimi ile
baslandi. Bunun i¢in, her bir ANTP’den (dATP, dTTP,dCTP, dGTP) 50 ul alinarak
tizerine 800 pl distile su eklendi ve dNTP karisimi elde edildi. Daha sonra bu
karigima tampon soliisyonu, 1stya dayanikli DNA polimeraz enzimi, her gene 6zgii
forward ve reverse primer, magnezyum kloriir ve distile su bilesenleri eklendi. Son
olarak 0.2 ml’lik PZR tiiplerine hazirlanan reaksiyon karisimindan 20 pl dagitilarak,
her bir tiipe 5 ul DNA ilave edildi. Toplam hacim 25 pl olacak sekilde bir bireye ait

ornek hazirlanda.

3.2.5.2. PZR Primerlerinin Se¢imi ve Hazirlanmasi

AMELX, CA6, DEFBI ve TAS2R38 genlerine ait polimorfizm bdlgelerinin
cogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizileri Tablo 5’de gosterildigi

sekildedir (57, 62, 96, 97).
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AMELX (+522) forward primerin 54.6 nmol lyofilize formda gonderilmesi
dolayisiyla tlizerine 546.4 pl distile su eklenerek 100 pmol stok primer elde edildi.
Daha sonra 90 pl distile su iizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10 pmol/ul primer
hazirlandi. AMELX (+522) reverse primer ise 16.5 nmol lyofilize formda
gonderildigi igin tizerine 165.5 pl distile su eklendi ve 100 pmol stok primer elde
edildi. Daha sonra 90 pl distile su iizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10 pmol/ul
primer hazirlandi.

CA6 (T55M) forward primerin 42.2 nmol lyofilize formda gonderilmesi
dolayistyla tizerine 422.4 pl distile su eklendi ve 100 pmol stok primer elde edildi.
Daha sonra 90 pl distile su tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10 pmol/ul primer
hazirlandi. CA6 (T55M) reverse primer ise 42.1 nmol olarak lyofilize formda
gonderildigi i¢in iizerine 421.0 pl distile su eklenerek 100 pmol stok primer elde
edildi. Bu islemin ardindan 90 pl distile su iizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10
pmol/ul primer hazirlandi.

DEFBI (G-20A) forward primerin 20.8 nmol lyofilize formda gonderilmesi
dolayistyla tizerine 207.7 ul distile su eklendi ve 100 pmol stok primer elde edildi.
Daha sonra 90 pl distile su tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10 pmol/pl primer
hazirlandi. DEFBI (G-20A) reverse primer ise 22.2 nmol olarak lyofilize formda
gonderildigi icin tlizerine 222.3 pl distile su eklendi ve 100 pmol stok primer elde
edildi. Bu islemin ardindan 90 pl distile su iizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10
pmol/ul primer hazirlandi.

TAS2R38 (A49P) forward primerin 26.3 nmol olarak lyofilize formda
gonderildigi icin tlizerine 263.5 pl distile su eklendi ve 100 pmol stok primer elde
edildi. Daha sonra 90 pl distile su iizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10 pmol/ul
primer hazirlandi. TAS2R38 (A49P) reverse primerin 46.5 nmol lyofilize formda
gonderilmesi dolayisiyla iizerine 465.4 ul distile su eklendi ve 100 pmol stok primer
elde edildi. Son olarak 90 pl distile su tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10

pmol/ul primer hazirlandi.
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Tablo 4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) karisimi i¢in kullanilan bilesenler

Bilesenler Uretici Firma/Lot No Konsantrasyon Hacim

Taq Buffer Fermantes, Vilnius, 10x 2,5u
Litvanya/00096448

dNTP Mix Promega, Medison, ABD/ 200 uM 1,0 ul

(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 100157,100162,100212,100236

Taq DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific, Su/ul 0,3 ul
Waltham, ABD/00100787

AMELX Forward Thermo Fisher 10 pmol 1,5 ul
Scientific, Waltham,
ABD/20180358

AMELX Reverse Thermo Fisher Scientific, 10 pmol 1,5 ul
Waltham, ABD/20180359

CA6 Forward Thermo Fisher Scientific, 10 pmol 1,5 ul
Waltham, ABD/20180360

CA6 Reverse Thermo Fisher Scientific, 10 pmol 1,5 ul
Waltham, ABD/20180361

DEFBI Forward Thermo Fisher Scientific, 10 pmol 1,5 ul
Waltham, ABD/20180362

DEFBI Reverse Thermo Fisher Scientific, 10 pmol 1,5 ul
Waltham, ABD/20180363

TAS2R38 Forward Thermo Fisher Scientific, 10 pmol 1,5l
Waltham, ABD/20180364

TAS2R38 Reverse Thermo Fisher Scientific, 10 pmol 1,5l
Waltham, ABD/20180365

MgCl, Thermo Fisher Scientific, 1.25 mL 1,0 ul
Waltham, ABD/00100787

dH,O Sigma, Missouri, ABD/ - 12,2 ul
9A0001

Izole DNA 6rnegi - 30 ng 5,0 ul
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Tablo 5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in kullanilan primerlerin niikleotid
dizileri (57,62, 96, 97).
Gen PZR Primer

AMELX (+522)
Forward 5’GCCAACACTCCATGACTCCAATCC3’
Reverse 5’GCATGGGGAACATCGGAGGCAGAGGTGGCTGTGGCGTTA3’

CA6 (T55M)
Forward 5’TGTCTTAGAAGGGGCACTGG3’
Reverse  5’CCTTCCTCTTACCTGTGTGG3’

DEFBI (G-20A)
Forward 5’CTTGACTGTGGCACCTCCCTTCAG3’
Reverse 5°CAGCCCTGGGGATGGGAAACT3’

TAS2R38 (A49P)
Forward 5’CCTTCGTTTTCTTGGTGAATTTTTGGGATGTAGTGAAGAGGCGG3’
Reverse 5’AGGTTGGCTTGGTTTGCAATCATC 3’

3.2.5.3. PZR Program Dizayni

Standart PZR reaksiyon karigimi tiiplere dagitildiktan sonra tiipler hizli
santrifiij yapildi ve PZR cihazina (Primus 96, PeQLab, Erlangen, Almanya)
yerlestirildi (Resim 7). PZR isleminde c¢ift sarmallt DNA yapisinin tek sarmalli hale
dontismesi i¢in Ornekler 1s1 ile denatiire edildi. Bu islemin ardindan sogumus
ortamda, incelenen gen polimorfizmine 6zgii primerler tek sarmalli DNA’larin uygun
bolgelerine baglandi. Daha sonra Taq DNA polimeraz enzimi primerlerin baglandigi
yerlerden baslayarak DNA’nin kalan kisminin sentezlenmesini sagladi. Calismada
incelenen her gen i¢in farkli PZR program dizayni kullanildi. Tablo 6’da AMELLX,
CA6, DEFBI ve TAS2R38 genlerine ait polimorfizm bdlgelerinin gogaltilmasi igin
gerekli PZR sartlar1 gosterilmektedir.
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Resim 7. PZR cihazi (Primus 96, PeQLab, Erlangen, Almanya)

Tablo 6. Calismada incelenen genler i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sartlari

PZR Basamaklar1  Sicakhik  Siire Siklus Sayisi

AMELX (+522)

{1k denatiirasyon 96°C 2 dk -
Denatiirasyon 94°C 1 dk 45
Primer baglanma 58°C 1.5dk 45
Uzama 72°C 1 dk 45
Son uzama 74°C 7 dk -
CA6 (T55M)

[k denatiirasyon 95°C 5 dk -
Denatiirasyon 95°C 1 dk 35
Primer baglanma 59°C 1 dk 35
Uzama 72°C 1 dk 35
Son uzama 72°C 7 dk -

DEFBI (G-20A)

[k denatiirasyon 95°C 15dk -
Denatiirasyon 94°C 30s 35
Primer baglanma 67°C 30s 35
Uzama 72°C 30s 35
Son uzama 72°C 5dk -
TAS2R38 (A49P)

[k denatiirasyon 94°C 5dk -
Denatiirasyon 94°C 30s 30
Primer baglanma 64°C 45s 30
Uzama 72°C 45 s 30
Son uzama 72°C 5dk -
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3.2.5.4. PZR Uriinlerinin Kontrolii

PZR isleminden sonra ¢ogaltilan AMELX (+522), CA6 (T55M), DEFBI (G-
20A) ve TAS2R38 (A49P) gen polimorfizmlerine ait DNA varlig1 ‘Jel Elektroforez’
yontemi ile kontrol edildi. Bunun i¢in PZR tiiplinden alinan 10 pl 6rnek 2 pl yiikleme
tamponu (Favorgen, Biotech Corp, Ping Tung, Taiwan) ile karistirilarak %3 oraninda
hazirlanmis olan agaroz jelde (Serva 11380, Heidelberg, Almanya) bulunan
kuyucuklara eklendi. Daha sonra jel, elektroforez cihazinda (Scie Plas V-Gel,
Cambridge, Ingiltere, Resim 8) 100 voltta 30 dk yiiriitiildii. PZR iiriinii olusumu
gozlenen Ornekler +4°C’de enzim kesim reaksiyonu i¢in saklandi. Amplifikasyonun
gerceklesmedigi orneklerde ise yeniden PZR yapildi. Bazi kuyucuklarda ise DNA
gozlenemediginden dolay ilgili numuneler i¢in yeniden DNA izolasyonu ve PZR

islemi yapildi.

Resim 8. Elektroforez cihazi (Scie Plas V-Gel, Cambridge, Ingiltere)

3.2.6. RFLP Uygulamalar:

PZR isleminden sonra ¢ogaltilan DNA ornekleri iizerinde ‘Kisitlayict Enzim
Kesimi Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi’ (Restriction Fragment Lenght Polymorphism,
RFLP) teknigi kullanilarak enzim kesim reaksiyonu gerceklestirildi. Bu teknikte
calismada incelenen her gene 6zgii kesim (restriksiyon) enzimleri kullanilarak DNA
ornekleri restriksiyon enzimleri ile kesildi ve kesilen parcgalarin elektroforez
cithazinda jel {lizerinde yiiriitiilmesi sonucu birbirinden ayrilmasi saglandi. Bdylece
enzim reaksiyonu sonrast DNA iizerinde polimorfizm goézlenen bdlgenin tespit

edilmesi amaglandi.
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3.2.6.1. Enzim Karisimimin Hazirlanmasi

Enzim kesim reaksiyonu gerceklestirebilmek i¢in Tablo 7°de belirtilen

bilesenler kullanilarak restriksiyon enzim karisimi hazirlandi. Karisimi hazirlarken

AMELX, CA6, DEFBI ve TAS2R38 genleri i¢in farkli restriksiyon enzimleri

kullanild1. Bu karisimindan her bir birey icin 21 pl elde edildi. Daha sonra PZR

isleminde elde edilen iirinden 10’ar pl bu karisim tizerine eklendi ve hizli

santrifiijlenerek etiivde 65°C’de 3-5 sa inkiibe edildi.

Tablo 7. Restriksiyon enzimi karisimi i¢in kullanilan bilesenler

Bilesenler Uretici Firma/Lot No Konsantrasyon Hacim

Taq Buffer Fermantes, Vilnius, 10x 2ul
Litvanya/00096448

AMELX (+522) Thermo Fisher Scientific, 5U/ul 1l

Mselrestriksiyon enzimi Waltham, ABD/00100195

CA6 (T55M) Thermo Fisher Scientific, 5U/ul 1l

BtsCI restriksiyon enzimi Waltham, ABD/00096540

DEFBI (G-20A) Thermo Fisher Scientific, 5U/ul 1l

ScRFI restriksiyon enzimi Waltham, ABD/00098427

TAS2R38 (A49P) Thermo Fisher Scientific, S5U/ul 1l

Haelll restriksiyon enzimi Waltham, ABD/00048641

Distile su (pH 7.0) Sigma, Missouri, - 18 ul
ABD/9A000

PZR iirlinii - - 10 pl

3.2.6.2. Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi

Enzim kesim reaksiyonunda DNA orneklerinde olusan kesim bdlgelerinin

birbirinden ayrilmasini saglamak amaciyla jel elektroforez yontemi kullanildi. Bunun

icin agaroz jel %3 oraninda hazirlanarak, restriksiyon enzimi ile kesilen DNA

orneginden yaklasik 8 pl ve yiikleme tamponundan 2 pl alinarak karistirilip agaroz

jeldeki kuyucuklara yiikleme yapildi. Kesim iiriinleri, DNA molekiiler markor
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(Promega G 2101 Medison, ABD) ile birlikte elektroforez cihazinda 100 voltta 30 dk
yuriitiildii. Yiiriitme sonrasi ayrilan parcalar jel {izerinde bant seklinde goriintiilendi
ve bantlarin biiyiikliikleri transilliminator cihazinda (Ultra Lum. Inc., Kaliforniya,
ABD, Resim 9) degerlendirildi.

Degerlendirme sonucunda DNA 6rneginin AMELX geni (+522) polimorfizmi
i¢cin genotip goriiniimii CC ise homozigot normal, CT ise heterezigot normal, TT ise
homozigot polimorfik olduguna, CA6 geni (T55M) polimorfizmi i¢in genotip
goriiniimii CC ise homozigot normal, CT ise heterezigot normal, TT ise homozigot
polimorfik olduguna, DEFBI geni (G-20A) polimorfizmi igin genotip goriinimi GG
ise homozigot normal, GA ise heterezigot normal, AA ise homozigot polimorfik
olduguna ve TAS2R38 (A49P) polimorfizmi igin genotip goriinimii CC ise
homozigot normal, CG ise heterezigot normal, GG ise homozigot polimorfik
olduguna karar verildi.

Incelenen genlere ait tek niikleotid polimorfizmlerinin varligi; AMELX geni
(+522) bolgesinde Sitozin bazinin Timine (C/T) donilismesi, CA6 geni (T55M)
bolgesindeki Sitozin bazinin Timine (C/T) dontismesi, DEFBI geni (G-20A)
bolgesinde Guanin bazinin Adenine (G/A) doniismesi, TAS2R38 geni (A49P)
bolgesindeki Sitozin bazinin Guanine (G/A) donilismesi sonucu tespit edildi. Buna
gore AMELX (+522) polimorfizmi i¢in C normal, T polimorfik alel olarak, C46
(T55M) polimorfizmi i¢in C normal, T polimorfik alel olarak DEFBI (G-20A)
polimorfizmi i¢in G normal, A polimorfik alel olarak, TAS2R38  (A49P)

polimorfizmi i¢in C normal, G polimorfik alel olarak saptandi (Tablo 2).

Resim 9. Transilliiminator cihazi (Ultra Lum. Inc., Kaliforniya, ABD)
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada yer alan yas degiskeninin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilks testi ile degerlendirildi. Diisiik ve yiiksek ¢iirtik risk gruplar arasinda yas ve
cinsiyet acisindan fark olup olmadig Ki kare (3?) testi ile incelendi.

Plak miktari, dis firgalama sikligi, 68iin dis1 diyet sikligi, tiikiiriik akis hizi,
tikiiriik tamponlama kapasitesi, tiikiiriikte mutans streptokok sayisi ve tiikiiriikte
laktobasil sayis1 gibi degiskenlerin diisik ve yliksek ciriik risk gruplarinda
farkliligin1 degerlendirmek amaciylaMann-Whitney U testi kullanildi.

(Calismadaki secilen bireylerin incelenen genlere 6zgii kararli bir populasyonu
yansitip yansitmadigi Hardy-Weinberg yasasi ile incelendi. Diisiik ve yiiksek c¢iiriik
riskli gruplar arasinda AMELX, CA6, DEFBI ve TAS2R38 genlerinin genotip ve allel
frekans dagilimi acisindan farklilik gosterip gostermedigi Ki kare (y°) testi ile
degerlendirildi.

DMFT skoruna etki eden genlerle birlikte ¢evresel faktorleri belirleyebilmek
icin adimsal ilerlemeli ¢coklu dogrusal regresyon (stepwise multiple linear regression)
modeli kullanildi. Modele giris icin olasilik degeri 0.05, modelden ¢ikarilma i¢in
olasilik degeri 0.10 olarak belirlendi.

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics21.0 (IBM
Corp. Released 2012. IBM SPSS Statisticsfor Windows, Version21.0. Armonk, NY:
IBM Corp.) ve MS Excel 2007 (Microsoft Office Excel 2007 for windows 2007)
programlar1 kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bireylerin Tamimlayic1 Ozelliklerine Ait Bulgular

Calismaya katilan 154 birey, diisiik ve yiiksek ¢iiriik risk grubunda esit sayida
yer aldi (n=77). Disiikk ve yiiksek ¢iirlik risk gruplarinin cinsiyet acisindan
karsilastirmali tanimlayici test istatistigi Tablo 8’de, yas ve DMFT degiskenleri
acisindan tanimlayict istatistikleri ise Tablo 9’da gosterilmektedir. Bireylerin
%43.5’inin (n=67) erkek, %56.5’inin (n=87) kadinlardan olustugu saptandi. Diisiik
ve yluksek ciiriik risk grubu arasinda kadin ve erkek bireylerin dagilimi agisindan fark
yoktu (Ki kare testi, p=0.871, Tablo 10).

Normal dagilim gostermedigi belirlenen yas ve DMFT degiskenlerin
tanimlayict istatistiklerinin gosteriminde ortanca (medyan) ve ¢eyreklikler arasi
genislik (CAG) kullanildi. Calismaya katilan 20-60 yas araligindaki bireylerin yas
ortancasi 28.0 (CAG=19.0; min=20.0; mak=60.0) olarak saptandi. Yas ortancasi,
diisiik ctirtik risk grubunda 23.0 (CAG=11.0) ve yiiksek cliriik risk grubunda 37.0
(CAG=18.0) olarak hesaplandi. Diisiik ve yiiksek cliriik risk gruplar1 arasinda yas
acisindan anlamli farklilik oldugu belirlendi (Mann-Whitney U testi, p<0001, Tablo
10). Yas araliklarina gore geng eriskin (20-24 yas), orta yas eriskin (25-44 yas) ve
erigkin (45-64 yas) birey olarak ayrilan gruplar arasinda yapilan ikili
karsilagtirmalarda istatistiksel olarak fark saptandi (Ki kare testi, p<0.001, Tablo 10).

Diisiik ve yiiksek ciiriik risk grubundaki bireylerin DMFT ortanca degerleri
ve gruplara gore DMFT skorlarinin dagilimi Tablo 10’de gosterilmistir. Yiiksek
cliriik risk grubunun DMFT ortancas1 16.0 (CAG=4.0) ve diistik ¢liriik risk grubunun
DMEFT ortancasi 2.0 (CAG=3.0) olarak elde edildi. Yiiksek ciiriik risk grubunda yer
alan bireylerin DMFT degeri diisiik ¢iiriik risk grubundaki bireylerin DMFT degerine
gore anlaml diizeyde daha yiiksekti (Mann-Whitney U testi, p<0.001).
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Tablo 8. Cinsiyete ait test istatistigi (Ki kare testi)

Anlamhlhik  Anlamhhk

Serbestlik seviyesi seviyesi
Deger derecesi p degeri  (cift yonlii) (tek yonlii)
Ki kare 0,026 1 0,871
Devamlilik diizeltmeli ki kare 0,000 1 1,000
Olasilik orani 0,026 1 0,871
Fisher'in kesin ki kare testi 1,000 0,500
Dogrusal olarak ¢akisma 0,026 1 0,871

Kisi sayist (N) 154

Tablo 9. DMFT ve yas degiskenlerine ait test istatistigi (Mann-Whitney U testi)

DMFT Yas
U degeri 0,000 1684,000
Wilcoxon W 3003,000 4687,000
Z degeri -10,761 -4,640
Anlamlilik diizeyi (p) 0,000 0,000

4.2. Cevresel Risk Faktorlerine Ait Bulgular

Calismaya katilan bireylerde sistemik ve kronik hastaliklarin bulunmadigi

gbzlendi. Bireylerin higbirinin radyoterapi veya kemoterapi tedavisi gérmedigi

belirlendi. Calismada yer alan hastalarin ek floriir preperati kullanmadigi tespit

edildi. Diisiik ve yiiksek c¢iiriik risk grubundaki bireylerde g¢evresel faktorlere

ait

incelenen degiskenlerin aldig1 ortanca skor degerleri ve istatistiksel olarak

karsilagtirilmalar1 Tablo 11, Tablo 12 ve Sekil 2’de gosterilmektedir. Diisiik

veE

yiiksek ciiriikk risk grubundaki bireylerin aldig1 skorlara gore cevresel ¢iiriik risk

faktorlerine ait frekans dagilimi ise Tablo 13°de gosterilmektedir.
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Tablo 10. Diisiik ve yiiksek ciiriik risk grubundaki bireylerin tanimlayici 6zellikleri

Ozellikler

Diisiik Ciiriik Risk Grubu Yiiksek Ciiriik Risk Grubu

Toplam birey sayisi 77 77
Cinsiyet, n (%)
Erkek 33 (49,3) 34 (50,7)
Kadm 44 (50,6) 43 (49.4)
p=0.871*
Yas, ortanca (CAG) 23,0 (11,0) 37,0 (18,0)
p<0.001%**
Yas araligi, n (%)
20-24 yas 42 (73,7) 15 (26,3)
25-44 yas 31 (41.3) 44 (58,7)
45-64 yas 4 (18,2) 18 (81,8)
p<0,001*
DMEFT, ortanca (CAG) 2,0 (3,0) 16,0 (4,0)
p<0,001**
DMEFT skor dagilimi, n (%)
0 8(5,2) 0(0)
1 15(9,7) 0(0)
2 17 (11,0) 00
3 18 (11,7) 0(0)
4 13 (8,4) 0(0)
5 6 (3,9) 00
6 - -
7 - -
8 - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
13 - -
14 0 (0) 22 (14,3)
15 0(0) 11(7,1)
16 0(0) 14 (9,1)
17 0(0) 8(5,2)
18 0(0) 9 (5,8)
19 0(0) 4(2,6)
20 0(0) 3(1,9)
21 0(0) 1 (0,6)
22 0(0) 1 (0,6)
23 0(0) 1 (0,6)
24 0(0) 3(1,9)

*Ki kare testi, **Mann-Whitney U testi, p<0.05
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Tablo 11. Cevresel risk faktorlerine ait test istatistigi (Mann-Whitney U testi)

U degeri Wilcoxon W Z degeri p degeri
Plak miktari 753,500 3756,500 -8,440 0,000
Dis fircalama sikligi 1961,000 4964,000 -3,829 0,000
Ogiin dist diyet siklig 2154,500 5157,500 3,126 0,002
Tikiriik akis hizi 2575,000 5578,000 -1,773 0,076
Tamponlama kapasitesi 2235,500 5238,500 -3,252 0,001
Mutans streptokok sayist 956,500 3959,500 -7,724 0,000
Laktobasil sayisi 982,000 3985,000 -7,776 0,000

Tablo 12. Diisiik ve yiiksek ciiriik risk gruplarinda ¢evresel ¢iirtik risk faktorlerine ait
skorlarin ortanca (CAG) degerleri

Risk Faktorii Diisiik Ciiriik Risk Yiiksek Ciiriik Risk p Degeri*

Grubu Grubu

(DMFTSS, n=77) (DMFT=14, n=77)

Plak miktar1

1,0 (1,0) 2,0 (0,0) <0,001
Dis fir¢alama siklig1

1,0 (1,0) 2,0 (2,0) <0,001
Ogiin dis1 diyet siklig1

1,0 (1,0) 2,0 (2,0) 0,002
Tiikiiriik akis hiz1

0,0 (0,0) 0,0 (1,0) 0,076
Tamponlama kapasitesi

0,0 (0,0) 0,0 (1,0) 0,001
Mutans streptokok sayisi

0,0 (0,0) 1,0 (1,0) <0,001
Laktobasil sayis1

0,0 (1,0) 2,0 (1,0) <0,001

*Mann-Whitney U testi, p<0,05
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Tablo 13. Diisiik ve yiiksek ¢iirtik risk grubundaki bireylerin aldig1 skorlara gore
cevresel ciiriik risk faktorlerine ait frekans dagilimi, n (%)

Risk Faktorii Skor Diisiik Ciiriik Risk Grubu  Yiiksek Ciiriik Risk Grubu

(DMFTSS5, n=77) (DMFT>14, n=77)
Plak miktari, PI

<0.4 0 38 (95,0) 2 (5,0)
0.4-1.0 1 27 (67,5) 13 (32,5)
1.1-2.0 2 12 (19,0) 51 (81,0)
> 3 0(0,0) 11 (100,0)
Dis fir¢alama siklig1, giinde

3 kez 0 6 (60,0) 4 (40,0)
2 kez 1 41 (67,2) 20 (32,8)
1 kez 2 20 (43,5) 26 (56,5)
<1 kez 3 10 (27,0) 27 (73,0)
Ogiin dis1 diyet siklig1, giinde

0 kez 0 6 (75.,0) 2 (25,0)
1-2 kez 1 39 (58,2) 28 (41,8)
3-4 kez 2 25 (50,0) 25 (50,0)
>4 kez 3 7(24,1) 22(75,9)
Tiikiirtik akig hizi, ml/dk

>1.1 0 59 (53,6) 51 (46,4)
0.9-1.1 1 13 (56,5) 10 (44,5)
0.5-0.9 2 5(25,0) 15 (75,0)
<0.5 3 0(0,0) 1 (100,0)
Tamponlama kapasitesi, pH

>6.0 0 62 (58,4) 44 (41,6)
4.5-5.5 1 14 (35,0) 26 (65,0)
<4.0 2 1 (12,5) 7(87.5)
Mutans streptokok sayisi, kob/ml

<10 0 60 (88,2) 8 (11,8)
<10 1 8 (20,6) 31(79,4)
10°-10° 2 7(18,4) 31 (81,6)
>10° 3 2(22,2) 7(77.8)
Laktobasil sayis1, kob/ml

10° 0 57 (82,6) 12 (17,4)
10° 1 10 (50,0) 10 (50,0)
10° 2 10 (16,7) 50 (83,3)
10° 3 0(0,0) 5 (100,0)

Yiiksek cliriik risk grubundaki bireylerin plak miktari, tiikiiriikteki mutans
streptokok sayist ve laktobasil sayisi diisiik ¢iiriik risk grubundaki bireylere gore
anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu (Mann-Whitney U testi, p<0.001). Dis
firgalama siklig1 diisiik ¢iirlik risk grubundaki bireylerde yiiksek ¢iiriik risk
grubundaki bireylere gore anlamli derecede daha fazlaydi (Mann-Whitney U testi,
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p<0.001). Diisiik ctiriik risk grubundaki bireylerin 6giin dis1 diyet siklig1 yiiksek
cuiriik risk grubundaki bireylere gore anlamli derecede daha azdi1 (Mann-Whitney U
testi, p=0.002). Tikiiriik akis hiz1 diisiik ve yiiksek c¢iiriikk risk grubunda benzerdi
(Mann-Whitney U testi, p=0.076). Diisiik ¢iiriik risk grubuna gore yiiksek c¢iirtik risk
grubunda tiikiirlik tamponlama kapasitesi anlamli derecede daha diisiiktii (Mann-

Whitney U testi, p<0.001).

4.3. Gen Polimorfizmine Ait Bulgular
4.3.1. AMELX (+522)

Calismada incelenen AMELX geninin jel elektroforez goriintiisii Sekil 3’de
gosterilmektedir. AMELX geninin (+522) bolgesi, Msel restriksiyon enzimiyle kesim
yapildiginda CC homozigot normal genotipinde olan bireylerde enzim kesim bolgesi
olmadig i¢in 180 baz ¢ifti uzunlugunda tek parca olugsmaktadir. CT heterezigot
normal genotipinde olan bireylerde 180, 141 ve 39 baz ¢ifti uzunluklarinda {i¢ parca

olusmaktadir. TT homozigot polimorfik genotipinde olan bireylerde ise 141 ve 39

baz ¢ifti uzunlugunda iki parca olusmaktadir.

Sekil 3. AMELX geninin (+522) bolgesinin Msel restriksiyon enzimiyle kesim
yapildiktan sonraki jel elektroforez goriintiisii. (M) Molekiiler markér, (bp) baz cifti
(CC) homozigot normal: 180 bp. (CT) heterezigot: 180 + 141 + 39 bp. (TT)
homozigot polimorfik: 141 + 39 bp.
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Genotip ve Alel Dagilinu

Diisiik ve yiiksek ciiriik risk grubundaki bireylerin AMELX genine ait genotip
ve alel frekans dagilimlarina ait tanimlayici test istatistikleri Tablo 14 ve Tablo
15°de, risk gruplarinin istatistiksel olarak karsilagtirllmalar1 ise Tablo 16’da
gosterilmektedir. AMELX gen populasyonunun Hardy-Weinberg dengesinde
olmadigr tespit edildi (p<0.001). Disin mineralizasyonunda rol oynayan AMELX
geninin CC homozigot normal genotipi diisiik ¢iiriik risk grubunda %350.9, yiiksek
clirtik risk grubunda % 49.1, CT heterezigot normal genotipi diisiik risk grubunda
%¢45.0, yiiksek ciiriik risk grubunda %55.0, TT homozigot polimorfik genotipi diisiik
risk grubunda %50.0, yiiksek c¢iiriik risk grubunda %50.0 olarak bulundu. Diisiik ve
ylksek ciiriik risk gruplar1 arasinda AMELX genotip dagilimlar1 agisindan istatistiksel
acidan fark gézlenmedi (Ki kare testi, p=0.889, Tablo 16).

AMELX geninin C alel frekansi, diistik ¢iiriik risk grubunda %50.4, yiiksek
clriik risk grubunda %49.6 olarak bulundu. Alel frekansi T olanlarin orami diisiik
cliriik risk grubunda %48.5 iken yiiksek ciiriik risk grubunda %351.5 olarak tespit
edildi. Diisiik ve yiiksek ciiriik risk grubuna ait bireyler AMELX geninin alel frekans
dagilimlar1 acisindan karsilagtirildiklarinda her iki grup arasinda anlamli farklilik

saptanmadi (Ki kare testi, p=0.784, Tablo 16).

Tablo 14. AMELX polimorfizmine ait genotip dagilimi test istatistigi (Ki kare testi)

Deger Serbestlik derecesi p degeri
Ki kare 0,236 2 0,889
Olasilik orani 0,237 2 0,888
Dogrusal olarak ¢akisma 0,046 1 0,830
Kisi sayis1 (N) 154

Tablo 15. AMELX polimorfizmlerine ait alel dagilim test istatistigi (Ki kare testi)

Anlamhhk Anlamhhk

Serbestlik seviyesi seviyesi
Deger derecesi p degeri (cift yonli))  (tek yonlii)
Ki kare 0,075 1 0,784
Devamlilik diizeltmeli ki kare 0,019 1 0,891
Olasilik orani 0,075 1 0,783
Fisher'in kesin ki kare testi 0,891 0,445
Dogrusal olarak ¢akisma 0,075 1 0,784

Kisi say1st (N) 308
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Tablo 16. Diisiik ve yiiksek ciiriik risk gruplarinda AMELX (+522) gen
polimorfizmine ait genotip ve alel dagilimi

AMELX Diisiik Ciiriik Risk Grubu Yiiksek Ciiriik Risk Grubu p Degeri*

(+522) (DMFTSS, n=77) (DMFT>14, n=77)
Genotip
CcC 56 (50,9) 54 (49,1)
CT 9 (45,0) 11 (55,0) 0,889
TT 12 (50,0) 12 (50,0)
Alel
C 121 (50,4) 119 (49,6) 0.784
T 33 (48,5) 35(5L)95)

*Ki kare testi, p<0.05

4.3.2. CA6 (T55M)

Calismada incelenen CA6 geninin jel elektroforez goriintiisii Sekil 4’de
gosterilmektedir. CA6 geninin (T55M) bolgesi, BtsCI restriksiyon enzimiyle kesim
yapildiginda CC homozigot normal genotipinde olan bireylerde enzim kesim bolgesi
olmadigr i¢in 200 baz ¢ifti uzunlugunda tek parga olusmaktadir. CT heterezigot
normal genotipinde olan bireylerde 200, 104 ve 96 baz ¢ifti uzunluklarinda {i¢ parca
olusmaktadir. TT homozigot polimorfik genotipinde olan bireylerde ise 104 ve 96

baz ¢ifti uzunlugunda iki parca olusmaktadir.

Genotip ve Alel Dagilinu

Diisiik ve yiiksek ¢iiriik risk grubundaki bireylerin C46 genine ait genotip ve
alel frekans dagilimlaria ait tanimlayic test istatistikleri Tablo 17 ve Tablo 18’de,
risk gruplarinin  istatistiksel olarak karsilastirilmalari  ise Tablo 19°da
gosterilmektedir. CA6 gen populasyonunun Hardy-Weinberg dengesinde olmadigi
tespit edildi (p=0.010). Tiikiiriik proteinleri ile iliskili C46 geninin; CC homozigot
normal genotipi diisiik ¢iiriik risk grubunda %53.8, yiiksek ciiriik risk grubunda
%46.2, CT heterezigot normal genotipi diisiik ¢liriik risk grubunda %52.0, yiiksek
cliriik risk grubunda %48.0, TT homozigot polimorfik genotipi diisiik risk grubunda
%39.3, yiiksek ciirtik risk grubunda %60.7 olarak bulundu. Diisiik ve yiiksek ¢iiriik
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risk gruplar1 arasinda CA6 geninin genotip dagilimlar1 agisindan istatistiksel agidan
fark gozlenmedi (Ki kare testi, p=0.449, Tablo 19).

CA6 geninin C ve T alel frekans dagilimlar: acisindan diisiik ve yiiksek ¢iiriik
risk gruplar1 incelendiginde; diisiik c¢iirtik risk grubunda (% 52.6), yiiksek ¢iiriik risk
grubuna (%47.4) gore daha fazla oranda C alelinin bulundugu goézlendi. T aleli
acisindan diisiik ve yiiksek ciiriik risk gruplar incelendiginde T alelinin diisiik risk
grubunda (%47.4), yiiksek c¢iiriik risk grubuna (%52.6) gore daha az oranda
bulundugu gozlendi. Diisiik ve yiiksek c¢iiriik risk grubuna ait bireyler C4A6 geni alel
frekans1 acisindan karsilastirildiklarinda  bireyler arasinda anlamli  farklilik

saptanmad1 (Ki kare testi, p=0.362, Tablo19).

Sekil 4. CA6 geninin (T55M) bolgesinin BtsCI restriksiyon enzimiyle kesim
yapildiktan sonraki jel elektroforez goriintiisii. (M) Molekiiler markor, (bp) baz cifti.
(CC) homozigot normal: 200 bp. (CT) heterezigot: 200 + 104 + 96 bp. (TT)
homozigot polimorfik: 104 + 96 bp.

Tablo 17. CA6 gen polimorfizmine ait genotip dagilimu test istatistigi (Ki kare testi)

Deger Serbestlik derecesi p degeri
Ki kare 1,600 2 0,449
Olasilik orani 1,610 2 0,447
Dogrusal olarak ¢akisma 1,178 1 0,278
Kisi say1st (N) 154
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Tablo 18. CA6 gen polimorfizmlerine ait alel dagilimi test istatistigi (Ki kare testi)

Anlamhhk  Anlamhhk

Serbestlik seviyesi seviyesi
Deger derecesi p degeri (cift yonlii)  (tek yonlii)
Ki kare 0,831 1 0,362
Devamlilik diizeltmeli ki kare 0,636 1 0,425
Olasilik orani 0,832 1 0,362
Fisher'in kesin ki kare testi 0,425 0,213
Dogrusal olarak ¢akisma 0,829 1 0,363

Kisi sayist (N) 308

Tablo 19. Diisiik ve yiiksek ciirtik risk gruplarinda CA46 (T55M) gen polimorfizmine
ait genotip ve alel dagilimi

Diisiik Ciiriik Risk Grubu Yiiksek Ciiriik Risk Grubu p Degeri*

CA6 (T55M) (DMFTSS, n=77) (DMFT214, n=77)

Genotip

e 14 (53.8) 12 (46.2)

CT 52 (52,0) 48 (48.0) 0,449
T 11.(39.3) 17 (60.7)

Alel

C 80 (52,6) 72 (47.4) 0360
T 74 (47.4) 82 (52,6)

*Ki kare testi, p<0.05

CA6 (T55M) Polimorfizmi ve Tamponlama Kapasitesi

Calismadaki tiim bireyler (n=154) tiikiiriilk tamponlama kapasitesine gore ii¢
gruba (0: pH>6.0, 1: pH 4.5-5.5, 2: pH<4.0) ayrildi. Gruplarin CA6 geninin genotip
ve alel frekans dagilimina gore karsilastirilmasi Tablo 20 ve Tablo 21°de
gosterilmektedir. Genotip dagilimina bakildiginda bazi gruplarda hicbir bireyin yer
almadig1 gozlendiginden dolay1 gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirma
sadece alel dagilimina gore yapildi (Ki kare testi, p<0.05).

CA6 geni CC homozigot normal genotipindeki bireylerin %84.6’sinin
tikiiriik tamponlama kapasitesi normal, %15.4’iiniin tiikiiriik tamponlama kapasitesi

azalmig olarak gozlendi. Tiikiiriik tamponlama kapasitesi diisiik grubunda CC
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homozigot normal genotipinde birey tespit edilmedi. CA6 geni TT homozigot
polimorfik genotipinde olan bireylerin %32.1’inin tiikiiriik tamponlama kapasitesi
normal olarak gozlenirken, %42.9’unun tiikiirik tamponlama kapasitesi azalmus,
%25 1nin tiikiiriik tamponlama kapasitesi diigiik olarak bulundu.

Calismadaki bireylerin tiikiiriik tamponlama kapasitesine gore CA6 geninin
alel frekans dagilimi incelendiginde alel frekansi1 C olanlarin %78.3 {iniin tiikiiriik
tamponlama kapasitesi normal, alel frekanst T olanlarin ise %59.6’smin tiikiiriik
tamponlama kapasitesi normal olarak elde edildi. Tiikiiriik tamponlama kapasitesi
diistik olanlarin %0.7’sinin CA6 geni alel frekansi C olarak, %9.6’sinin CA6 geni alel
frekans1 T olarak tespit edildi. Normal, azalmis ve diisliik tiikiiriik tamponlama
kapasitesi gruplarindaki bireyler CA6 geni aleli frekans dagilimi agisindan

karsilastirildiklarinda fark istatistiksel olarak anlamliyd: (Ki kare testi, p<0.001).

Tablo 20. Tamponlama kapasitesine gére CA6 geninin alel dagilimu test istatistigi
(Ki kare testi)

Deger Serbestlik derecesi p degeri
Ki kare 18,590 2 0,000
Olasilik orani 21,066 2 0,000
Dogrusal olarak ¢akisma 17,474 1 0,000
Kisi say1st (N) 308

Tablo 21. Tamponlama kapasitesine gére CA6 genine ait genotip ve alel dagilimi

Tamponlama Kapasitesi

Skor 0 Skor 1 Skor 2 p Degeri**
Genotip n (%) n (%) n (%)
CcC 22 (84,6) 4(15,4) 0(0,0) -*
CT 75 (75,0) 24 (24,0) 1(1,0) -
TT 9(32,1) 12 (42,9) 7 (25,0) -
Alel
C 119 (78,3 32 (21,1 1(0,7

(78.3) (L1 (0.7) ~0.001

T 93 (59,6) 48 (30,8) 15 (9,6)

*[statistik yapilamadi, **Ki kare testi, p<0.03, tiikiiriik tamponlama kapasitesi; 0:
pH>6.0, 1: pH 4.5-5.5, 2: pH<4.0
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4.3.3. DEFBI (G-20A)

Calismada incelenen DEFBI geninin jel elektroforez goriintiisii Sekil 5°de
gosterilmektedir. DEFBIgeninin (G-20A) bolgesi, ScRFI restriksiyon enzimiyle
kesim yapildiginda GG homozigot normal genotipinde olan bireylerde 143 ve 125
baz cifti uzunlugunda iki par¢a olusmaktadir. GA heterezigot normal genotipinde
olan bireylerde 268, 143 ve 125 baz ¢ifti uzunluklarinda {i¢ parca olusmaktadir. AA
homozigot polimorfik genotipinde olan bireylerde ise enzim kesim bolgesi olmadigi

icin 268 baz c¢ifti uzunlugunda tek parga olugmaktadir.

Sekil 5. DEFBI geninin (G-20A) bdlgesinin ScRFI restriksiyon enzimiyle kesim
yapildiktan sonraki jel elektroforez goriintiisii. (M) Molekiiler markor, (bp) baz cifti
(GG) homozigot normal: 143 + 125 bp. (GA) heterezigot: 268 + 143 + 125 bp. (AA)
homozigot polimorfik: 268 bp

Genotip ve Alel Dagilinu

Diisiik ve yiiksek ¢iirlik risk grubundaki bireylerin DEFBI genine ait genotip
ve alel frekans dagilimlarina ait tanimlayici test istatistikleri Tablo 22 ve Tablo
23’de, risk gruplarinin istatistiksel olarak karsilastirilmalari ise Tablo 24’de
gosterilmektedir. DEFBI gen populasyonunun Hardy-Weinberg uyumu gosterdigi
saptand1 (p=0.45). Bagisiklik ile iliskili DEFBI geni (G-20A) polimorfizmi i¢in; GG
homozigot normal genotipi diisiik ¢iiriik risk grubundaki bireylerin %86.5’inde,

yiiksek ciirtik risk grubundaki bireylerin %13.5’inde goriildii. GA heterezigot normal
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genotipinin goriilme orani, diisiik ¢iiriik risk grubunda %55.7, yiiksek c¢iiriik risk
grubunda %44.3 olarak tespit edildi. AA homozigot polimorfik genotipinin diisiik
clirtik risk grubundaki bireylerde goriilme oranmi %12.8 iken yiiksek g¢iiriik risk
grubundaki bireylerde goriilme oran1 %87.2 olarak bulundu. Diisiik ve yiiksek c¢iiriik
risk grubundaki bireyler arasinda DEFBI geni genotip dagilimi agisindan farklilik
anlamliydr (Ki kare testi, p<0.001). Farkliliga neden olan grubu belirlemek amaciyla
ikili karsilagtirmalar yapildiginda GG homozigot normal ile GA heterezigot normal
(Ki kare testi, p=0.001), GG homozigot normal ile AA homozigot polimorfik (Ki
kare testi, p<0.001), GA heterezigot normal ile AA homozigot polimorfik (Ki kare
testi, p<0.001) genotip dagilimlar1 agisindan diisiik ve yliksek ciiriik riskli bireyler
arasinda tiim sonuglar anlamli bulundu (Tablo 24).

DEFBI geni alel frekans1 agisindan diisiik ve yiiksek ¢iiriik risk gruplar
karsilastirildiklarinda, diisiik cliriik risk grubunda yer alan bireylerin G alel frekansi
%71.5 iken yiiksek ciirtik risk grubundaki bireylerin %28.5 olarak bulundu. A alel
frekans1 diisiik ¢tirtik risk grubundaki bireylerin %31.1’inde, yliksek g¢iiriik risk
grubundaki bireylerin %68.9°’unda goriildii. Diisiik ve yiiksek ciirlik risk gruplar
arasinda DEFBI geni G ve A alel frekansi agisindan fark anlamliyd: (Ki kare testi,
p<0.001, Tablo 24).

Tablo 22. Diisiik ve yliksek c¢iiriik risk gruplarinda g¢alisilan DEFB1 (G-20A)
polimorfizmine ait genotip dagilimu test istatistigi (Ki kare testi)

Deger Serbestlik derecesi p degeri
Ki kare 46,681 2 0,000
Olasilik orani 52,159 2 0,000
Dogrusal olarak ¢akisma 45,819 1 0,000
Kisi sayist (N) 154

Tablo 23. DEFBI geni A ve G allel frekans dagilim ile diisiik ve yiiksek c¢liriik risk
gruplariin karsilastirilmasi test istatistigi (Ki kare testi)

Anlamhhk Anlamhhk

Serbestlik seviyesi seviyesi
Deger derecesi p degeri (cift yonlii))  (tek yonlii)
Ki kare 50,133 1 0,000
Devamlilik diizeltmeli ki kare 48,529 1 0,000
Olasilik orani 51,619 1 0,000
Fisher'in kesin ki kare testi 0,000 0,000
Dogrusal olarak ¢akisma 49,971 1 0,000

Kisi sayist (N) 308
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Tablo 24. Diisik ve yiiksek ciliriik risk gruplarinda DEFBI (G-20A) gen
polimorfizmine ait genotip ve alel dagilimi

DEFBI1 Diisiik Ciiriik Risk Grubu Yiiksek Ciiriik Risk Grubu p Degeri*

(G-20A) (DMFTSS, n=77) (DMFT>14, n=77)
Genotip
GG 32 (86,5) 5(13,5)
GA 39 (55,7) 31 (44,3) <0,001
AA 6(12,8) 41 (87,2)
Alel
G 103 (71,5) 41 (28,5) 0,001
A 51 (3L,1) 113 (68,9)

*Ki kare testi, p<0.05

4.3.4. TAS2R38 (A49P)

Calismada incelenen 74S2R38 geninin jel elektroforez goriintiisii Sekil 6°da
gosterilmektedir. TAS2R38 geninin (A49P) bolgesi, Haelll restriksiyon enzimiyle
kesim yapildiginda CC homozigot normal genotipinde olan bireylerde 177 ve 44 baz
¢ifti uzunlugunda iki parg¢a olusmaktadir. CG heterezigot normal genotipinde olan
bireylerde 221, 177 ve 44 baz c¢ifti uzunluklarinda iic par¢a olugmaktadir. GG
homozigot polimorfik genotipinde olan bireylerde ise enzim kesim bolgesi olmadigi

i¢in 221 baz ¢ifti uzunlugunda tek parga olugmaktadir.

Genotip ve Alel Dagilin

Diisiik ve yliksek ciiriik risk grubundaki bireylerin TAS2R38 genine ait
genotip ve alel frekans dagilimlarina ait tanimlayict test istatistikleri Tablo 25 ve
Tablo 26’da, risk gruplarinin istatistiksel olarak karsilagtirilmalar1 ise Tablo 27°de
gosterilmektedir. 7TAS2R38 gen populasyonunun Hardy-Weinberg uyumu gosterdigi
saptand1 (p=0.28). TAS2R38 geni (A49P) polimorfizmi i¢in; CC homozigot normal
genotipi diislik cliriik risk grubundaki bireylerin %21.1’inde, yiiksek ¢iiriik risk
grubundaki bireylerin %78.9’unda goriildii. CG heterezigot normal genotipinin
goriilme orani, diistik ciirtik risk grubunda %51.8, yiiksek c¢iiriik risk grubunda %48.2
olarak tespit edildi. GG homozigot polimorfik genotipinin diisiik ¢iiriik risk
grubundaki bireylerde goriilme oranit %78.8 iken yiiksek ciiriik riskli bireylerdeki
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goriilme oran1 %21.2 olarak bulundu. Diisiik ve yiiksek ciiriik risk grubundaki
bireyler arasinda TAS2R38 geni genotip dagilimi agisindan farklilik anlamliydi (Ki
kare testi, p<0.001). Farkliliga neden olan grubu belirlemek amaciyla ikili
karsilagtirmalar yapildiginda CC homozigot normal ile CG heterezigot normal (Ki
kare testi, p=0.001), CC homozigot normal ile GG homozigot polimorfik (Ki kare
testi, p<0.001), CG heterezigot normal ile GG homozigot polimorfik (Ki kare testi,
p=0.008) genotip dagilimlar1 agisindan diisiik ve yiiksek ciiriik riskli bireyler arasinda
tiim sonuglar anlamli bulundu (Tablo 27).

TAS2R38 geni alel frekansi agisindan diisiikk ve yliksek ¢iiriik risk gruplari
karsilastirildiklarinda, diisiik ¢iiriik risk grubunda yer alan bireylerin C alel frekansi
%37.1 iken yiiksek cliriik risk grubundaki bireylerin %62.9 olarak bulundu. G alel
frekans1 diisiik ¢iiriik risk grubundaki bireylerin %63.8’inde, yiiksek ¢iiriik risk
grubundaki bireylerin %36.2’sinde goriildii. Diisiik ve yiiksek ¢iiriik risk gruplari
arasinda TAS2R38 geni G ve C alel frekansi agisindan fark anlamliyd: (Ki kare testi,
p<0.00, Tablo 27).

Sekil 6. TAS2R38 geninin (A49P) bolgesinin Haelll restriksiyon enzimiyle kesim
yapildiktan sonraki jel elektroforez goriintiisti. (M) Molekiiler markor, (bp) baz cifti
(CC) homozigot normal: 177 + 44 bp. (CG) heterezigot: 221 + 177 + 44 bp. (GG)
homozigot polimorfik: 221 bp.
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Tablo 25. TAS2R38 polimorfizmine ait genotip dagilimi test istatistigi (Ki kare testi)

Deger Serbestlik derecesi P degeri
Ki kare 23,785 2 0,000
Olasilik orani 25,316 2 0,000
Dogrusal olarak ¢akisma 23,576 1 0,000
Kisi say1st (N) 154

Tablo 26. TAS2R38 gen polimorfizmlerine ait alel dagilimu test istatistigi (Ki kare
testi)

Anlamhlhik  Anlamhhk

Serbestlik seviyesi seviyesi
Deger derecesi p degeri  (cift yonlii) (tek yonlii)
Ki kare 21,854 1 0,000
Devamlilik diizeltmeli ki kare 20,801 1 0,000
Olasilik orani 22,121 1 0,000
Fisher'n kesin ki kare testi 0,000 0,000
Dogrusal olarak ¢akisma 21,783 1 0,000

Kisi sayist (N ) 308

Tablo 27. Disik ve yiliksek ¢iirik risk gruplarinda TAS2R38 (A49P) gen
polimorfizmine ait genotip ve alel dagilimi

TAS2R38  Diisiik Ciiriik Risk Grubu Yiiksek Ciiriik Risk Grubu p Degeri*

(A49P) (DMFTSS, n=77) (DMFT>14, n=77)
Genotip
CcC 8 (21,1) 30 (78,9)
CG 43 (51,8) 40 (48,2) <0,001
GG 26 (78,8) 7(21,2)
Alel
C 59 (37.,1) 100 (62,9) 0,001
G 95 (63,8) 54 (36,2)

*Ki kare testi, p<0.05

TAS2R38 (A49P) Polimorfizmi ve Laktobasil Sayist

Calismadaki tiim bireyler (n=154), tiikiiriikteki laktobasil sayisina gore dort
gruba (0: 103 kob/ml, 1: 104 kob/ml, 2: 105 kob/ml, 3: 106 kob/ml) ayrildi.
Gruplardaki bireylerin 7AS2R38 geninin genotip ve alel frekansi agisindan
dagilimlar1 Tablo 28’te gosterilmektedir. Genotip ve alel dagilimima bakildiginda
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bazi gruplarda higbir bireyin yer almadigi gozlendiginden dolay1 gruplar arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirma yapilamada.

TAS2R38 geni CC homozigot normal genotipindeki bireylerin hicbirinin
tilkiiriikteki laktobasil sayis1 diisiik degildi (%0.0). TAS2R38 geni GG homozigot
polimorfik genotipinde olan bireylerin %84.8’inin (n=28) ise tiikiiriikteki laktobasil
sayis1 diisiik olarak gozlendi.

Calismadaki bireylerin tiikiiriikteki laktobasil sayisina gore 7AS2R38 geninin
alel frekans dagilimi incelendiginde, alel frekansi C olan 78 (%49.1) bireyin tiikiiriik
laktobasil sayis1 yiiksek olarak saptandi. Alel frekansi G olan 97 (%65.1) bireyin ise
tiikiiriik laktobasil sayis1 diisiiktii.

Tablo 28. Laktobasil sayisina gére 7AS2R38 genine ait genotip ve alel dagilimi

Laktobasil Sayisi
Genotip Skor 0 Skor 1 Skor 2 Skor 3 p Degeri*
n (%) n (%) n (%) n (%)

cC 00000  11(289) 22(57.9)  5(13.2) -

CG 41 (494)  8(9.6) 344100  0(0,0) -

GG 28(84.8)  1(3,0) 4(12,1) 0(0,0) -
Alel

C 41(258) 30(189)  78(49,1)  10(63) -

G 97(651)  10(6,7)  42(282)  0(0,0) -

*statistik yapilamadh, tiikiiriik laktobasil sayist; 0: 10° kob/ml, 1: 10* kob/ml, 2: 10°
kob/ml, 3: 10° kob/ml

4.4. Gen-Cevre Etkilesimine Ait Bulgular

Calismada yer alan bireylerin DMFT degerindeki artis1 degerlendirebilmek
icin genetik ve cevresel faktorler birlikte incelendi. Bunun i¢in adimsal ilerlemeli
coklu dogrusal regresyon modeli ile AMELX, CA6, DEFBI ve TAS2R38 genleriyle
birlikte ¢evresel risk faktorlerinden plak miktari, dis fircalama siklig1, 68iin dis1 diyet
sikligl, tikiirik akis hizi, tiikiirik tamponlama kapasitesi, tlikiirlikte mutans

streptokok sayisi, tiikiiriikte laktobasil sayisi ve yas incelendi. Regresyon modelinin
yedi adimi ve her bir adimdaki agiklayicilik (R?), diizeltilmis agiklayicilik (Ba), F

degeri ve Beta katsayisi ile istatistiksel anlamlilik Tablo 29°da gosterilmektedir.
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Tablo 29. Adimsal ilerlemeli ¢oklu dogrusal regresyon analizine gore bagimli
degisken olarak alinan ¢iiriik deneyimi ile ¢aligmada incelenen bagimsiz degiskenler
arasindaki iliski

Model R’ RZ R’ Degisimi  F Degeri  Beta Katsayis1  p Degeri
1 0,776 (a) 0,774 0,776 528,883 0,881° <0,001

2 0,830 (b) 0,828 0,055 49,031 0,569° <0,001
0,390°
3 0,855 (c) 0,853 0,025 26,244 0,418° <0,001
0,319°
0,265°
4 0,862 (d) 0,858 0,006 6,630 0,338" 0,011
0,261°
0,254°
0,160°
5 0,870 (¢) 0,865 0,008 9,360 0,314% 0,003
0,293°
0,202¢
0,301¢
-0,148°
6 0,873 (f) 0,868 0,003 3,953 0,322° 0,049
0,303°
0,218°
0,353¢
-0,128°
-0,111°
7 0,878 (g) 0,872 0,005 6,007 0,331° 0,015
0,276°
0,204°
0,367¢
-0,114°
-0,170"
0,0962

Bagiml degisken: DMFT

Tahmin degiskenleri: (Sabit), Plak miktart

Tahmin degiskenleri: (Sabit), Plak miktari, DEFB1

Tahmin degiskenleri: (Sabit), Plak miktari, DEFB1, Laktobasil sayist

Tahmin degiskenleri: (Sabit), Plak miktari, DEFB1, Laktobasil sayisi, Yas

Tahmin degigkenleri: (Sabit), Plak miktari, DEFBI, Laktobasil sayisi, Yas,

TAS2R38

Tahmin degiskenleri: (Sabit), Plak miktari, DEFB1, Laktobasil sayisi, Yas,

TAS2R38, CA6

g Tahmin degiskenleri: (Sabit), Plak miktari, DEFB1, Laktobasil sayisi, Yas,
TAS2R38, CA6, Tamponlama kapasitesi

o 00 o

laur)

DMFT degerini etkileyen genler ve ¢evresel faktorleri igeren regresyon
modeli toplam 7 adimda tamamlandi. Sadece plak miktarini igeren ilk modelin,

DMFT degerini %77.6 oraninda agikladigi goriildi (R*=0.776, p<0.001). ikinci
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modelde, plak miktarmin yaninda DEFBI geni yer aldi. Ikinci modelin DMFT
degerini %83 oraninda agikladig1 tespit edildi (R*=0.830, p<0.001). Plak miktari,
DEFB1 geni ve tiikiiriikteki laktobasil sayisindan olusan iiclincii model, DMFT
degerini %85.5 oraninda acikladi (R*=0.85.5, p<0.001). Dérdiincii modelde plak
miktari, DEFBI geni, tiikiiriikteki laktobasil sayisi ve yas yer adi. Dordiincli modelin
DMFT degerini %86.2 oraninda agikladigi goriildii (R*=0.862, p=0.011). Dérdiincii
modele TAS2R38 geni eklenerek olusturulan besinci modelin DMFT degerini %87
oraninda agikladigi bulundu (R?=0.870, p=0.003). Besinci modele CA6 geni
eklenerek olusturulan altinci model ise DMFT degerini %87.3 oraninda agikladi
(R?=0.873, p=0.049). Yedinci adimdaki en karmasik modelin; plak miktari, DEFB]
geni, tiikiiriikteki laktobasil sayisi, yas, TAS2R38 geni, CA6 geni ve tiikiiriik
tamponlama kapasitesinden olustugu saptandi. Yedinci adimdaki bu son modelin

DMEFT degerini %87.8 oraninda agikladigi bulundu (R*=0.878, p=0.015).
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5. TARTISMA

5.1. Calisma Dizaym

Dis ¢iirigli olusumunun Oniine geg¢mek i¢in, bireylerdeki ¢iirlik riskini
smiflandiran ve bireylerdeki ciirlik risk faktorlerini belirleyen klinik calismalar
tizerinde durulmaktadir (98). Bu amagla iki farkli sekilde dizayn edilebilen
arastirmalarda ‘clirigli ongérme modeli’ veya ‘ciiriik risk modeli’ olarak tanimlanan
modeller olusturularak ciiriik risk degerlendirmesi yapilmaktadir (27, 29, 99).

Glinlimiizde c¢iiriik olusumunda rol oynayan etiyolojik faktdrler kesin olarak
ortaya konmus olsa da, bu faktorlerin degerlendirilmesi ile yapilan ¢iirtik risk
tahminindeki basarnin heniiz yeterli olmadigi ifade edilmektedir (26, 30). Bu
nedenle ‘ciliriik risk modeli’ c¢alismalari, hastalik olugsmadan o6nce ¢iirikk risk
faktorlerini tahmin etme agisindan oldukga yararli kabul edilmektedir (30).

Bu kesitsel ¢alismada da c¢iiriik etiyolojisinde rol oynayan risk faktorlerinin
belirlenmesi amaglanmis ve bireylerdeki genetik ve cevresel faktorlere ait elde edilen
verilerin adimsal ilerlemeli ¢oklu dogrusal regresyon analizine tabi tutulmasiyla
yiiksek ¢iiriik deneyimini en fazla agiklayan bir ‘ciiriik risk modeli’ olusturulmaya

calisiimustir.

5.2. Calismaya Katilan Bireylerin Secimi

Eriskin bireylerde c¢liriik risk faktorii olarak degerlendirilen sistemik
hastaliklar ve diizenli kullanilan ilaclara bagl olarak tiikiiriik akis hizinda meydana
gelen degisiklik, dental plak miktarinin artmasina neden olan hijyenik olmayan
restorasyonlarin, agiga ¢ikmis kok yiizeylerinin ve sekonder c¢lirtiklerin varligi cocuk
ve gencglere gore daha sik goriilmektedir (26). Ayrica erigkin bireylerde tedaviye
yonelik dental uygulamalarin koruyucu uygulamalardan daha c¢ok yapildigi
goriilmektedir (26). Dolayisiyla erigkin bireylerde risk faktorlerinin belirlenmesi,
clirtik riskinin saptanmasi ve bunun sonucunda bireye 6zgii koruyucu tedavilerin
onerilmesi onemlidir (26). Bununla birlikte literatiirde ¢liriik riskini degerlendiren

caligmalarin daha ¢ok cocuklar {izerinde yapildigi, eriskin bireylerde yapilan az
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sayida calisma oldugu goriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin kriterlerine gére 15-
24 yas aralig1 geng eriskin, 25-44 yas aralig1 eriskin ve 45-64 yas aralig1 orta yas
eriskin olarak siniflandirilmaktadir (34). Bu ¢alismaya 20-60 yas araligindaki eriskin
bireyler dahil edilmistir.

Yapilan bircok epidemiyolojik ¢alismada ge¢mis ¢iirik deneyiminin
gelecekte olusacak yeni ciirtikler i¢in 6nemli bir risk gostergesi oldugu bildirilmistir
(26, 31, 35, 36). Ciiriik riskinin degerlendirildigi bircok calismada, ciiriik risk
gruplarinin belirlenmesi ge¢mis ¢liriikk deneyimine gore yapilmaktadir (57, 36, 99).
Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore eriskin bireylerdeki ¢iiriik riskinin diisiik
sayilabilmesi icin DMFT degerinin 5’den kiiciik, ¢liriik riskinin yiiksek sayilabilmesi
icin DMFT degerinin 13.9°dan yiiksek olmasi gerektigi bildirilmistir (22, 34). Bu
nedenle ¢aligmamizda arasgtirmaya dahil edilen bireylerin risk gruplarinin
belirlenmesi ge¢mis ciiriik deneyimine gore yapilarak, DMFT degeri 5’den az olan
bireyler diisiik ¢iiriik risk grubuna ve DMFT degeri 14’den fazla olan bireyler yiiksek
clriik risk grubuna dahil edilmistir. Gegmis ¢iirlik deneyiminin hesaplanmasi ise
klinik ve radyolojik degerlendirmenin sonucuna goére yapildi. Klinik ¢aligmalarda
arayliz ¢iiriiklerinin teshisi i¢in 1sirtma radyografisi uzun yillardir kullanilmaktadir
(100). Teknolojinin ilerlemesiyle ¢iiriik teshisinde agiz i¢i radyografilerle
kiyaslanabilecek duruma gelen panoramik radyografinin uygulama kolayligi, diisiik
radyasyon dozu ve agiz dis1 bir metot olmasindan kaynaklanan hasta rahatlig1 nedeni
ile Onemi atmig bir goriintileme metodu olarak gosterilmektedir. Yapilan
caligmalarda o6zellikle posterior bolgede arayiiz ¢iirligiiniin tespitinde panoramik
filmlerin 1sirtma radyografileriyle desteklenmesiyle elde edilen sonuclarin, agiz igi
seri radyografilerle elde edilen sonuglara ¢ok yakin oldugu bildirilmistir (101). Bu
calismada, arayiiz ciirliklerinin teshisi i¢in radyografik muayene asamasinda dijital
panoramik radyografiler kullanilmis, ciiriik teshisini engelleyen siiperpozisyonlarin
olmas1 durumunda ise 1sirtma radyografilerinden yararlanilmistir.

Kontrolsiiz diyabet ve sjogren sendromu gibi sistemik hastaliklar,
antikolinerjik ve antihipertansif ilaglar, bas ve boyun radyoterapisi kronik olarak
tiikkiirtigiin az salgilanmasina neden olmaktadir (36, 102). Bu nedenle ¢alismaya
sistemik hastalig1 olan, diizenli ila¢ kullanan, radyoterapi tedavisi gérmiis hastalar

dahil edilmemistir. Ayrica ii¢ ay icerisinde klorheksidin igerikli preparat kullanmis
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olan ve ortodontik tedavi goren hastalarda tiikiiriikteki  karyojenik
mikroorganizmalarin seviyesinin etkilenebilecegi diisiiniilerek bu hastalar ¢calismaya
katilmamuastir.

Calismanin Isparta il merkezinde gerceklesmesi nedeniyle hastalar dental
florozis agisindan da degerlendirilmistir. Diglerin mineralizasyon doneminde floriir
diizeyi 0.5-1 mg/It’nin iizerinde olan igme suyunun kullanilmasi dental florozise yol
acmaktadir (103). Isparta’da 1962-1995 yillar1 arasinda igme suyunun floriir diizeyi
yiiksek olan Golciik goli ve Andik deresinden saglandigi bilinmektedir. Sebeke
suyundaki floriir diizeyinin diistiriilmesi amaciyla 1995 yilindan itibaren sehrin icme
suyu i¢in, floriir diizeyi WHO standartlarina uygun olan Egirdir go6liinden
yararlanilmaktadir (104, 105). Ciiriik riskini etkilememesi i¢in dislerinde florozis
bulunan bireyler ¢aligmaya dahil edilmemistir. Ayrica ¢alismaya katilan en geng
bireyin 20 yasinda olmasi ve bu yas grubundaki bireylerin dis mineralizasyonunu
tamamlamis olmasi dolayisiyla sadece son bir yildir Isparta il merkezinde ikamet
eden ve dental florozisi bulunmayan eriskin bireyler calismaya dahil edilmistir

(n=17).

5.3. Cevresel Risk Faktorlerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

PubMed veri tabaninda Aralik 1992-Temmuz 2014 yillar1 arasinda "caries"
ve "prediction" anahtar kelimeleri kullanilarak son yirmi iki yilda 20-82 yaslari
arasindaki eriskinlerde yapilmis ¢evresel ciirtik risk faktorlerini degerlendiren on alti
arastirma makalesine ulasilmistir. Calismamizda ciiriik riski diisiik ve yiiksek olan
eriskinlerde; dental plak miktar1 ve dis fircalama siklig1 degerlendirilerek agiz
hijyeni acisindan, 6giin dis1 diyet sikligi  sorgulanarak beslenme aliskanliklar
acisindan, tikiiriik akis hizi ve tamponlama kapasitesi incelenerek tlikiiriige ait
Ozellikler agisindan, tiikiiriikteki mutans streptokoklar1 sayis1 ve laktobasil sayisi
Olciilerek karyojenik bakteriler acisindan c¢evresel risk faktorlerine ait bir
degerlendirme yapilmustir.

Agi1z hijyen aligkanliklarinin etkinligi; dis fir¢asi, dis ipi ve arayiiz fircasinin
kullanim sikligimin sorgulanmasi veya plak miktariin degerlendirilmesi ile

belirlenmektedir (5). Ciirtik riskinin degerlendirildigi calismalarda plak miktari
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Olctimii i¢in siklikla Silness&Lde plak indeksinin uygulandigl goriilmistiir (18, 84,
106). Bu nedenle caligmamizda da plak miktarinin degerlendirilmesi icin
Silness&Loe plak indeksi kullamilmistir. Ayrica agiz hijyen aliskanliklarini
degerlendirmek icin ankette yer alan dis fircalama siklig1 sorularma hastalar
tarafindan verilen cevaplar incelenmistir. Arastirmamizda cliriik riski diigik ve
ylksek olan erigkin bireyler dental plak miktar1 agisindan degerlendirildiginde,
yiiksek risk grubundaki bireylerin plak miktarmin diisiik risk grubundaki
bireylerinkine gore anlamli olarak daha fazla oldugu saptanmistir (p<0.001,Tablo
12). Bu sonug literatiirde dental plagin ¢iiriikk riskiyle iliskili olup olmadigim
eriskinler lizerinde degerlendiren ¢aligsmalarin sonuglarina paralellik gostermektedir.
Karyogram ve regresyon analizi kullanilarak ¢iiriik riskini artiran veya c¢iiriikk risk
modeline dahil edilecek olan faktorlerin belirlendigi bu ¢aligmalarda, dental plak
miktarinin ¢ilirtik riskini artirdigi ve risk faktorii olarak ele alinmasi gerektigi
bildirilmistir (14, 16, 17, 18, 107, 108). Ayrica ¢alismamizda diisiik ve yiiksek c¢iiriik
risk grubundaki erigkin bireylerin dis fircalama siklig1 agisindan agiz hijyen
aligkanliklar1 incelendiginde, dis firgalama sikligi ciiriik riski ile iligkili olarak
bulunmus (p<0.001,Tablo 12) ve bu sonucun literatiirdeki agiz hijyen aliskanliklari
kotii olan eriskinlerde ¢iirtik riskinin daha fazla oldugunu gosteren c¢alismalarin
sonuclar ile uyumlu oldugu gériilmiistiir (37, 38, 109).

Ciiriik riski degerlendirmesinde beslenme aliskanliklari incelenirken, 6zellikle
ara Ogiinlerde ve gece gec saatlerde atistirilan gidalara odaklanilmasi gerektigi
vurgulanmistir (36). Literatliirde beslenme igeriginin analizinde siklikla anket ve
diyet analiz yontemleri kullanilmistir (5, 26, 36). Calismamizda beslenme aligkanligi
anket yontemi kullanilarak 6glin dist diyet sikliginin analiz edilmesi ile
degerlendirilmis ve sonug olarak, 6glin disi beslenme sikliginin yiiksek ¢liriik risk
grubundaki erigkin bireylerde anlamli olarak daha fazla oldugu bulunmustur
(p=0.002, Tablo 12). Bu sonug karyogram ve regresyon analizi kullanilarak, diyette
fazla seker tliketiminin eriskinlerde ¢iiriik riskini artirdig1 ve risk faktorii olarak ele
alimmasi gerektigini bildiren ¢aligmalarin sonuglart ile uyumludur (14, 17, 38, 110).
Bunun yaninda, beslenme aligkanliklarinin ¢iiriik riskini artirip artirmadigini veya
cliriik riskini aciklayan modele dahil edilip edilmeyecegini arastiran ¢alismalarda, bu

faktorii degerlendirmenin sadece hastanin beyanit dogrultusunda gerceklesmesi
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dolayisiyla beslenme alisgkanliklariin ¢iirtik riskinde etkili bulunmadigi da
literatiirde bildirilen sonuglar arasindadir (18, 27, 107, 111). Ayrica karbonhidrati
metabolize ederek laktik asit iireten laktobasillerin bireyin seker tiiketimi fazla
oldugunda agi1z i¢indeki sayilariin arttig1 bilinmektedir (7). Nitekim Brathall ve ark.
bireyin karbonhidrat agirlikli beslenip beslenmediginin belirlenmesinde tiikiiriikte
laktobasil sayim testinin kullanilmasimi 6nermislerdir (84). Calismamizda yiiksek
cliriik risk grubunda yer alan erigkinlerde tiikiiriikteki laktobasil sayisinin anlamli
diizeyde daha yiiksek olmasi 6giin dis1 diyet sikligi ile ilgili bulunan sonucu
desteklemistir (p<0.001, Tablo 12).

Ciirtik riski arastirmalarinda, uyarimli veya uyarimsiz tikiiriik akis hizi ve
tikiirik  tamponlama  kapasitesi  Ol¢limii  ile  tlikiirtige ait  Ozellikler
degerlendirilmektedir. Yemek yedikten hemen sonra tiikiiriik akis hizi, tikiiriik
tamponlama kapasitesi ve tiikiiriik pH’nin en yiiksek seviyeye ulastigi ve bdylece
uyarilan tiikliriiglin remineralizasyona katki sagladigi bildirilmistir (112). Bu nedenle
calismamizda uyarilmis tlikiiriikk akis hizi hesaplanmistir. Sabah saatlerinde diisiik
seviyede olan tiikiirik akis hizinin 6gle saatlerine dogru giderek arttiginin
belirtilmesi dolayisiyla ¢alismamizda tiikiiriik akis hizi saat 10:00-12:00 saatleri
arasinda Ol¢tlmiistiir (113). Ciirtik riskinin degerlendirildigi arastirmalarda, kolay ve
hizli olmas1 sebebiyle kolorimetrik kit seklindeki iirlinler ile tiikiiriik tamponlama
kapasitesi Olgiilebilmektedir (14, 93, 106). Calismamizda da, kullaniminin kolay
olmasi sebebiyle CRT buffer kiti (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein)
kullanilmistir. Arastirmamizda elde edilen bulgulara gore diisiik ve yliksek ¢iiriik risk
grubunda uyarilmis tiikiiriik akis hizinin diisiik oldugu birey sayisi agisindan belirgin
bir farkin olmamasi nedeniyle tiikiiriik akis hizi ile ¢iiriikk risk gruplar1 arasinda
anlamli bir iligskiye rastlanamistir (p=0.076, Tablo 12 ve 13). Bu sonug, tiikiiriik akis
hizinin eriskinlerde ciiriik riskini etkilemedigini veya ciiriik risk modelinde yer
almadigin1 gosteren calismalarin sonuglarina benzerlik gostermektedir (17, 81, 107,
111). Tikirik akis hizinin sistemik hastaliklar ve kullanilan ilaglara bagl olarak
azaldigr gbéz Oniine alindiginda, aragtirmamizdaki tim bireylerin genel saglik
durumunun 1yi olmasi ve diizenli kullandiklar1 ilaglarin bulunmamasi nedeniyle,
tilkiiriik akis hizinin ¢iiriik riskinin diisiik ve yiiksek olmasinda fark olusturmadigini

diisiindiirmiistiir. Bu sonucun aksine literatiirde tiikiiriik akis hizinin diigiik olmasinin
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ciirik aktivitesini artirarak eriskinlerde ¢iiriik risk faktorii olarak ele alinmasi
gerektigini veya ciiriik risk modeline dahil edilmesi gerektigini belirten ¢alismalar da
mevcuttur (14, 110, 114, 115). Calismamizda ayrica tiikiiriik tamponlama kapasitesi
acisindan diisiik ve yiiksek ¢iiriik risk grubundaki bireyler karsilagtirilmisg, yiiksek
clirtik risk grubundaki eriskinlerde, diisiik risk grubundaki erigkin bireylere gore daha
diisiik tamponlama kapasitesi degerlerine rastlanmistir (p<<0.001, Tablo 12). Bazi
arastirmacilar, tiikiiriikk tamponlama kapasitesinin diisiik olmasinin agiz icerisindeki
karyojenik bakterilerin {iremesine izin veren asidik ortamin uzun silire devam
etmesine yol acarak eriskin bireylerde ¢iirliik riskinin artmasina neden oldugunu
belirtmislerdir (18, 108, 116). Bulgularimiz arastiricilarin bulgulari ile uyumludur.
Buna ragmen tamponlama kapasitesinin diisiik olmasinin ¢iiriik riskini arttiran bir
faktor olmadigini saptayan arastirmalar da bulunmaktadir (14, 107, 111).

Mutans streptokok ve laktobasil sayisinin belirlenmesi igin tiikiiriikten ve
dental plaktan alinan 6rnekler kullanilmaktadir (7). Dental plaktan aliman 6rnekler
sadece o bolgedeki karyojenik bakteri diizeyini yansitirken, tiikiiriikten alinan
ornekler tiim agi1z dokularindaki mikroorganizma diizeyi hakkinda bilgi vermektedir
(7). Bu nedenle ¢alismamizda tiikiiriikkten alinan 6rnekler kullanilarak Dentocult SM
dental kiti (Orion Diagnostica, Espoo, Finlandiya) ile mutans streptokok diizeyi ve
Dentocult LB dental kiti (Orion Diagnostica, Espoo, Finlandiya) kullanilarak
laktobasil diizeyi belirlenmistir. Arastirmamizda elde edilen bulgulara gore, yiiksek
clirik risk grubundaki eriskin bireylerin tiikiiriikteki mutans streptokok ve laktobasil
sayis1 dustk ciriik risk grubundaki erigkin bireylere gore anlamli diizeyde daha
yiiksekti (p<0.001, Tablo 12). Bu sonug, bireylerin ¢iiriik risk diizeyini saptamaya
yonelik olarak yapilan ve tiikiiriikte mutans streptokok ve laktobasil sayisinin yiiksek
olmasmin ¢iiriik riskini artirdigin1 saptayan calismalarin sonuglar1 ile paralellik
gostermektedir (13, 27, 108). Bazi arastiricilar mutans streptokok sayisinin
eriskinlerde ciiriik risk faktorii olarak ele alinmasi gerektigini bildirmekle birlikte,
laktobasil sayim testlerinin hassasiyetlerinin daha diisiik oldugunu ve bunun
laktobasillerin ¢liriik riskinde etkili bir karyojenik bakteri olarak saptanamamasina
yol agtigini belirtmiglerdir (18, 81, 107). Bunun yaninda ileri yas eriskinlerde ¢iiriik
riskini degerlendiren bazi arastiricilar ise, laktobasillerin kok ciirtiklerinde mutans

streptokoklara gore daha ¢ok bulundugunu ve dolayisiyla bu bireylerde tiikiiriikteki
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laktobasil sayisinin ¢iiriik riskinde degerlendirilmesi gereken bir faktér oldugunu
belirtmislerdir (17, 111, 116). Dolayisiyla ¢iiriik riskinin degerlendirildigi
arastirmalarda incelenecek olan karyojenik bakterilerin belirlenmesinde, ¢alismaya
dahil edilen bireylerin yas grubunun dikkate alinmasi ve buna gore ¢iiriikk aktivite

testlerinin se¢ilmesi 6nemlidir denilebilir.

5.4. Gen Polimorfizmlerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Gegmiste genetik faktorlerin dis c¢liriiglinlin  etiyolojisi iizerine etkisi
onemsenmemis olsa da zamanla tek ve cift yumurta ikizlerini kapsayan genis
popiilasyon caligmalarinin gerceklesmesi ve genetik haritalama c¢alismasi ile dis
cliriiklerinin genetik temelleri arastirilmistir (9). Ciiriikle iliskili genomik bolgelerin
tespiti i¢in yapilan insan genom projesi sonucu ¢liriik yatkinligiin diisiik olmasiyla
ilgili 5q13.3, 14q11.2, ve Xq27.1 lokuslari, ¢iirik yatkinliginin yiiksek olmasiyla
ilgili 13q31.1 ve 14q24.3 lokuslari tespit edilmistir. S6z konusu genlerin tiikiiriik akis
hiz1, beslenme tercihi ve bagisiklik sistemi ile ilgili olabilecegi belirtilmistir (9, 22).
Bu yonde giiniimiize kadar mineralizasyon, tiikiiriik proteinleri, bagisiklik sistemi ve
tat alma ile ilgili gen polimorfizmleri ve ¢iiriik arasindaki iligki arastirilmis ve ¢iiriik
riski ile iligkili gen polimorfizmleri tanimlanmistir (9, 21). Yapilan literatiir
taramasinda "caries risk" ve "genetic" anahtar kelimeleri kullanilarak PubMed veri
tabaninda Ocak 1992-Temmuz 2014 yillar1 arasinda AMELX, CA6, DEFBI ve
TAS2R38 gen polimorfizmlerine ait ulasilan arastirma makaleleri Tablo 30’da
gosterilmistir. Farkli gen polimorfizmleri ile dis ¢iiriigii arasinda iliski kuran bu
calismalara ek olarak sonuglarin bagka arastirmalarla tekrarlanmasi gerektigi de
belirtilmistir (9). Yine gilinlimiizde dis ciiriiklerine yatkinlik olusturan veya dis
cliriiklerinden korunmay1 saglayan molekiiler markorlerin tam olarak belirlenemedigi

ifade edilmistir (47).
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Tablo 30. Literatiirde AMELX, CA6, DEFBI ve TAS2R38 gen polimorfizmlerini
cliriik riski ile iligkisini degerlendiren arastirmalar

Calisma Calisma popiilasyonu Gen-Lokasyon Sonuc¢
AMELX
Gasse B ve ark. Fransa AMELX (rs184371797) X
J Dent Res 2013 18-30 yas AMELX (rs946252) X
92(5): 418-24 DMFT=0, (n=146) AMELX (1rs200163085) X
2-17 yas AMELX (1s2106416) X
DMFT, dmft >4, (n=212) AMELX (rs138249749) X
AMELX (rs7052450) X
AMELX (g.5432C> A) X
Olswski T ve ark. Polonya AMELX (+522,rs6639060) X
Oral Diseases 2012 5-13 yas AMELX (+287, 1s2106416) X
18(4): 389-95 DMFT, dmft <3, (n=84) MBL?2 (C-290G, 1s7096206) \
DMFT, dmft >3, (n=95) MASP2 (A359G, s 72550870) X
ENAM (+2452, 1s3796703) X
Kang SW ve ark. Kore AMELX (rs17878486) X
Oral Diseases 2011 12 yas AMELX (rs5933871) \
17(4): 399406 DMFT, DMFS=<2, (n=61) AMELX (1rs5934997) \
DMFT, DMFS>3, (n=179)
Ouryouji K ve ark. Japonya AMELX (+522, rs6639060) X
Pediatr Dent J 2008 3-6 yas AMELX (+287, 1s2106416) X
18(2): 79-85 dmft =0, (n=67) ENAM (+2452, 1s3796703) X
dmft>10, (n=80)
Patir A ve ark. Tiirkiye AMELX (rs17878486) \
Caries Res 2008 3-6 yas AMBN (1s34538475) \
42(5):394-400 dmfs=0, (n=82) TUFTI (rs3790506) \
dmfs>4, (n=91) TUFTI (rs2337360) X
ENAM (rs3790506) V
TFIPI11 (rs134136) X
Deeley K ve ark. Guatemala AMELX (hCV2190967) \
Caries Res 2008 14-60 yas AMBN (hCV496502) X
42(1): 8-13 DMFT<2, (n=44) ENAM (1s3796704) X
DMFT=>3, (n=66) TUFTI (rs2337360) X
TUFT 11 (rs134136) X
Slayton RL ve ark. ABD AMELX (SNP-1,SNP-3,SNP-4) X
J Dent Res 2005 3-5 yag AMBN (SNP-1) X
84(8):711-714 dmfs=0, (n=343) TUFTI (SNP-1, SNP-2) \
dmfs>4, (n=92) ENAM (SNP-1) X
TFIP11 (SNP-2, SNP-3) X
KLK4 (SNP-1) X

\: Incelenen gen polimorfizmi ile ¢lirtik riski arasinda iligkili var
X: Incelenen gen polimorfizmi ile ¢iiriik riski arasinda iliskili yok
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Tablo 30 (devamm). Literatirde AMELX, CA6, DEFBI ve TAS2R38 gen
polimorfizmlerini ¢liriik riski ile iliskisini degerlendiren arastirmalar

Calisma Calisma popiilasyonu Gen-Lokasyon Sonuc¢
CA6

Peres RC ve ark. Brezilya CA6 (1s2274327) X
Pharmacogenomics J  7-9 yas CA6 (1s2274328) X
2010; 10(2): 114-119 DMFT, dmft=0, (n=120) CAG6 (1s2274333) X

DMFT, dmft>0, (n=125)

DEFBI
Ozturk A ve ark. ABD DEFBI (G-20A, rs11362) \
J Dent Res 2010 17-84 yas DEFBI (C-44G, rs1800972) X
89(6): 631-36 yas<30 DEFBI (G-52A, 151799946 ) \
DMFT<14 (n = 34)
DMFT=14 (n = 152)
yas>30
DMFT<9, (n=61)
DMFT=>9, (n=49)
DMFS<yas, (n=157)
DMFS>yas (n=139)
TAS2R38
Wendell S ve ark. ABD TAS2R38 (A49P, rs713598) \
J Dent Res 2010 Ort. 3,4 yas (n=496) TAS2R38 (A262V, 1s1726866) \
89(11): 1198-1202 Ort. 9,8 yas (n=562) TAS2R38 (V296], rs10246939) \
Ort. 29,4 yag(n=1391) TASIR2 (SNP-1, rs4920566) \
DMEFT,dft=0 TASIR2 (SNP-2, rs9701796) \
DMFT,dft>0 GNAT3 (SNP-1, 1s2074674) X
GNAT3 (SNP-1, 1s6962693) X

v 1_ncelenen gen polimorfizmi ile ¢liriik riski arasinda iliskili var
X: Incelenen gen polimorfizmi ile ¢iiriik riski arasinda iliskili yok

Literatiirde yer alan gen polimorfizmi ve cliriik arasindaki iligkiyi arastiran
calismalarda sadece mineralizasyonla, sadece tiikiiriik proteinleriyle, sadece
bagisiklikla veya sadece tat alma ile iliskili olan genler secilerek bu genlere ait farkl
polimorfizmlerin incelendigi goriilmiistiir (54, 55, 57, 62). Ek olarak, ¢iiriik acisindan
gen polimorfizminin g¢evresel faktorlerle iliskisini arastiran 2005, 2008 ve 2012
yillarinda yapilmis ii¢ ¢caligmaya rastlanmistir (23, 24, 25). Bu nedenle ¢aligmamiz
erigskinlerde bugiine kadar ciiriikle iliskisi arastiritlan mineralizasyon, tiikiiriik
proteinleri, bagisiklik sistemi ve tat alma ile ilgili dort gen polimorfizmini ayn1 anda
degerlendirerek gen polimorfizmlerinin c¢evresel faktorlerle iliskisini inceleyen ilk
calisma olarak literatiirde yerini alacaktir.

Molekiiler tani yontemlerinin uygulamasinda gerekli ilk adim olan DNA

izolasyonu i¢in; doku, kan, idrar, tiikiirik gibi biyolojik numunelerin
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kullanilabilecegi ifade edilmektedir (117). Daha az invaziv olmasi agisindan
calismamizda DNA izolasyonu i¢in yanak i¢inden alinan siiriintii 6rneklerine ait
epitel dokusu kullanilmistir. Molekiiler yontemlerden biri olan RFLP (Kisitlayic
Enzim Kesimi Parca Uzunlugu Polimorfizmi, Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) analizi, ¢iiriikle iliskisi arastirilan gen polimorfizmlerinin tespiti i¢in
bircok c¢alismada kullanilmistir (66, 96, 118, 119). Calismamizda da kolay
uygulanabilmesi ve ucuz olmasi dolayisiyla ¢ok sayida 6rnegin incelenmesine imkan
verebilen RFLP analizi tercih edilmistir. Bu amagla ¢iiriik riski diistik ve ¢iiriik riski
yiiksek olan bireylerden elde edilen DNA oOrnekleri kullanilarak AMELX geni igin
(+522), CA6 geni igin (T55M), DEFBI geni i¢in (G-20A) ve TAS2R38 geni i¢in
(A49P) tek niikleotid polimorfizmleri (TNP) incelenerek diisiik ve yliksek c¢liriik risk
gruplar1 arasinda allel ve genotip dagilimi acgisindan farklilik olup olmadigi

degerlendirilmistir.

5.4.1. AMELX (+ 522) Gen Polimorfizmi

AMELX geni X kromozomunda p22.31-p22.1’de yer almakta ve minenin
gelisimi  sirasindaki  mineralizasyonda rol oynayan amelogenin proteinini
kodlamaktadir (50,54). Genom veri tabanlarindan biri olan Ensembl veri tabaninda
AMELX geni i¢in 76 TNP girisinin mevcut oldugu tespit edilmistir (95). Yapilan
calismalarda ciiriik riski ile iligskisi arastirilmis olmasi nedeniyle g¢alismamizda
AMELX genine ait secilen polimorfizm, Losin (Leu) aminoasitinde degisiklik
olusturmayan AMELX (+522, rs6639060) polimorfizmidir (95, Tablo 2).

Calismamizda yer alan 20-60 yas araligindaki ¢iiriik riski diisiik (DMFT<5)
ve c¢iiriik riski yliksek (DMFT>14) olan eriskin bireylerde ~AMELX (+522,
1s6639060) polimorfizmi ile ¢iiriikk arasinda iligki gozlenmemistir. Bu sonug¢ 2008
yilinda AMELX gen polmorfizmi ve cliriik arasinda iliski bulan iki c¢alismadan
farklilik gdstermektedir (50, 24). Calismalardan Deeley ve ark., 14-60 yas arasindaki
genc ve eriskinlerde AMELX gen polimorfizminin (hCV2190967), amelogenin
proteinini etkileyerek mine prizmalarinin diizensiz yerlesmesine neden oldugunu
dolayisiyla Guetemala toplumundaki bireylerin ¢iiriik yatkinligini yiikselttigini
bildirmistir (50). Calismamizdan farkli olarak eriskin bireylerde AMELX gen
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polimorfizmi ve ¢iirlik arasinda iligkinin bulunmasi, bu aragtirmanin Guetemala
toplumunda gergeklesmesine baglanabilir. Patir ve ark. ise Tiirk toplumundaki 3-6
yas arasindaki cocuklarda AMELX genindeki polimorfizmin (rs17878486), minenin
yapisini degistirerek asidik ortamda mineral kaybimi artirdigi ve karyojenik
bakterilerin dis ylizeyine tutunmasini kolaylastirdigini bildirmis ve bu polimorfizmin
clriige yatkinlig1 artirabilecegini saptamistir (24). Calismanin Tiirk toplumunda
gergeklestirilmis olmasina ragmen, AMELX gen polimorfizminin siit dislerindeki
clriik ile iligkilendirilmesi, eriskin bireylerin daimi dislerinde gerceklestirilmis olan
calismamizin sonuglarindan farklilik gostermesine neden olmus olabilir. Nitekim siit
ve daimi disler lizerinde farkli genlerin etkili olmasi veya ayni genin siit ve daimi
disler iizerinde farkli etkiler gdstermesi dolayisiyla bebek ve erigkinler iizerinde
genetik etkinin farkli olabilecegi bildirilmistir (21, 52).

Homojen ve heterojen Ozellik gosteren toplumlar iizerinde son yillarda
yapilmis olan DNA dizi analizi ¢alismalarinda AMELX gen polimorfizmi ile ¢iiriik
arasinda iliski bulunamamistir (22, 120, 121, Tablo 30). Bununla beraber ciiriik
yatkinligim1 artiran mineralizasyonda rol oynayan matriks metalloproteinazlari
kodlayan MMP20 gibi diger gen polimorfizm c¢alismalarnin da goéz ardi
edilmememesi gerektigi bildirilmistir (25, 120).

5.4.2. CA6 ( TS5M) Gen Polimorfizmi

CA6 geni 1.kromozomda p36.2°de yer almakta ve tiikiiriikte pH homeostaz
fonksiyonuna sahip enzim sinifi olan karbonik anhidraz enzimlerini kodlamaktadir
(57,62). Ensembl veri tabaninda CA6 geni i¢in 103 TNP girisinin mevcut oldugu
tespit edilmistir. Yapilan calismalarda ciiriikk riski ile iliskisi arastirilmis olmasi
nedeniyle calismamizda CA6 genine ait secilen polimorfizm, Treonin (Thr)
aminoasitini Metiyonin (Met) aminoasidine doniistiiren CA6 (T55M, 1s2274327)
polimorfizmidir (95, Tablo 2).

Calismamizda g¢iiriik riski diislik ve yiiksek olan erigkin bireyler arasinda C46
gen polimorfizmi acgisindan farklilik gozlenmemistir. Literatiirde CA6 gen
polimorfizmi ve dis ¢iirligii arasindaki iliskinin arastirildigi sadece bir calismaya

rastlanmis ve calismamiz bu arastirmanin sonucu ile benzerlik gostermistir. S0z
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konusu arastirmada Peres ve ark. Brezilyali 7-9 yasindaki ¢ocuklarda C46 genine ait
i¢ polimorfizm bolgesini (TS5M,rs2274327, rs2274328, rs2274333) incelemislerdir.
Incelenen polimorfizmler ile hig ciiriigii olmayan grup (DMFT, dmft=0) ve en az bir
clriigiic olan (DMFT, dmft>0) risk gruplar1 arasinda iliski bulunmamistir. Bunun
nedeni ¢alismada, ¢iiriik olusumu iizerine etkili olabilecek c¢evresel faktorler ile
genetik etkilesiminin degerlendirilmemesi veya cevresel faktorlerin miidahil
degisken olarak alinmamasi ile agiklanmistir. Ayni calismada CA6 genine ait (T55M,
1s2274327) polimorfizminin karbonik anhidaraz enziminin fonksiyonunda degisiklik
olusturmasi dolayisiyla bu polimorfizmin tiikiiriik tamponlama kapasitesinin diisiik
olmasi ile iliskili oldugu bildirilmistir (57).

Calismamizda da CA46 geni tikiiriik tamponlama kapasitesi acisindan
degerlendirilmis ve Peres ve ark.’nin ¢aligmasina benzer olarak T alelinin
tamponlama kapasitesi diisiik olan bireylerde anlamli diizeyde daha fazla gorildiigii
saptanmistir. Buna gore; CA6 genine ait (T55M, rs2274327) polimorfizminin ¢iiriik
riskinde direkt etkili olmadigi fakat karbonik anhidraz enziminin fonksiyonunu
etkileyebilecegi ve dolayisiyla tamponlama kapasitesinin diisiikk olmasinda rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

5.4.3. DEFBI (G-20A) Gen Polimorfizmi

DEFBI geni 8. kromozomda 8p23.1°de yer almakta ve diseti olugu sivist ve
tikiiriikten salgilanan beta defensin 1 proteinini kodlamaktadir (62). Ensembl veri
tabaninda DEFBI geni i¢in 35 TNP girisinin mevcut oldugu tespit edilmistir.
Yapilan c¢alismalarda ¢iirlik riski ile iligkisi arastirllmis olmasi nedeniyle
calismamizda DEFBI genine ait secilen polimorfizm, genin promotor bolgesinde
gergeklestigi icin aminoasit degisimi olusturmayan DEFBI (G-20A, rs11362)
polimorfizmidir (95, Tablo 2).

Calismamizda DEFBI genine ait rs11362 (G-20A) poimorfizminin ¢liriik ile
iligkili oldugu bulunmustur. Buna gore yiiksek ¢iiriik risk grubunda istatistiksel
olarak anlamli ¢ogunlukta AA homozigot polimorfik genotipteki bireyler yer alirken,
diisiik ctiriik risk grubunda anlamli olarak daha ¢ok GG homozigot normal genotipi

goriildii. Bu sonug literatiirde 2010 yilinda DEFBI gen polimorfizmi ve c¢iiriikk
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iliskisinin arastirildig1 yapilan tek calisma ile de benzerlik gostermistir. Oztiirk ve
ark.’nin yapmis olduklar1 bu c¢alismada Tiirk 17-84 yas araligindaki bireylerde
periodontitis varligi, yas, cinsiyet, irk ve sigara kullanimi miidahil degiskenleriyle
birlikte DEFBI genine ait (G-20A, rs11362 ), (G-52A, rs179946) ve (C-44G,
rs1800972) polimorfizm bolgeleri ile cliriik arasindaki iligski incelenmistir. DEFBI
(G-20A, rs11362) polimorfizmi ¢iiriik riskinin yiiksek olmasiyla, (G-52A, rs179946)
polimorfizmi ise ¢lirlik riskinin diisiik olmasiyla iligkilendirilmistir. Cesitli
aragtirmalarda DEFBI gen polimorfizmleri ayn1 zamanda periodontitis agisindan da
incelenmis sonucta periodontal hastalik ve DEFBI gen polimorfizmleri arasinda
anlaml iliski saptanmamustir (62, 122). Arastiricilar beta defensin 1 proteininin agiz
icindeki diger beta defensinlere gore daha az antimikrobiyal etki gdstermesine
ragmen bu proteinin g¢iiriikte rol oynayan mutans streptokok, laktobasil ve
aktinomiges tiirleri tizerinde etkili oldugunu bildirmistir (62). Bu bulgular 1s18inda,
DEFBI genine ait (G-20A) polimorfizmi, beta defensin proteinini olumsuz
etkileyerek karyojenik bakterilere karsi zayif antimikrobiyal 6zellik gdstermesine
neden olabilir. Dolayisiyla (G-20A) polimorfizmi eriskinlerde ¢iiriik riskinin yiiksek

olmasina sebebiyet verebilir.

5.4.4. TAS2R38 (A49P) Gen Polimorfizmi

TAS2R38 geni 7. kromozomda 7q34°de yer almakta ve ac1 tadini algilayan tat
reseptorlerinden ‘tip 2, 38. iiye’ proteinini kodlamaktadir (68). Ensembl veri
tabaninda TAS2R38 geni i¢in 106 TNP girisinin mevcut oldugu tespit edilmistir.
Yapilan c¢alismalarda ¢iirlik riski ile iligkisi arastirllmis olmasi nedeniyle
calismamizda TAS2R38 genine ait se¢ilen polimorfizm, Alanin (Ala) aminoasitini
Prolin (Pro) aminoasidine doniistiiren 7AS2R38 (A49P, rs713598) polimorfizmidir
(95, Tablo 2).

TAS2R38 genindeki degisikliklerin bireyleri fenotipik olarak ‘siiper tadicilar’,
‘orta seviyedeki tadicilar’ ve ‘tat almayanlar’ olarak {i¢ gruba ayirdig: bildirilmistir
(68). Siiper tadict bir bireyin, tat almayan bireye gore dilin 6n bolgesinde daha ¢ok
tat tomurcuguna sahip oldugu, aci ve seker gibi tatlar1 daha fazla algiladigi

bildirilmistir (68, 69).Yapilan bir calismada siiper tadici 6-12 yas araligindaki
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cocuklarin daha az sekerli yiyecek sevdigi ve gegmis ¢lirilk deneyiminin tat almayan
bireylere gore anlamli derecede daha diisiik oldugu saptanmustir (69). TAS2R38 gen
polimorfizmi ile ¢iiriik arasindaki iliski literatirde tek bir ¢alismada
degerlendirilmistir. Bu calismada Wendell ve ark. TAS2R38 genine ait A49P
polimorfizminde GG homozigot polimorfik genotipindeki bireylerin fenotipini ‘super
tadic1’ olarak belirtmistir (68). Dolayisiyla G aleline sahip olan siit dislenme
donemindeki cocuklarin daha az seker tiikettigi ve buna bagli olarak A49P
polimorfizminin  ¢iirlikten korunmada oOnemli oldugu bildirilmistir (68).
Calisgmamizda da TAS2R38 geni ile 20-60 yas araligindaki eriskin bireylerin yer
aldig1 cliriik risk gruplar1 arasinda Wendell ve ark.’nin calisma bulgulari ile benzer
sonuglar elde edilmistir (Tablo 27). TAS2R38 geni CC homozigot normal olanlarin
%78.9’u, CG heterezigot olanlarin %48.2” si yliksek ciiriik riskli grupta yer almis ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 27).

TAS2R38 genindeki degisikliklerin bireylerin seker tiiketimini etkilemesinden
yola ¢ikarak calismamizda ayrica TAS2R38 geni ile tiikiiriikteki laktobasil sayisi
arasindaki iliski de degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, GG homozigot polimorfik
genotipinde bireylerin %84.8’inin laktobasil sayis1 sinifi 0 olarak bulunmus bu
bireylerin daha az seker tiikettigi saptanmistir. TAS2R38 genine ait A49P
polimorfizmi ile seker tiiketimi arasindaki iliskinin 20-29 yaslar1 arasindaki
eriskinlerde arastirildigi baska bir calismada, CC homozigot normal genotipteki
bireylerin ‘tat almayanlar’ grubunda olmasi dolayisiyla GG polimorfik genotipteki
bireylere gore aci tadin1 daha az algiladiklar1 bulunmustur (123). Sonug olarak
TAS2R38 genine ait A49P polimorfizminin ¢iiriik riskiyle iligkili olabilecegi ve GG
genotipine sahip olan erigkinlerin siiper tadici olarak daha az seker tiiketmesi

dolayistyla ¢iiriik yatkinligiin diigiik olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.5. Gen-Cevre Etkilesimine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Literatiirde dogrusal ve lojistik regresyon analizleri kullanilarak erigkinler
icin gelistirilen ¢liriik risk modellerinin ¢ogunlukla sadece gevresel risk faktorlerini
icerdigi ve farkli ¢evresel faktorlerin birarada degerlendirildigi bu c¢alismalarda,

gelistirilen risk modellerinin agiklayicilik degerlerinin %16.6 ile %77 oraninda
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degistigi gorilmiistiir (14, 38, 108, 111, 124). Literatiirde genetik faktorleri ele alarak
ciriik risk modeli gelistiren bir c¢alismaya rastlanmamasinin yaninda, gen
polimorfizmlerinin ¢evresel faktorlerle birlikte ¢iiriik olusumuna etkisini, regresyon
analizi kullanarak risk modelleri ile inceleyen sadece li¢ arastirmaya rastlanmigtir
(23, 24, 25). Bu calismalardan birincisi Slayton ve ark.’nin 2005 yilinda gen-gevre
etkilesimini Amerikali 3-5 yasindaki ¢ocuklarda degerlendirdigi ¢alismadir. Irk ve
yasin miidahil degisken olarak alindig1 c¢alismada, ¢iirlik riski acisindan
mineralizasyonda rol oynayan AMELX, AMBN, ENAM, KLK 4, TFIP 11 ve TUFTI
gen polimorfizmleri ile tiikiiriikte mutans streptokok ve laktobasil sayimindan olusan
cevresel faktorlerin etkilesimi incelenmistir. TUFTI genine ait polimorfizm ve
mutans streptokok saymmini iceren ¢iiriik risk modeli dogrulugunun %26.8 olarak
tespit edildigi calismada, mineralizasyonda rol oynayan TUFT1 gen polimorfizminin,
olgunlagsma safhasinda minenin yapisinda degisiklige neden oldugu fakat ciiriigiin
olusmast i¢in tiikiirlikte mutans streptokok sayisinin da yiiksek olmasi gerektigi
bildirilmistir (23).

Slayton ve ark.’nin c¢aligmasina benzer yas araligindaki (3-6 yas) Tiirk
cocuklarinda yapilan baska bir calismada da Patir ve ark., mineralizasyonda rol
oynayan AMBN, AMELX, ENAM, TFIP 11 ve TUFTI gen polimorfizmleri ile mutans
streptokok sayisi, cinsiyet, yas ve ¢iiriik lokalizasyonunu igeren ¢evresel faktorlerin
etkilesimini adimsal ilerlemeli regresyon analizi kullanarak incelemistir. Gegmis
cliriik deneyimini en iyi agiklayan modelin, %40.2 dogruluk orani ile hem anterior ve
hem posterior dislerinde ¢iiriik lezyonu bulunan kiz ¢ocuklarindaki TUFTI
(rs3790506) ve AMELX (rs17878486) genlerine ait polimorfizm varligi oldugu
saptanmistir (24). Bu calismada Slayton ve ark.’nin yaptig1 arastirmadan farkli
olarak, TUFTI gen polimorfizminin mutans streptokok varligindan bagimsiz olarak
curiik riskinde etkili oldugu bulunmus ve bunun nedeni ise genetik ag¢idan Tirk ve
Amerikan niifusunun farkli olmasina baglanmistir (24).

Gen-gevre etkilesimini 5-14 yasindaki Amerikali ¢ocuklarda degerlendiren
2012 yilinda yapilmis diger ¢aligmada ise mine formasyonunda rol oynayan matriks
metalloproteinaz proteinini kodlayan MMP20 (rs1784418) polimorfizmi ile ¢evresel
faktorler olarak 1k ve 0giin dis1 sekerli atistirma sikliginin etkilesimi lojistik

regresyon analizi ile incelenmistir ve gelistirilen modelin yiiksek oranda g¢iiriik riskini
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acikladigi saptanmistir. Bu modele gore, prizmalarin diizensiz yerlesmesine ve
minenin  mikroyapisinda  degisiklige neden olan MMP20 (rs1784418)
polimorfizminin saptandigi siyah irka mensup ve ayrica 6glin aralarinda sekerli
yiyecek tiiketen ¢ocuklarda ¢iiriikk meydana gelme riski %74.61 oraninda artmaktadir
(25).

Calismamizda ise ciiriik riski ile iliskili olarak; cevresel faktorler ayr1 olarak
degerlendirilmis, gen polimorfizmlerinin etkisi incelenmis ve bunlarin yaninda
adimsal ilerlemeli ¢oklu dogrusal regresyon analizi kullanilarak gen polimorfizmleri
ve ¢evresel faktorler birlikte degerlendirilmistir. Cevresel faktorlerden plak miktari,
tiikklirik akis hizi, tiikiirik tamponlama kapasitesi, mutans streptokok sayisi,
laktobasil sayisi, 6glin dis1 diyet sikligi, dis fircalama sikligi ve yas, genetik
faktorlerden AMELX, CA6, DEFBI ve TAS2R38 genlerine ait polimorfizmlerin
yiiksek ciiriikk deneyimi iizerine etkileri incelenmis, toplam yedi adimda tamamlanan
cuiriik risk modeli olusturulmustur. Sonug olarak; plak miktari, tiikiiriik tamponlama
kapasitesi, laktobasil sayisi, yas, DEFB1 (G-20A, rs11362) gen polimorfizminde AA
genotipi, TAS2R38 (A49P, rs713598) polimorfizminde CC genotipi ve CA6 (T55M,
1s2274327) polimorfizminde TT genotipi c¢liriik riskiyle iligkili bulunarak bu
faktorleri iceren modelin aciklayiciligr %87.8 olarak saptanmistir. Elde edilen bu
modelin, literatlirde yer alan diger ¢alismalar g6z oniine alindiginda ciiriik riskini en
yiiksek oranda agiklayan model oldugu goriilmiistiir.

Saptadigimiz bu modelde yedi adimda tamamlanan regresyon analizinin ilk
sirasinda dental plak miktarinin yer aldigi, baska bir deyisle ¢iiriik deneyimini en
yiiksek oranda agiklayan faktoriin dental plak miktar1 oldugu belirlenmistir. Plak
miktar1 agisindan ciiriik risk gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada, yiiksek risk
grubundaki plak miktarinin istatsitiksel olarak daha fazla oldugunun saptanmasi
regresyon analizi sonucunu destekler niteliktedir. Yine yapilan ikili karsilastirmada
diisiik risk grubuna gore yiiksek risk grubunda erigkin ve orta yas erigkin bireylerin
daha fazla oldugu belirlenmis ve ayrica c¢liriik deneyiminin yiiksek olmasinda etkili
oldugu regresyon analizi ile de saptanan yas faktorii ¢iiriik risk modelinde yer
almistir. Bu sonug ilerleyen yasla birlikte cliriik prevelansinin arttigini bildiren
caligmalar ile uyumludur (26, 29, 36, 125). Genotip ve alel dagilimi agisindan risk

gruplar arasinda yapilan karsilastirmada iki grup arasinda fark oldugu belirlenen
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polimorfizmler, adimsal ilerlemeli regresyon analizi sonucuna gore sirasiyla ikinci
ve besinci adimda modele dahil olan DEFBI (G-20A) ve TAS2R38 (A49P) gen
polimorfizmleri idi.

Calismamizda ayrica bireylerin seker tiiketimini etkileyen 7TAS2R38
genindeki degisikliklerin tiikiirlikteki laktobasil sayis1 ile de iliski oldugu
gosterilmistir (Tablo 28). Tikiiriikteki laktobasil sayisinin regresyon analizi
sonucunda elde edilen modele ii¢lincii adimda dahil oldugu goriilmektedir. Bu sonug
laktobasil sayisinin model diginda kaldigi Slayton ve ark.’nin yaptigi arastirmanin
sonuglarindan farklilik gostermektedir. Bunun nedeni yukarida belirtildigi gibi
TAS2R38 genindeki ciirige yatkinlik olusturan C alelini tasiyan bireylerdeki
laktobasil sayisinin daha fazla olmasina baglanabilir.

Ikili test istatistigi kullanilarak diisiik ve yiiksek ciiriik risk gruplar1 CA6
(T55M) gen polimorfizminin genotip ve alel dagilimi agisindan incelendiginde
gruplar arasinda fark gozlenmemis, fakat bu polimorfizmin regresyon analizi ile elde
edilen ¢iirik risk modelinde yer aldigi goriilmiistir. Bu sonug, CA6 (T55M)
polimorfizminde polimorfik T alelini tasiyan bireylerde istatistiksel olarak daha
diisiik oldugu belirlenen tiikiiriikk tamponlama kapasitesi gdz oniine alindiginda, C46
(T55M) gen polimorfizminin, tiikiirik tamponlama kapasitesi ile birlikte artmis
cliriik deneyimini agiklayan bir faktor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Elde edilen modelde yer almayan tek gen polimorfizminin AMELX (+522)
polimorfizmi oldugu gorilmiistiir. Patir ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada,
AMELX gen polimorfizmi agisindan c¢liriiklii ve ¢liriiksiiz risk gruplar1 karsilastirmis,
gen polimorfizminin ¢iiriiklii risk grubundaki ¢ocuklarda dmft skorunun artigina
neden oldugu saptanmustir. Bu ¢alismada ayn1 zamanda regresyon analizi de yapilmis
ve yiiksek ¢iiriik deneyimini agiklayan modelde ¢evresel faktorlerle birlikte AMELX
(rs17878486) genine ait polimorfizmin de yer aldig1 saptanmistir (24). Bu bulgunun
aksine Slayton ve ark.’min  yaptiklar1 calismada, AMELX (TNP 1-3-5) gen
polimorfizmi acisindan ¢iiriik risk gruplart (dmfs=0, dmfs>4) arasinda fark
bulunmamis ve bu polimorfizmin gen-gevre etkilesimini agiklayan modelde yer
almadig1 belirtilmistir (23, Tablo 30). Buna ek olarak, AMELX (+522) gen
polimorfizmi acisindan diisiik ve yiiksek ¢iiriik risk gruplart arasinda ikili

karsilagtirmanin yapildigi calismamizda da gruplar arasinda fark olmadig1 saptanmis
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ve bu bulgu literatiirde mevcut ayni gen polimorfizm bdlgesini arastiran iki
calismanin sonuglar1 ile benzerlik gdstermistir (96, 119). Calismamizda ayrica bu
polimorfizmin regresyon analizi sonucunda yiiksek ¢iiriik deneyimini agiklayan
modele dahil olmamasi, ileride yapilacak olan calismalarda, tartigmanin 5.4.1
boliimiinde agiklandigi iizere, mineralizasyonda rol oynayan diger gen
polimorfizmlerinin ¢iiriik risk faktorii olarak degerlendirilmesi gerektigini
diistindiirmiistiir .

Calismamizda agiz hijyen durumu; dental plak miktarinin kantitatif olarak
Olgiilmesi ve dis fircalama sikliginin hastalarin verdigi cevaplar dogrultusunda
belirlenmesi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, yiiksek ciiriik risk grubunda daha
diisiik olarak belirlenmesine ragmen, dis fircalama sikligmin ¢iiriik risk faktori
olarak degerlendirilmemesi, agiz hijyeni ile iliskili diger faktor olan dental plagin
yiiksek ¢iiriik deneyimini agiklayan modelde ilk sirada yer almasina baglanabilir.

Yapilan anket degerlendirmesine gore 6giin dist diyet siklig1 yiiksek olan
bireylerde, bu ara 6giinlerin genellikle sekerli yiyeceklerden olustugu belirlenmistir.
Karbonhidrat agirlikli beslenildiginde agiz igindeki laktobasil sayisinin yiikselmesi
dolayistyla, bireyin seker tiiketiminin belirlenmesinde tiikiiriikte laktobasil sayim
testinin kullanilabilecegi onerilmistir (84). Bu calismada, yiiksek ¢iiriik risk grubunda
daha yiiksek olarak belirlenmesine ragmen, 6giin dis1 diyet sikliginin ¢iiriikk risk
faktorii olarak degerlendirilmemesi, tiikiiriikte laktobasil sayimi faktoriiniin yiiksek

clirtik deneyimini agiklayan modelde yer almasina baglanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

(Calismamiz bugiine kadar yapilan gen polimorfizmleri ve ¢evresel faktorlerin
cliriik riski tizerindeki etkilerinin birlikte arastirildigi ¢alismalardan bazi yonleriyle
faklilik gostermistir. Literatiirde mineralizasyon, tiikiiriik proteini, ag1z i¢i bagisiklik
sistemi, tat alma/diyet tercihi olmak iizere cliriik ile iliskilendirilmis dort farkl
kategorideki gen polimorfizmlerinin herbirinden birer adet secilmis (sirasiyla
AMELX, CA6, DEFBI1 ve TAS2R38) ve bu polimorfizmlerin ¢iiriik riski tizerindeki
etkisi bir arada degerlendirilmistir. Ayrica hem bu gen polimorfizmlerine hem de
cevresel faktorlere ait toplam 12 adet ¢iirlik risk faktorii kullanilarak yapilan
degerlendirme sonucunda bir ‘giiriik risk modeli’ gelistirilmis ve erigkin bireylerdeki

yiiksek gecmis clirlik deneyimi gen-cevre etkilesimi ile agiklanmaya calisilmigtir.

Buna gore arastirmamizdan elde edilen sonuglar asagidaki gibi siralanabilir:

- Tiikiiriik akis hiz1 disinda gevresel risk faktorii olarak degerlendirilen plak miktari,
dis fircalama siklig1, 6giin dis1 diyet sikligi, tiikiiriik tamponlama kapasitesi, tiikiiriikk
mutans streptokoklar1 sayisi, tlkiiriik laktobasil sayist calisilan bu hasta
populasyonunda ciiriik riskinin artmas ile iligkilidir. Bununla birlikte sadece plak
miktarinin, tliklirik tamponlama kapasitesinin ve tiikiiriik laktobasil sayisinin,
yiiksek gecmis c¢iiriik deneyimini gen-gevre etkilesimi ile agiklayan g¢iiriik risk

modelinde yer almasi yeterli olabilir.

- AMELX (+522, rs6639060) gen polimorfizminin ¢iirlik riskinin artmasi ile iligkili
bulunmamasi ve ayn1 zamanda yiiksek ge¢mis ¢iiriik deneyimini agiklayan ¢iiriik risk
modelinde yer almamasi, AMELX gen polimorfizminin c¢liriik etiyolojisinde rol

oynamadig1 anlamina gelebilir.
- CA6 (T55M, 1s2274327) gen polimorfizminin tek basina ¢iirikk riskini

artirmayabilecegi fakat polimorfik T alelini tasiyan erigkin bireylerde tiikiiriik

tamponlama kapasitesinin daha disiik olarak saptanmasi dolayisiyla, C46 gen
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polimorfizminin ancak tamponlama kapasitesiyle birlikte ele alindiginda g¢iiriik risk

modelinde yer alabilecegi sdylenebilir.

- DEFBI (G-20A, rs11362) gen polimorfizmi varliginda AA homozigot polimorfik
genotipindeki erigkin bireylerde ¢iiriik riskinin yiiksek olabilecegi ve bu nedenle
DEFBI gen polimorfizminin yiliksek ge¢mis ¢iirlik deneyimini agiklayan ¢iirtik risk

modeline dahil edilmesi gerektigi sdylenebilir.

- TAS2R38 (A49P, rs713598) gen polimorfizmi varliginda CC homozigot normal
genotipini tasiyan eriskin bireylerde ciiriik riskinin arttigi soylenebilir. Ayrica bu
polimorfizmin gdzlendigi eriskinlerin ‘tat alamayan’ fenotip sergilemesi, daha ¢ok
karbonhidratli besin tiiketilmesine ve dolayisiyla tiikiiriikteki laktobasil sayisinin
artmasina yol acabilir. Bu nedenle; yiiksek ge¢mis ¢iirilk deneyimini agiklayan bir
cuiriik risk modelinde yer alacak faktorler arasinda 7AS2R38 gen polimorfizminin ve

tilkiiriikteki laktobasil sayisinin birlikte bulunmasi gerektigi soylenebilir.

- Erigkinlerde ge¢mis ¢iirlik deneyimini %87.8 oraninda aciklayabilen bir ‘giiriik risk
modeli’ elde etmek i¢in modele dahil edilmesi gereken ciiriik risk faktorlerinin; plak
miktari, tiikiiriik tamponlama kapasitesi, tiikiiriik laktobasil sayisi, yas, CA6 (T55M,
rs2274327) gen polimorfizmi, DEFBI (G-20A, rs11362) gen polimorfizmi ve
TAS2R38 (A49P, rs713598) gen polimorfizmi oldugu sdylenebilir.

Calismamizin sonuglar ile dogru orantili olarak asagida bahsedilen Oneriler
bu konu ile yapilacak olan ¢alismalara yon verebilir. Ciiriik riskini yiiksek oranda
aciklayabilen bir risk modeli gelistirmek i¢in bireyin egitim seviyesi, sosyoekonomik
durumu, meslegi, dis hekimine gitme siklig1 gibi sosyal ve davranigsal faktorler de
ciiriik risk faktorlerinin degerlendirildigi calismalara dahil edilebilir. Ileride
yapilacak olan aragtirmalarda AMELX genine ait c¢aligmamizda incelenen
polimorfizm bolgesi yerine diger tek niikleotid degisikliklerinin veya
mineralizasyonda rol oynayan farkli genlerin degerlendirilmesi, gelistirilecek olan
cliriik risk modelinin acgiklayiciliginin artmasina neden olacaktir. Calismamizda

arastirilan genlerden farkli olarak, ciirlik riskinde etkili olabilecegi belirlenmis olan
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mineralizasyonla iliskili MMP20, tiikiiriik proteinleriyle iliskili PRHI ve PRH?,
bagisiklik sistemi ile iliskili MHC ve tat alma ile iliskili TASIR2 gibi diger genlere
ait tek niikleotid polimorfizmleri incelenebilir. Buna ek olarak, otomatik DNA dizi
analizleri kullanilarak yapilacak olan gen analizi sonucu dis ciiriigii ile iligkili yeni
tek niikleotid polimorfizmleri saptanabilir.

Son olarak, g¢evresel ve genetik tiim risk faktorlerinin dogru olarak tespit
edilmesi sonucu populasyondaki ¢iiriige yatkinlig1 olan bireylerin tam, dogru, kolay
ve hizli bir sekilde saptanmasi miimkiin olacaktir. Dis ¢liriigli etiyolojisinde genetigin
roliiniin daha fazla aydinlatilmasi, ileride molekiiler ag1 ve hatta gen terapisi gibi

koruyucu ve terapotik amagl yeni yontemlerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
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7. OZET

AMELX, CA6, DEFB1 ve TAS2R38 GEN POLIMORFIiZMININ ve GEN-
CEVRE ETKILESIMININ ERISKINLERDEKI CURUK ETiYOLOJISI ve
RISK DEGERLENDIRMESI UZERINDEKI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

AMAC: Dis ciiriigii cevresel ve genetik risk faktorlerinin etkilesimi sonucu olusan
multifaktoriyel bir hastaliktir. Genetik faktorlerin varligma dair giiglii kanitlar
olmasia ragmen dis ¢iiriigii ve gen polimorfizmleri ile iligkili az sayida ¢alisma
mevcuttur. Bu c¢alismanin amaci; AMELX, CA6, DEFB1 ve TAS2R38 gen
polimorfizminin ve gen-cevre etkilesiminin eriskinlerdeki cliriik etiyolojisi ve risk
degerlendirmesi iizerindeki etkilerinin arastirilmasidir.

YONTEM: Yas aralig1 20-60 olan ‘diisiik ¢iiriik risk’ (DMFT<S) grubundaki 77
birey ve ‘yliksek ciiriik risk’ (DMFT>14) grubundaki 77 bireyden alinan yanak ici
stirlintli orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapildi. AMELX (+522), CA6
(T55M), DEFBI (G-20A) ve TAS2R38 (A49P) tek niikleotid polimorfizmlerinin
dagilimlari, PCR-RFLP yontemi ile degerlendirildi. Calismada c¢evresel risk
faktorleri olarak plak miktar1, dis fircalama sikligi, 6giin dis1 diyet sikligi, tiikiiriik
akis hizi, tamponlama kapasitesi, tiikiiriikteki mutans streptokok ve laktobasil sayisi
incelendi. Istatistiksel anlamlilik degeri p <0.05 olarak belirlendi.

BULGULAR: Ciiriik risk gruplar1 arasinda AMELX (+522) polimorfizmi agisindan
anlamh farklilik bulunmadi (x> test, p>0.05). DEFBI (G-20A) polimorfizmi ile
clrtik riski arasinda pozitif, TAS2R38 (A49P) polimorfizmi ile ¢iiriik riski arasinda
negatif iliski saptandi (y” test, p<0.001). Tiikiiriik akis hiz1 haricindeki ¢evresel risk
faktorleri ile ¢iiriik yatkinligi arasinda anlaml farklilik bulundu (Mann-Whitney U
test, p<0.001). Adimsal ilerlemeli ¢coklu dogrusal regresyon analizine gore dental
plak miktari, DEFBI (G-20A) polimorfizmi, laktobasil sayisi, yas, TAS2R38 (A49P)
polimorfizmi, CA6 (T55M) polimorfizmi ve tamponlama kapasitesi DMFT degerini
%~87.8 oraninda aciklada.

SONUC: Elde edilen bulgulara, CA6 (T55M), DEFBI1(G-20A), TAS2R38 (A49P)

gen polimorfizmleri ile dental plak miktari, laktobasil sayisi, yas ve tamponlama
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kapasitesinin bulundugu ¢iirtik risk modeli ¢alisilan bu popililasyonda DMFT
degerindeki artis1 %87.8 oraninda aciklayabilir.
Anahtar Kelimeler: Dis ciiriigii, AMELX, CA6, DEFB1, TAS2R38, tek niikleotid

polimorfizmi
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SUMMARY

EFFECTS OF AMELX, CA6, DEFB1, TAS2R38 GENE POLYMORPHISM
AND GENE-ENVIRONMENT INTERACTIONS ON DENTAL CARIES
ETIOLOGY AND CARIES RISK ASSESSMENT IN ADULTS

OBJECTIVE: Dental caries is a multifactorial disease and can be conceptualized as
an interaction between genetic and environmental risk factors. There have been few
studies of gene polimorphisms and dental caries despite strong evidence of genetic
factors. The aim of this study is to examine effects of AMELX, CA6, DEFBI and
TAS2R38 gene polymorphism and gene-environment interactions on caries etiology
and risk assessment in adults.

METHODS: Genomic DNA of 77 adults between 20-60 ages with ‘low caries risk
group’ (DMFT<5) and 77 adults with ‘high caries risk group’ (DMFT>14) was
extracted from the buccal mucosa. The frequency of AMELX (+522), CA6 (T55M),
DEFBI1 (G-20A) and TAS2R38 (A49P) single nucleotide polymorphisms were
genotyped with the PCR-RFLP method. The environmental risk factors such as
plaque amount, tooth brushing, between-meal snacks, saliva secretion rate, buffer
capacity, mutans streptococci and lactobacilli counts were examined in the study.
Statistically significant difference was defined as a P value of <0.05.

RESULTS: There was no difference between the caries risk groups in relation to
AMELX (+522) gene polymorphism (y” test, p>0.05). Polymorphism of DEFBI (G-
20A) was positively and TAS2R38 (A49P) was negatively associated with caries risk
(x? test, p<0.001). There were significant differences between environmental risk
factors and caries susceptibility except of saliva secration rate (Mann-Whitney U
test, p<0.001). Based on stepwise multiple linear regression analyses, dental plaque
amount, DEFBI(G-20A) gene polymorphism, lactobacilli count, age, TAS2R38
(A49P) and CA6 (T55M) gene polymorphism and buffer capacity explained a total of
87.8% of the variations in DMFT scores.

CONCLUSIONS: Present results suggest that, when the C46 (T55M), DEFBI(G-
20A), TAS2R38 (A49P) gene polymorphisms and dental plaque amount, lactobacilli
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count, age, buffer capacity are present, the caries risk model may yield 87.8% value
to explain DMFT increase in the studied population.

Key words: Dental caries, AMELX, CA6, DEFB1, TAS2R38, single nucleotide
polymorphism
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Ek 3. SDU TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU

SDU TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK
. KURULU
BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU
Saymn Katilimer;
Bu katilacaginiz ¢aligma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin ad1 ‘Erigkinlerde
Genetik ve Cevresel Faktorlerin Ciiritk  Deneyimi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi’dir. Kararimizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalayiniz.
. Bu arastirmanin amaci, genetik ve ¢evresel etkenlerin erigkin bireylerin ¢iiriik
deneyimi iizerine etkilerini degerlendirmektir. Bu arastirmada yer almaniz i¢in bir
defa gelmeniz, anket sorularini cevaplamaniz ve tiikiiriik 6rnegi vermeniz yeterli
olacaktir.
° Bu arastirmada sizin i¢in beklenen yararlar; genetik ve g¢evresel etkenlerin
cliriik deneyiminize olan etkilerinin incelenebilecek olmasidir.
o Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar s6z konusu degildir.
o Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu
durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek
bilgiler almak icin ya da ¢aligma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da
diger rahatsizliklarimiz icin 0.246.211.8757 numarali telefondan arastirmaci
doktorunuz Ars. Gor. Dt. Giil YILDIZ’a bagvurabilirsiniz.
. Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir.
Ayrica bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene ve testler icin sizden veya baglh
bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir tiicret istenmeyecektir. Bu
aragtirma Siileyman Demirel Universitesi tarafindan desteklenmektedir.
o Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz. Bu

durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
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. Arastirict bilginiz dahilinde veya isteginiz diginda, tedavinin etkinligini
artirmak vb. nedenlerle sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Arastirmanin sonuglari bilimsel
amacla kullanilacaktir, calismadan ¢ekilmeniz veya arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz
durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amacla kullanilabilecektir.

o Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize

ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Cahsmaya Katilma Onayi:
Arastirma hakkinda bana sozlii ve yazili agiklama yapildi. Bilmek istedigim her seyi
sordum. Bu arastirmaya, kendi rizamla, hi¢ bask1 ve zorlama olmadan katilmay1

kabul ediyorum.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadz:
Adresi:
Telefon:
Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadi: Giil YILDIZ

Gorevi: Doktora Ogrencisi

Adresi: Siileyman Demirel Universitesi Dis Hastaliklar1 ve Tedavisi Anabilim Dali
ISPARTA

Telefon: (0246) 211 87 57

Faks: (0246) 237 06 07

Tarih ve Imza:
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Ek 4. ANKET FORMU

Hasta Ad-Soyad:

1. Herhangi bir kronik/sistemik hastaligimiz var mi? ...,
2. Diizenli kullanilan 1laglar? ..........o e
3. Herhangi bir nedenle radyoterapi ya da kemoterapi gordiiniiz mii?..............ccccueennee.

4. Agzmmizin sik kurudugunu hissedip sivi bir sey i¢cme ihtiyact duyuyor
TIUSUIIUZ? ...ttt ettt e a et et b et e e e sb e et e bt e b e e anesaeeneesnesbeebeeae
5. Teshis edilmis agiz kurulugu sikayetiniz var mi?.........cccceeeevveeeieeeiieeeiiee e
6. Yiyecekleri cignerken zorlanip, bu esnada sivi alma ihtiyact hissediyor
TIUSUIIUZ? ...ttt ettt et et e a et e sb e et e e b e sbee b e e s e sae b ene

7. Diizenli digshekimine gider misiniz?

Hayir ......

Evet Altiayda bir ..................... Yildabirkez............ccoiiiiiiiii,
8. Dislerinizi giinde kag kez fircalarsiniz?

Giin asirt ...................Glinde 1 kez ................... Giinde 2 kez ............c.cooceeeei .
Giinde 3 kez ............... Giinde 3 kezden fazla... .............c..ccococeieiiice i e
9. Hangi dis macununu kullaniyorsunuz?.............ccoooeeriieiiienieiiiienieceeee e

10. Dis ipi veya arayiiz fir¢as1 kullantyormusunuz?

Evet Giin asiri.......... Giinde I kez........... Giinde 1 kezden fazla.....................
11. Koruyucu dis tedavisine yonelik herhangi bir uygulama yapiyor/yaptirtyor

musunuz?

MACUAU. ..., Floriirlii jel ........c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, Floriirlii
vernik............. Muayenehanede hekim tarafindan floriir uygulamast...... ... ... ... ........
12. Giinde kag 0ZUn yemek YEersiniZ?........c.ccvveeiieriieeiieniieeieesieeereenieeeseesseeesseessnesseens
13. Giinde kag ara 6giin bir $€y yer Veya 1GeIrSINIZ?........ccccveeerrveeririeerireeenieeenreeenveeennns

14. Giinde kag 6giin sekerli yiyecek/icecek kullanirsiniz?...........cccooveviniiniiiincnennne.
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