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ONSOZ

Son yillarda diinya literatiiriinde artan genetik ¢alismalar ¢esitli hastaliklarda
molekiiler biyoloji bilimdeki gelismelerden faydalanarak hastaliklarin genetik
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Anabilim Dal1, Molekiiler Tip Arastirma Laboratuar1 Ogretim Uyesi Prof. Dr. Sayin
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Sayin Nurcan OZDEMIR’e, Biyolog Sayin Aykut TIRELI’ye; Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr.
Sayin Timur KOSE’ye; Dekanimiz ve Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Serhat
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Anabilim Dali Ogretim Uyesi Saym Dog¢. Dr. Nurcan BUDUNELI’ye; Anabilim
Dalimizda gorevli degerli hocalarima, c¢alisma arkadaslarima ve c¢alismanin
yiriitilmesinde maddi ve manevi destegini esirgemeyerek en kritik noktada
calismanin devamliligin1 saglayan ebeveynlerim Sayin Ecz. Mualla TAYLAN ve
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BOLUM I

1.1. GIRIS

Periodontal hastaliklar doku yikimiyla karakterize lokal yangili agiz
hastaliklaridir. Periodontal hastaliklarda birincil derecede Onemli ana etiyolojik
etkenin mikrobiyal dental plak oldugu yapilan calismalarda biiyiik dlciide ortaya
konmustur (39, 183). Buna karsin periodontal hastaliklar toplumda farkli oranlarda
gozlenmekte ve farkli yikim siddetleri gostermektedir. Bunun en 6nemli sebebi
periodontal hastaliklarda rol oynayan risk faktorleridir (144). Bu risk faktorleri
arasinda yer alan cevresel ve genetik risk faktorlerinin roliiniin onemi yapilan
caligmalarda  gosterilmistir  (138).  Genetik  risk  faktorleri  hastaligin
etyopatogenezinde rol oynayan cesitli molekiillere etkiyerek, hastaligin toplumda
goriilme sikliginda ve yikim siddetinde rol oynar (192). Bu durum periodontal
hastalik patogenezinde, cevresel ve genetik risk faktorlerini daha da ©6n plana

cikartmaktadir (75, 132).

Son yillarda genetik risk faktorlerini arastiran ¢alismalar soy agaci ¢alismalari,
ikizlerde yapilan calismalar (41, 45, 80), lokosit antijeni (HLA) polimorfizmleri
(193), defektli genleri saptamaya yonelik caligmalar, polimorfizmler olarak 5 ana
grupta toplanabilir. Periodontitis hastalar1 genetik olarak incelendiginde, riskli ve

saglikli bireyler arasindaki farklarin bagisiklik sistem elemanlarini kodlayan



genlerdeki polimorfizmler oldugu ortaya konulmustur (195). Periodontal
hastaliklarin genetigi ile ilgili polimorfizm caligmalar1 ise enzim polimorfizmleri,

sitokin polimorfizmleri ve diger molekiillerdeki polimorfizmlerdir (121).

Kemik hiicreleri, hiicresel yapismay1 saglayan 4 6nemli glikoprotein salgilar.
Bunlar fibronektin, trombospondin, kemik sialoprotein ve osteopontindir (122).
Osteopontin (OPN)nin yapilan diseti olugu sivisi ¢calismalartyla kronik periodontal
hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecek Onciil yangi (pro-enflamatuvar)
sitokini olabilecegi belirtilmistir (97, 178). Boylelikle OPN polimorfizmi toplumda
kronik periodontitise yatkinlik yaratabilecek risk faktorlerinden biri olabilir. OPN
onciil yangi gorevinin yam sira kemik ve disin ekstraseliiler matriksinin 6nemli yap1
taglarindan  biri olup, pre-osteoblastlarin olgunlasmasinda, osteoblastlarin
farklilasmasinda ve osteklastlarin kemik matriksine tutunarak rezorpsiyon
olusturmasindan sorumludur (163). OPN’nin kronik yangili hastaliklardaki roliinii
ortaya koyan cesitli calismalar bulunmaktadir (32, 161, 173, 227, 232). Eksikliginde
savunma hiicrelerinin kemotaksi ve yapisma bozukluklarina, bazi sitokin ve biiylime
faktorlerinin  bagisiklik  sistemindeki rollerinde farklilagmalara, nitrik-oksit
inhibisyonunda eksikliklere rastlanir (153). Ayrica osteopontin hiicre canliligim
koruma amach anti-apoptik faaliyette, yara iylesmesinde ve graniilomatoz

olusumlarda da rol alir (184).

Periodontal hastaliklarin patogenezinde rol oynayan cesitli sitokinlerin
polimorfizmleri saptanmaya caligilarak hastalia yatkinlik gosterebilecek risk
gruplart bir¢ok ¢alismayla belirlenmeye calisilmistir (192). Bu molekiillerden biri

olabilecegi saptanan OPN (97, 178) polimorfizminin kronik periodontitiste



etkinligini inceleyen sadece tek bir yayina rastlanilmaktadir. Benzer sekilde kronik
yangili yikim gosteren multiple skleroz (27, 81, 145) ve sistemik eritematosus (SLE)
(50, 63) gibi hastaliklarda da OPN polimorfizminin etkisi incelenmistir. Bu calisma
osteopontin gen polimorfizmlerini inceleyerek Tiirk toplumundaki kronik
periodontitisli hastalarda osteopontin genotip dagilimimi belirleyecek ve genotip-

fenotip iliskisini saptamaya yonelik ilk ¢alisma olacaktir.



1.2. GENEL BIiLGILER

1.2.1. Periodontal Hastaligin Tarihsel Ge¢cmisi

Periodontal hastaliklar ¢esitli formlariyla insanlar tarihin ilk ¢aglarindan beri
etkilemislerdir. Paleontologlar, ilk insan kalintilarinda rastladiklar1 ¢cene kemigindeki
kayiplarla o donemlerde olusmus olan yikici periodontal hastaliga dikkati
cekmektedirler. Yedinci yiizyilin baglarina dayanan Asur’lara ait tabletler, dental ve

agiz yangilarindan kaynaklanan sistemik hastaliklardan s6z eder (144).

On dokuzuncu yiizyilin baslarinda cesitli aragtirmacilar tarafindan, periodontal
hastalik icin hayvan modelleri gelistirilmis ve hastalik {izerinde etkisi olabilecek
lokal ve sistemik faktorlerin rollerini ortaya cikarmak amaclh calismalar yapilmustir.
Periodontal hastalik etiyolojisinde primer roliin bakteriyel plaga ait oldugu gercegi
aynit donemde kabul gormiistiir (215). Agizda rastlanan hastaliklarin etiyolojisi ve
patogenezi ile ilgili bilgilerimiz, bilimsel verilerin artisiyla ¢ogalan ve degisen bir
karakter sergilemektedir. Giiniimiizde mikroorganizmalarin ve bagisiklik sisteminin

rolii, pek ¢ok aragtirmanin odak noktasini olusturmaktadir.

Periodontal hastalilarin etiolojisini anlamamiza yonelik ileri gelismeler son on
bes seneye dayanir (138). 1900’lerin ortalarinda plakta bulunan biitiin bakteri
tirlerinin periodontal hastalik olusturmada esit etkiye sahip olduklarina ve
periodontitisin  sadece dental plagin birikmesi sonucunda ortaya c¢iktigina
inaniliyordu (144). Fakat baz1 hastalarda plak ve dis tasina karsin var olan gingivitis

tablosunun yikict periodontal hastaliga doniismemesi ve periodontitisli agizlarda,



bazi bolgelerde yikimlarin daha siddetli olusu, bu yondeki arastirmalarin seyrini

degistirmistir (144).

1960’larda periodontal olarak hastalikli bireyler ile saglikli bireylerin plak
orneklerinin mikroskobik olarak incelenmesi sonucunda, farkli bakteriyel
morfotiplerin gozlenmesi ile 6zel bakteri tiirlerinin hastalikla olan iligkileri ortaya
cikarilmistir. Bunun sonucunda iki tiir plak hipotezi ortaya atilmistir. Non-spesifik
plak hipotezinde temel goriis, “Periodontal hastaligin kontroliiniin plak kontroliine
dayandig1” seklindedir (203). Spesifik plak hipotezi ise, “Plagin patojenitesi plagin
barindirdigi spesifik mikroorganizmalarin varligina baghdir” goriisiinii destekler
(120). Loesche’nin spesifik plak hipotezini ortaya atmasiyla aym1 donemde,
periodontal mikroorganizmalarin belirlenmesi ve izolasyonu ile ilgili tekniklerde
onemli gelismeler kaydedilmistir (143, 181). Actinobacillus actinomycetemcomitans
patojeninin lokalize agresif periodontitiste etkinliginin bulunmasi da spesifik plak

hipotezini destekleyerek, bu goriisii daha hakim kilmistir (182).

Periodontal hastaligin klinik bulgulari, dental plakta bulunan spesifik bakteriler
ile konak dokular1 arasindaki karmasik etkilesim sonucunda ortaya cikar. Periodontal
hastalikta rol alan etiyolojik ajanlar bakteri ile konak arsindaki iliskiyi modifiye eden
lokal ve sistemik pek ¢ok faktdrden olusmaktadir (144). 1970’lerde periodontal
hastaligin etiyolojisinde genetik faktorlerden de bahsedilmeye baslanmistir.
Giintimiizde bu konu iizerinde genis arastirmalar yapilmis ve yapilmaktadir (77,

147).



1.2.2. Periodontal Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Onemli oranlarda destek doku kaybi ve buna baglh dis kaybi olusturabilen
periodontal hastaliin tedavisinde en 6nemli faktor, dogru tanm1 koymak ve bu taniya
uygun tedavi planim1 secebilmektir. Bu amagla cesitli siniflandirmalar yapilmastir.
1993, 1996 yilindaki siniflamalarin ardindan 1999 yilinda yapilan diizenleme,

giiniimiizde gecerliligini siirdiiren ve en yaygin olarak kullanilan son siniflamadir (4).

Calismamizda kullandigimiz grup olan kronik periodontitis doku yikimiyla
karakterize, yavas ilerleyen, lokal yangili agiz hastalifidir. Agizda yaygin olarak
gozlendigi formuna “Generalize Kronik Periodontitis”, lokal olarak go6zlenen
formuna ise “Lokalize Kronik Periodontitis” adi1 verilir. Genellikle eriskin bireylerde

rastlanan bu hastaligin goriilme siklig1 %35°dir (2).

1.2.3. Periodontal Hastalik Patogenezi

Fakiiltatif anaerob ve gram (-) bakteri tiirlerinin subgingival gelisimi yangili
karakter sergileyen periodontal hastaliklar1 olusturur (7). Hasara yol agan bu
iritanlara kars1 doku yangi ile yanit verir. Iltihabi yanitin amaci; incinmeye neden
olan ajanlara kars1 savunma mekanizmasi olusturmaktir (117). Bu amagla notrofil ve
makrofajlar diseti olugu sivisina ve komsu dokulara gecerek bakterileri yok etmeye
calisirlar (42). Mikrobiyal dental plak iritasyonu karsisinda yetersiz kalabilen bu
dogal ve adaptif savunma mekanizmasi zamanla dengesizlesir ve hastalik kronik bir
hal alir. Sonugta, dokuyu savunan yangi yamiti zamanla komsu dokulara zarar

verebilir (123). Uzun siiren kronik yangi sonucunda tamir ve cesitli derecelerde doku



hasar1 kaginilmazdir. Bu doku hasari kronik yangi yanitinda 6nemli rol iistlenen
notrofil ve makrofajlarin iirettigi molekiillerin, tiim biyolojik yapilar1 yok edebilme

ozellikleriyle agiklanabilir (204).

Enfeksiyon ve doku yanit1 arasindaki bu denge, ¢esitli faktorlerden etkilenerek
periodontal hastaliklara multifaktoryel nitelik kazandirir ve toplumda rastlanma
sikligint arttirir (109). Bu tiir hastaliklarda, hastaligin ilerleyisi ve siddetini konak
faktorlerini etkileyen c¢evresel faktorler ve genetik faktorler belirler (170).
Periodontal hastaliklarda rol oynayan konak faktorleri; doku yikiminda aracilik eden
kininler, kompleman aktivasyon iiriinleri, matriks metalloproteinazlar (MMP) ve
sitokinler ile diger yangi mediyatorleri olarak oOzetlenebilir (77, 83, 203). Bu
faktorlerin salim dereceleri ise yangi ve doku yikiminin derecesini belirleyecektir
(151). Farkli salim dereceleri lokal (Iyatrojenik ve dise bagli faktorler), sistemik,
sosyal durum ve aligkanliklara baglh cevresel faktorler ile genetik faktorler tarafindan
kontrol edilir (83, 147, 191). Bu etkilesimler kisiye ozgii bagisiklik yanitini

olusturacaktir.

Bagisiklik yaniti, uyarana 6zgii olarak ortaya c¢ikar. Zaman icinde patojendeki
degisikliklere adapte olabilir ve hafizasi vardir. Dolayisiyla hizli bir bagisiklik
sistemi yanitinin olusabilmesi i¢in, konagin daha 6nceden karsilastig1 bir ajan olmasi
gereklidir (204). Bagisiklik sistemi; mast hiicreleri, histiyositler, periferik dentritik
hiicreler, notrofiller, monosit/makrofajlar, T-hiicreleri ve B-hiicreleri gibi yangi ve
konak savunmasinda 6neme sahip hiicrelerden olusur (17). Konak bagisiklik sistemi,
hiicreler ve diizenleyici molekiiller arasindaki karmasik iletisim agina dayanir ve

bakteriyel endotoksine karsi, polimorfoniikleer lokositler (PMNs), makrofajlar ve



monositlerden salinan sitokinleri kapsar (177). Bu konak kaynakli mediyatorler
kemik rezorbsiyonunu uyarmada etkilidirler ve periodontal hastaliktaki kemik

kaybinin biiyiik kismi1 bu diizenleyici molekiiller tarafindan olusturulmaktadir (7).

Genetik faktorler bireye 0zgii bagisiklik yanitinin sekillenmesini saglar ve
hastalik prognozunun bireyler arasinda cesitlilik gostermesine neden olur. Kisilerin
ailelerinden edindikleri genetik yap1 ve Ozellikleri hastalifa yatkinhik veya

dayaniklilik derecesini belirleyecektir (7, 195).

1.2.4. Genetik Kavramlar

Yirminci ylizyilin baglarinda dogmus bir bilim dali olan genetik; bireyin i¢ ve
dis karakterlerini nasil kazandigini, anne-babasina veya akrabalarina neden
benzedigini, tabiatta bitki ve hayvanlarin gosterdigi sonsuz cesitlilik nedenlerini
incelemeyi amac edinmistir. 1900 yilinda Correns, Tschermak ve De Vries kendi
caligmalarinin Mendel'in buluslarim1 dogruladigini belirterek, elde ettikleri sonuglar

"Mendel Yasalar1" adi altinda toplamiglardir (189).

1.2.5. Mendel Yasalari

1- Ayrisum Ilkesi (Segregasyon)

Ebeveyn allel ¢iftinin cinsiyet hiicrelerine girmek i¢in birbirinden ayrilmasidir

9).



2- Bagumsiz Diizenlenme

Gamet olusumu sirasinda, birim faktorlerin birbirinden bagimsiz olarak

dagilmasidir (9, 100).

3- Ciftler halindeki birim faktorler

Genetik karakterlerin her bir organizmada ciftler halinde bulunan birim

faktorler tarafindan kontrol edilmesidir (100).

4- Baskinlik/Cekiniklik

Tek bir bireydeki tek bir karakterden, birbirinden farkli iki faktor sorumlu

oldugunda, birim faktorlerden biri digerine baskindir, digeri ise ¢ekiniktir (100).

Mendel’in ilkeleri genetik biliminin temelini  olusturarak, genetik

mutasyonlarda da gegerliligini siirdiiriir ve mutasyon analizlerinde kullanilir (9).

1.2.6. insan Genomu Hakkinda Genel Bilgiler

Bir bireyin veya tek hiicreli bir canlinin tiim genetik materyaline genom denir.
Insan genomu, 22 cift kromozomda bulunan 3 milyon bazdan (Niikleotid) ve 2 seks
kromozomundan olmak iizere 23 cift (Toplam 46) kromozomdan olusur. Insan
genomundaki DNA'nin %10'dan az bir parcast genleri kodlar. Niikleik asitler,

genetik bilginin saklanmasi, cogaltilmasi, genetik cesitlilik ve aktarimi saglarlar.
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Insan genetik kodunu olusturan DNA ikili sarmal yapida uzun bir polimerdir
(161). Niikleotid bazlarinin (Adenin, Guanin, Timin, Sitozin) siralamasi ile olusur.
DNA'min Watson ve Crick modeli 1953 yilinda benimsenmistir. Bu modele gore
DNA zincirleri iki uzun zincirden olusmakta, bu iki zincir uzun eksenleri etrafinda
birbirine sarilarak c¢ifte sarmali olusturmaktadir (214). 1Iki zincir birbirine
antiparaleldir. Yani bir zincirin niikleotid baglar1 3'-» 5' iken digerinde 5'-» 3'
dogrultusundadir (51). DNA barindirdig1 genetik bilgiyi 6zel bir RNA molekiilii olan
mRNA (Haberci riboniikleik asit) vasitasiyla ribozom denilen protein yapim
merkezine iletir. Hiicre sitoplazmasinda bulunan ribozomlar, mRNA ile gelen emre
gore protein sentezini gerceklestirirler. Boylece kisiye 0zgii yapisal proteinler
tiretilmis olur. Bu islemler organizmanin goriiniis ve durumu olan fenotipi

belirleyecektir (92).

Fenotipi belirleyen islemler esnasinda ¢ogalan DNA, eski orijinal DNA
modeline gore replikasyonunu tamamlar. Boylece kromozom duplikasyonu ve hiicre
cogalmasi saglanir (131). Gerek bu sirada gerekse daha 6nceden mutajenik ajanlarin
etkisiyle normal baz siras1 bozulup, genetik maddede sapmalar olabilir. DNA’nin bir

diger temel 6zelligi olan varyasyonlar bu sekilde gerceklesmis olur (137).

1.2.7. DNA ve Mutasyon

Mutasyon; DNA’da kalici degisiklik olarak tanimlanmaktadir. Mutasyonlar
hem somatik hem de iireme hiicrelerinde ortaya g¢ikar. Ureme hiicrelerindeki
mutasyonlar bir kusaktan digerine devam ederek gecer ve bunlar kalitsal

hastaliklardan sorumludur (101). Gen mutasyonlari, baz ¢ifti yer degistirmesi, kaybi,
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eklenmesi gibi durumlar icerir ve iki tip mekanizma ile olusur (196).

DNA replikasyonu normal kosullarda kesin bir islemdir. Mutasyonlar her
milyon baz c¢iftinde olussa bile; DNA polimeraz araciligiyla bu degisimler tamir
edilirler (186). Bu degisimler, DNA tamir enzimleriyle gerceklesir. insan genomunda
her hiicre boliinmesinde birden daha az yeni bir mutasyon olusur (179). DNA hasari
kimyasal igslemlerle de olusabilir. Cevresel kimyasallarla, iiltraviyole 1s181, iyonizan

radyasyon bunlara 6rnektir. Bunlarin sonucu ortaya ¢ikan mutasyon kalicidir (16).

Insan kalitsal hastaliklarinda mutasyon tipleri sunlardir (1):

® Nukleotid yer degisimleri (Nokta Mutasyonlart)

Kodlayan DNA dizisindeki tek niikleotid degisimi tiglii bazlardaki kodlari
degistirerek gen iiriinlindeki amino asidi degistirebilir (171). Niikleotid yapisinda
meydana gelen bu degisiklikler degerlendirildiginde, yer degistirme 2 sekilli olabilir.
Purin grubu yerine purin grubundan veya pirimidin grubu yerine pirimidin
grubundan meydana gelen degisiklik (transition), veya purin grubu yerine pirimidin
yada pirimidin grubu yerine purin grubu goriilen gecis (transversion) mutasyonlari
olarak bilinir (164). Niikleotid degisimi her zaman amino asit farklilig
yaratmayabilir. Amino asit anlam1 degismeyen kodon mutasyonlari anlamli (Sense)
mutasyon olarak adlandirilir. Amino asit anlami degisen mutasyonlarda farkli bir
amino asit tanimlaniyorsa yanlis anlamli (Misesense), amino asit yerine dur kodonu

tanimlaniyorsa anlamsiz (Non-sense) mutasyon denir (218).
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® Delesyon ve insersiyonlar

Gen dizilimine eklenen veya cikartilan bazlar ile, bir veya birden fazla
niikleotid sayis1 iiclin katlart seklinde degilse; amino asit dizisinde okumada kayma
olur ki ortaya cikan protein farkli yapida gelisir . Bu mutasyonlara cerceve kaymasi

(Dizi degisikligi, Frameshift) mutasyonlar: denir (44).

1.2.8. Genetik Polimorfizm

Genetik polimorfizm, aym lokustaki herhangi iki genin toplumda birbirinden
kesinlikle ayrilabilen ve bir arada bulunan birden ¢ok fenotip olusturmasi
durumudur. Yani bir toplumda var olan genetik cesitlilige polimorfizm denir (62).
Polimorfizm, DNA iizerinde hastaliga neden olmayan suskun niikleotid degisimleri
olarak da tamimlanabilir. Bu dogal farkliliklar kusaktan kusaga Mendel yasalarina

gore aktarilirlar (100).

Genom, haploid (Normal bir gamet tarafindan tagiman kromozom sayisi) gamet
tarafindan taginan genlerin tiimiine verilen isimdir (1). Insan genomunda tek niikleotid
degisiklikleri (Single nucleotide polymorphism) genlerin icinde yada VNTR (Variable

number of tandem repeat) gibi cesitli tekrar dizilerinde bulunabilir (118).

1.2.8.1. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) / Single nucleotide

polymorphisms (SNP)

Insan genomunda yaklasik her 1000 nukleotitden birisinde yanls yerlesim

goriiliir (107). DNA dizimizin %3 veya %S5’1 proteinlerin yapimindan sorumlu
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oldugu i¢in SNP’lerin ¢ogu kodlanmayan bolgede (intronlarda) yer alir. Bu yiizden
SNP’lerin ¢ogunun zararsiz oldugu diisiiniilmektedir. Yine de bazi SNP’lerin bir gen
iriinliniin fonksiyonunu degistirerek ilgili yanitin farklilagsmasina sebep olabilecegi

gosterilmistir (108).

1.2.8.2. Degisik sayida ardisik tekrarlar (VNTR) / Variable number of

tandem repeats (VNTR)

Gen dizisi igerisinde yer alan iki niikleotidin mitoz boliinme sonrasinda
homolog kromozomlar arasinda yer degistirmesi (Crossing over) sonucunda ayri
kromozomlarda yer alma ihtimali, ikisi arasindaki mesafe yakinlastik¢a azalirken,
aradaki mesafe arttikca bunun tam tersi gerceklesir. Bu prensipten hareket ederek,
VNTR polimorfizmlerinin varliginin ve yerlerinin bulunmasinda kullanilmaktadir
(209). VNTR’a bagh olarak ortaya cikan allel dagilimi, ayn1 zamanda o bolge
icerisinde ve yakininda yer alan diger allellerin de dagilimi hakkinda bilgi verir.
Kontrol ve deney gruplar arasinda goriilen farkliliga neden olan allel, genin 6nemli
bir bolgesinde veya bir ekzonunda yer alan polimorfizmin varligin1 gosterebilir
(208). Baz1 aragtirmacilar bu tiir polimorfizmin siklik oranim1 100 baz ciftinde 1

olarak belirtmistir. Bu niikleotid degisikliklerinin ¢cogunlugu ise zararsizdir (212).

Kromozom, iizerinde ¢oklu genlerin siralandigi, DNA protein kompleksidir.
Kromozom iizerindeki bir bolgede haritalanabilen herhangi bir niikleotid siralamasi
"genetik marker" olarak adlandirilir. Toplumda polimorfik olan bir marker hastalik

allelini saptamada kullanilir (1).
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1.2.9. Polimorfizmlerin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

1- Kesim Parcast Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) / Restriction Fragment

Length Polymorphism (RFLP)

DNA iizerinde yer alan mutasyonun uygun enzimler ile kesilip, mutasyon
bulunan ve bulunmayan kisiler arasindaki farkliligin kesim {iriin uzunluklarinin
karsilagtirilmas1  yontemidir (188). DNA’nin kesimi, PCR yontemi ile kesim
enzimleri kullanilarak gerceklestirilir. Restriksiyon endoniikleazlar (RE) degisik
mikroorganizmalardan elde edilen, ¢cok uzun cift sarmal DNA molekiillerini spesifik
parcalara kesen ve bu sekilde DNA'y1 maniiple etmeyi miimkiin kilan ¢ok onemli
enzimlerdir (188). Bu amagla kesim haritalarindan yararlanilir. Kesim haritasi, kesim
enzimlerinin genetik harita {izerinde sirasiyla uygun olan her niikleotidte
yerlestirildigi bir veri tabimidir. SNP’de ilgili polimorfizmi kapsayan uygun
biiyiikliikte bir gen parcasi PCR yontemiyle cogaltildiktan sonra, elde edilen {iriiniin

enzim ile kesimi yapilarak gerceklestirilir (20).

2- Genotipleme/Genotyping

Bir genin ilgili bolimiiniin RFLP’dan yararlanilarak, gruplar arasindaki allel
dagilimim belirlemek amaciyla yapilir. Bu amagla incelenecek gen parcast PCR
yontemi ile ¢ogaltilip elde edilen iiriinler elektroforeze tabi tutularak biiyiikliiklerine

gore allellerin dagilimi belirlenir (118).
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1.2.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

[Ik kez 1985'de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR); hem arastirmada hem de klinik laboratuarlarda tanida yeni bir
cigir agcmistir. ABD'de Cetus Corporation'da ¢calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve
Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir. Yontem basitce tiipte niikleik asitlerin
uygun kosullarda ¢ogaltilmasidir (172). Bu bulusundan dolayr K.Mullis, 1993 yili

Nobel Kimya Odiilii’ne hak kazanmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin
primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanan in-vitro bir yontemdir (60). Polimeraz zincir reaksiyonu cift iplikli bir
DNA molekiilinde hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasini ve
uzamasi esasina dayanir. Amplimer olarak da adlandirilan oligoniikleotid primerler,
kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek
iplikli DNA molekiilleri {izerinde kendilerini tamamlayici olan bolgelerle hibridize

olurlar (197).

PCR, reaksiyonu DNA'nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon); daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini
(hibridizasyonu); sonra zincirin uzamasini (polimerizasyonu) (¢ift iplik¢ikli
DNA'arin sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu ii¢
adim (Denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu
olusturur. Her adim farkl1 1silarda gergeklestirilir. (Sirasiyla 94°C-98°C; 37°C-65°C;

72°C ). PCR teknigi tek veya cift iplik¢ili DNA’y1; RNA'ya hedef olarak kullanabilir.
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94-98 °C Denaturasyon

37-65 °C Hibridizasyon 1. dongii

72°C Polimerizasyon

Denaturasyon (Ayrilma): Cogaltma karisimi 94-98°C'a kadar 1sitilarak, kalip

DNA'nin iki zincirini birbirinden ayirir.

Hibridizasyon (Baglanma): Sicakligin diisiiriilmesi ile primerler kendilerine
Ozgii dizileri taniyip baglanirlar. Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi i¢in kullanilan
sicaklik genellikle 55°C ile 65°C arasinda deg8ismektedir. Ortamin 1s1s1
diisiiriildiigiinde birbirine komplementer iki DNA zincirinin birbiriyle baglanmast,
primerlerin kalip DNA zincirine baglanmasi ihtimalinden daha diisiiktiir. Bunun
nedeni, daha kiiciik olan primerler kalip DNA'ya oranla daha hizli hareket ederler ve

ortamda kalip DNA'ya oranla milyonlarca kez daha fazladirlar.

Polimerizasyon (Uzama): Ortamin 1s1s1 DNA polimerazin c¢alistigi optimum
sicaklik olan 72°C'ye getirildiginde, enzim molekiilleri primerlerin 3' ucuna
baglanarak, kalip DNA'ya uygun niikleotidleri eklemek yoluyla DNA sentezi
yaparlar. Uzama asamasi i¢in cogu zaman 2 dakika yeterli olmakla birlikte, eger
uzun amplikonlar ( PCR ile ¢ogaltilan DNA pargasi) ¢ogaltiliyorsa siire arttirilir.
PCR iiriinii olan tiim molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasini garanti altina almak

i¢cin son dongiiniin uzama stiresi ¢ogunlukla uzun (10-15 dakika) tutulur.

PCR’da primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik

derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve 4 cesit
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deoksiriboniikleozid trifosfatlar1 (ANTP'ler: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) varliginda
primerin 3' hidroksil ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipliginde
tamamlayic1 olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur. Arka arkaya tekrarlanan
denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve uzamasi evreleriyle DNA fragmentleri issel
olarak artar. Bu iissel artisin nedeni, bir dongii sonucunda sentezlenen {iriiniin,
ardisik dongiide diger primer icin kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR dongiisii
DNA molekiilii iizerinde istenilen bolgenin 2 katina ¢ikmasi ile sonuglamir. PCR
boyunca biriken iiriinlerin boyu iki primerin boyu ve hedef DNA bolgeleri arasindaki
mesafelerin toplami kadardir. Potansiyel olarak her dongiiniin % 100 verimle
gerceklestigi varsayilirsa, 6rnegin 20 dongii sonucu 22 kat iiriin meydana gelir. PCR
verimini etkileyen en onemli faktér, DNA polimeraz enzimidir. Normalde enzim
miktar1, 25-30 PCR dongii sonucunda hedef dizi artis1 ve termal denatiirasyon
nedeniyle sinirlayict bir etken haline gelir. Verimliligi azaltan bir diger faktor de

konsantrasyonu artan hedef dizilerin primer ile baglanma yarisidir.

PCR ile istenilen genler ya da DNA dizilerinin replikasyonu hizlandirilmis bir
sekilde gerceklesir. Yaklasik 30 siklus sonunda sec¢ilmis DNA dizisi milyar kez
kopyalanir. Bu teknikle bir DNA hedefini 10° - 10'? arasinda cogaltmak miimkiindiir.
(214). Bu teknigi anlattikca; ylizyillin en Onemli buluslarindan birisi oldugu
kolaylikla anlagilacaktir. Yontem oOzetle, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna
0zgii, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici bir cift sentetik oligoniikleotid primer
(18-30 baz uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer ile smnirlandirilan genin

enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir (11).

Komplementer ipliginin sentezlenmesi i¢in gerekli malzemeler ve 6zellikleri:
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o Genomik DNA

® Primerler: Oligoniikleotid primerler genel olarak 20-30 niikleotid
uzunlugundadirlar. Primerler cogaltilmak istenen DNA dizisinin iki ucundaki gen
bolgesinin niikleotid dizisine gore tasarlanir ve komplement ipligin bagslangic
noktasini olustururlar. Tasarimda dort bazin esit olarak kullanilmamasina,
tekrarlanan bolgelerden ve polipiirin, polipirimidinden kac¢inilmasina ve primerlerin

birbirine tamamlayici olmamasina dikkat edilmelidir.

e (NTP: Deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) tek tek
veya karisim halinde satilabilen serbest niikleotidlerdir. Primerlerin devamindan
ipligin tamamlanmasimi saglarlar. Optimal konsantrasyon ¢ogaltilacak {iiriin boyuna,
magnezyum kloriir (MgCl,) konsantrasyonuna, primer konsantrasyonuna ve dongii

sayisina gore belirlenir.

® Tag DNA Polimeraz: PCR icin kullanilan polimerazlar 1siya dayanikli
olmalidir. Bu polimerazlar primerlerin serbest 3' OH ucuna ortamdaki dNTP'leri
ekleyerek yeni zincirin polimerizasyonunu saglarlar. Fosfat baglan olusturarak
serbest niikleotidleri birbirine baglar. Taq DNA Polimeraz 70-80 °C'de saniyede 35-

100 niikleotidi polimerize eder.

® MgCl,: Taq Polimerazin ko-enzimidir. Magnezyum (Mg) iyonlar1 dNTP'ler
ile coziinebilir kompleksler olusturur ve polimeraz aktivitesini stimiile ederler.

Ayrica primer-kalip DNA etkilesimini saglarlar.
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® Tampon: Taq tamponudur. Genelde enzimle beraber gelir ve MgCl, icerir.

Polimerazin calismasini kolaylastirir. Notr, pH 7 olan bir ortam olusturur.

1.2.11. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR islemi ile cogaltilan hedef DNA ve ekstrakte DNA molekiillerinin
kontroliinde ¢ok cesitli yontemler kullanilmakla beraber tiim laboratuvarlarda rutin
olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri jel elektroforezidir. YoOntemin
avantajlari basit ve hizli olmasi, ayrica diger yontemlerle yeterli diizeyde ayrilmayan
DNA fragmentlerinin ayrilabilmesini saglamaktir (100). UV 15181 altinda fluoresan
etki gosteren etidyum bromiir (EtBr) boyasimin kullanimi ile ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda (1-10 g) olsa bile, DNA’nin jel iizerindeki yerini belirlemek

miimkiindiir (211).

DNA’nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir, alanda,
jel tizerindeki gociine dayanir. Bu go¢ hizi molekiiliin biiyiikliigiine, yapisina, jelde
kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagh

olarak degismektedir (9).

Jel elektroforezinde kullanilan destekleyici madde (matriks) mekaniksel etkiyi
engellemek ve molekiilleri biiyiikliiklerine gore ayirmak igin kullanilir. Matriks
nisasta, poliakrilamid, agaroz veya agaroz-akrilamid karistmi olabilir (197).
Poliakrilamid jeller genellikle kiiciik DNA fragmentleri (5-500 baz cifti) ve RNA
molekiillerinin ayiriminda kullanilir. Bu tip jeller, ayirim gii¢leri cok fazla

oldugundan, boyut bakimindan birbirine ¢ok yakin DNA fragmentlerinin analizleri
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icin daha uygundur. Ancak poliakrilamid jelleri hazirlamak zordur ve uzun siire alir
(38). Ayrica uygulanacak DNA’nin yiiksek konsantrasyonda olmas1 gerektiginden bu
tip jellerin kullanilmasi pratik degildir. Bu nedenle rutin olarak 100 ile 20,000
niikleotidlik DNA ve RNA molekiillerinin ayirimi icin en fazla kullanilan yontem

agaroz jel elektroforezidir (71).

1.2.12. Periodontal Hastaliklarda Genetik Faktorlerin Rolii

Dokudaki patojenlere karsi konak savunmasi, dogal ve kazanilmis bagisiklik
mekanizmalari ile saglanmaktadir. Insanlarda yapilan ¢alismalar, genetik faktorlerin

patojenlere kars1 konak yanitini gii¢lii oranda etkiledigini gostermistir (124).

Multifaktoriyel hastaliklarda yer alan genler, hassas genler (yatkinlik allelleri)
olarak adlandirilirlar. Bu hassas genler, eger durumu kotiilestiren ¢evresel faktorler
olmazsa hastalifa sebep olmazlar (174). Periodontal hastalik i¢in 6nem tasiyan
cevresel faktorler; gr (-) anaerobik mikroorganizmalar, sigara ve yetersiz agiz

bakimudir (3, 150).

Enfeksiyon karsisinda konagin sergiledigi olaylar zinciri, cok sayida genler
tarafindan diizenlenmektedir. Periodontal dokularin gelisimini veya hiicresel ve
stvisal bagisiklik sisteminin yeterliligini kontrol eden genlerdeki varyasyonlar
hastalik icin bireysel risk seviyesini belirler. Sitokin genlerindeki allelik
varyasyonlar, bireyler aras1 sitokin yanitinda fenotipik farkliliklar yaratir (98, 124).
Periodontitise karg1 konak yaniti iizerinde genetik faktorlerin etkisi oldugu, ikiz

calismalar1 ile de dogrulanmistir (25, 49, 132, 147, 175). Bu arastirmalarin
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sonucunda konak hassasiyeti iizerinde rolii olan genetik risk ve hastalik hassasiyetini
arttiran 0zel gen degiskenini belirlemek periodontolojinin odak noktasi haline

gelmistir (147).

Sitokinler veya spesifik proteinler gibi konak savunma sistemi molekiillerini
kodlayan genlerdeki polimorfizmler, potansiyel genetik markerlar olarak
hedeflenmistir (105). Genetik koddaki degisimlerin bazi formlari, kodlanmig
molekiillerin fonksiyonlarinda veya salimlarinda degisikliklere yol acabilir. Bu
durum ise hastalifin siddetlenmesi veya hastaliga yatkinligin artmasiyla

sonuglanabilir (138).

1.2.13. Dental Patogenez Ve Genetik

Molekiiler biyolojideki ilerlemeler genetik mutasyonlarin belirlenip,
hastaliklarin genotip ve fenotiplerini iligskilendirerek tam1 ve tedavi yontemlerinin
gelismesine yol agmaktadir. Dental hastaliklarin patogenezi iizerine c¢aligmalar

devam etmektedir. Bu calismalar:

¢ Soy agaci ¢alismalart

e Ikizlerde yapilan calismalar (41, 45, 80)

e HLA polimorfizmleri (193)

e Defektli genleri saptamaya yonelik calismalar

e Polimorfizmler

Bu calismalarla elde edilen veriler tek gene baghh olarak periodontal
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hastaliklarin gelisemeyecegi sonucuna varmaktadir. Sadece Katepsin C (CTSC)

polimorfizmlerinin prepubertal periodontitiste tek gen degisikligiyle 6nemli etkileri

gosterilmistir (74, 76, 78, 79). Periodontal hastaliklar multifaktoryel gen hastaligi

olup, bir¢ok faktorle etkilenir (21, 77, 105, 121).

1.2.14. Kemik Matriksi

Kemigin histolojik yapisini incelersek asagidaki tablo ortaya ¢ikacaktir (8):

® Organik yapi (%30)

-%98 Bashica tip 1 Kollagen6z yap1 ve non-kollagendzler (Osteopontin,

osteonektin, kemik sialoprotein, osteokalsin, kemik morfojenik proteini (BMP),

trombospondin, fosfoprotein, fosfolipid, proteoglikan)

-%2 Kemik hiicreleri (Osteoblast, osteosit, osteoklast)

e norganik yapi (%62-65)

-9%95 Kalsiyum hidroksilapatit kristalleri

-%5 Baglica kalsiyum, fosfat; az miktarda bikarbonat, sitrat, magnezyum,

potasyum ve sodyum

® Su (%5-8)
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Mineral matrikse gomiilmiis ag yapidaki kollagen fibriller kemik matriksini ve
kemigin biiylik bir kismimi olusturur (224). Matriksteki tip 1 kollagenin oOncii
molekiil olarak salimin takiben, molekiiliin amino ve karboksil u¢larindaki propeptid
gruplar proteolitik enzimlerle ayrisacaktir (125). Bu durum, kollagen fibrillerin 3
zincirli Tip 1 kollagen demetlerini olusturmasini saglar (19). Kollagen fibriller,
hidroksil apatit kristallerine baglanarak periferal yonde diizenlenirler (8). Kemik
matriksindeki glikoprotein ve proteoglikan, anyonik iyon baglama ozelligi ve
hidroksil apatit kristallerini kollagen fibrillerine baglama yeteneklerinden dolay1

kalsifikasyonda rol oynar (200).

Kemikteki kollagen fibriller tabaka tabaka siralanarak kemige lameller yapisini
kazandirir. Bu lameller yap1 yogun olarak kollagen fibrillerin kemikte depolanmasini

saglayacaktir (8).

1.2.15. Kemik Hiicreleri

Kemik dokusunda agirlikli olarak osteoblastlar ve osteoklastlar yer alirken,

daha az miktarda olmak iizere osteosit, kondrosit ve iliskideki diger hiicreler bulunur.

Kemikle iligkili olan bu hiicreler projenitor hiicreler, makrofaj ve hematopoetik kok

hiicreleridir (43).

1.2.15.1 Osteoblastlar

Kemik mineralizasyonundan sorumlu olan ve kemik matriksini sentezleyen

hiicrelerdir (57). Matriks ylizeyinde bulunan osteoblastlar baslica tip 1 kollagen
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sentezleyerek yeni kemik tabakalarinin olusmasini saglar (224). Osteoblastlar ayrica
genellikle osteokalsin ve osteonektinden olusan non-kollagen6z proteinlerin
salgilanmasindan da sorumludur (125). Sialoprotein, osteopontin, fibronektin,
vitronektin ve thrombospondin gibi diger proteinler integrinler yardimiyla
osteoblastlarin kemige baglanmasin1 saglar (122). Kalsifiye olmamis kemik
matriksinin mineralizasyon siireci hidroksil apatit kristallerinin birikmesinden
ibarettir (8). Osteoblastlar, hidroksil apatitin olusumunu, kalsiyum ve fosfatin lokal

konsantrasyonlarini ayarlayarak kontrol eder (57).

Osteoblastlarin  membranlarinda fazlaca alkalin fosfataz  goriiliir ve

osteoblastlar dstrojen, D vitamini ve sitokin reseptorlerini uyarabilir (221).

1.2.15.2. Osteositler

Osteositler kemige gomiilii olarak kalsifiye kemik matriksinde yer alirlar.
Kemigin i¢inde osteositler yogun miktarlarda gozlenebilirler (125). Olgunlasan
kemik matriksinde hapis kalan osteoblastlar osteositleri olusturur. Osteositlerin bol
miktarda mikrofilamentlerce zengin hiicresel uzantilar1 bulunur. Osteosit uzantilari
diger osteositlerle ve kemik yiizeyinde yer alan diger hiicre uzantilariyla iliskidedir
(43). Kalsifikasyon sirasindaki matriks formasyonu esnasinda osteosit uzantilarinin
olusturdugu kanalikiiller ag ©Onemli bir rol oynarken, kemik rezorbsiyonunda

osteositler kemik mineralleriyle birlikte rezorbe olurlar (125).
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1.2.15.3. Osteoklastlar

Osteoblastlar kemik matriksi depolarken, osteoklastlar tam ters bir gorev
istlenerek kalsifiye kemik ve kikirdagi rezorbe eder. Osteoklastlar, 3 ila 20 cekirdek
iceren cok c¢ekirdekli biiylik hiicrelerdir (168). Bu hiicreler bol miktarda golgi aygiti,
mitokondria, vakoller ve lizozomlar icerir (187). Osteoklast Oncii hiicreleri kana
monosit olarak karisir, kemik rezorpsiyon bolgelerinde toplanarak birbirlerine yapisir

ve ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlar1 olusturur (187).

Osteoklastlar yiiksek hareket kabiliyetine sahip hiicrelerdir. Bunu kemige
yapismasini veya serbest hareketini saglayan aktin hiicre iskeletine bor¢ludur (110).
Aktin yap1 osteoklastlarin podozomal yapilarim1 aktive ederek kemik matrikse
tutunmasini saglar (91). Bu tutunum ise osteoklast gociine, yapismasina ve kemik

rezorpsiyonuna izin verecektir (36).

Osteoklastlarin  baglica karakteristik 0zelligi membran yiizeyinin tirtikli
goriiniimii (Ruffled Border) ve yine yiizeydeki diiz alanlarinin (Clear Zone) varligidir
(187). Diizensiz sinir, kemik yiizeyine komsu bélgede derin parmaksi uzantilardan
olusur (187). Diizensiz s takiben goriilen diiz alanlar ise sitoplazmik organel
icermez (201, 207). Bu diiz alanlar osteoklast1 kemige baglayarak, diizensiz sinir ve

kemik yiizeyi arasinda olusan iliskiyi ¢cevreden izole eder (187).

Osteoklastik kemik rezorpsiyonu inorganik mineral igerigin c¢oziilmesini
(Asidik mikroortam) ve protein matriksin parcalanmasini (Proteaz faaliyeti) igerir.

Kemik demineralizasyonu, osteoklastlarin demineralize edici asit ve kalsiyum
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selasyon iyonlar1 salgilamasiyla gergeklesir (113). Demineralizasyonu takiben
osteoklastlar sindirim vesikiil ve vakollerindeki asit hidrolazlar1 salgilayarak matriks
parcalanmasim1  saglar (168). Osteoklastik faaliyet ‘“tartrate resistant acid
phosphatase” (TRAP) enzim artis1 ile Olciilebilir. Bu enzim kollagen yikimini

saglayan yiiksek aktiviteli oksijen radikallerinin iiretiminde gorev alir (207).

1.2.16. Osteopontin (OPN)

Osteopontin (OPN) aspartik asitten zengin yiiksek oranda fosforolize ve
glikolize salgisal bir proteindir (54). Young ve ark. tarafindan 1990 yilinda tarif
edilen OPN asidik, hidrofilik ve negatif yiilk yogunluguna sahip bir molekiildiir
(232). Ca* baglayict motifi hidroksil apatit kristalleri ile birlesebilecek oranda
yiiksek afiniteye sahiptir (68). Insanda gen diziliminin 4q13 kolunda bulunan OPN 7
ekzon ve 6 introndan olusur (231). OPN baslica kemikte gozlemlenmesine ve
osteoblast ile osteoklastlarca sentezlenmesine karsin makrofaj, endoteliyal hiicreler,
diiz kas hiicreleri, aktif T lenfositler, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK), epitel ve timor
hiicreleri tarafindan da salgilanir (127). OPN; biyomineralizasyonda, yangida,
distrofik kalsifikasyonda, yara iyilesmesinde, graniilomatdz olusumlarda, fibrozisde,
nitrik oksitin diizenlenmesinde, tiimoral metaztazda ve hiicre canliligim1 korumada
rol alir (127). Mineralize dokularin ekstraseliiler matriksinde, yangi aninda
ekstraseliiler sivida bulunur. Buna gére OPN kemik ve bobreklerde en cok bulunsa
da epitelyel ortii hiicrelerinin ¢ogu bu proteini salgilar (55). OPN en cok tiikiiriik, siit
ve safrada bulunur. Bobreklerdeki gorevi nitrik oksit sentazin (NOS) diizenlenmesi

ve iiriner kalsiyum oksalat birikim inhibisyonudur (228).
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OPN salgisinin arttig1 bazi hastaliklar agagidadir:

e Kanser (205)

® Arteryal restonoz (148)

e Arteryoskleroz (65)

e Native valvuler stenoz (176)

¢ Bioprostetik valvuler stenoz (149)
¢ Renal tubulointerstiyal fibroz (67)
® Miyokart enfarktiisii ( 135)

e Fel¢ (59)

e Sarkoidoz

¢ Graniillomlar

e Tiiberkiiloz (28, 141)

¢ Nefrolitiyaz (129)

2.2.16.1. Osteopontin Yapisi

Osteopontin proteinin yapisinda (Ek 3) avB3, avBl, avB5, a5B1, a8B1
reseptorleri ile baglanabilen RGD (arginin-glisin-aspartat) motifi bulunur (93). RGD
en Onemli integrin baglayict kompleks olarak da bilinir. Ayrica SVVYGLR (serin-
valin-valin-tirosin-glutamik asit-16sin-arginin) motifi a9p1 reseptorii ile iliskidedir
(229). Bu baglamlar ancak OPN trombin ile kesilirse aciga ¢ikan serbest uglar
vasitasiyla olur. Trombin ile ayrismasi degisik serbest uglar1 agiga cikarirken,
kemotaktik fonksiyonel fragmanlarin iiretimine katkida bulunur (55). Losin-prolin-

valin (LPV) inhibitable N-terminal ucu da a4f1 reseptorii ile iliskidedir. Bu reseptor
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iliskisi tam olarak kesinlestirilmemistir (10). Ayrica CD44 transmembran protein
OPN reseptorii olarak adlandirilsa da, bu iliski de tartisilmaktadir. Fakat degisik
isoformlarin degisik etkilesim oOzellikleri vardir. Standart form CD44 etkilesim
gostermez. CD44v3-v6 tiimor hiicrelerinde OPN iligkisi ile yapisma ve gog
gostermektedir (217). Bunu B1 integrinlerinin yardimiyla yaptigr diisiiniilmekle
beraber kesin mekanizma belli degildir (93). Ayrica heparin baglayici diger iki uc
OPN-ekstraseliiler matriks (Ecm) iliskisini diizenler. Bu uc¢ kollagen, osteokalsin ve
fibronektine dogrudan baglanma ozelligi gostermektedir (68). Bunlara ek olarak
OPN vyapisinda poliaspartat iceren (pAsp) motif ile CA** baglayict u¢ da
bulunmaktadir. Bu motifler OPN’nin yiiksek bir afiniteyle hidroksil apatit

kristallerine baglanmasini saglar (68).

1.2.16.2. Osteopontin Ekspresyonunun Diizenlenmesi

OPN ekspresyonunun diizenlenmesi tam olarak anlasilamamistir. D vitamini
cevabi, interferon uyarici elementler, glukokortikoidler, piirinden zengin dizilim
OPN’yi uyarir (53, 157, 106). Onciil yangi sitokini olan nitrik oksit (NO) ve
endotoksin de makrofaja etkiyerek OPN yazilim ve ekspresyonunu artirir (73). IL-
1B, IL-2, TNF-a, PDGF gibi sitokinler protein kinaz C’ye etkiyerek OPN
transkripsiyonunu saglar (53, 157, 234). Ayrica anjiotensin 2, TGF-p, hipoksi,
hiperglisemi de OPN’nin diizenlenmesini hizlandirir. (84, 163, 185, 194). Vaskiiler
kalsifikasyon iiretiminin artmasinin ektopik kalsifikasyonu Onleme cabasindan
oldugu sanilmaktadir (216). Osteoklast kaynakli OPN hidroksilapatit formasyonunu

inhibe eder ve iiriner kristalizasyonu kontrol eder (219, 220).
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1.2.16.3. Osteopontinin islevleri

1-Yangi:

Makrofaj ve T hiicreleri i¢in onemli bir kemoatraktan olan OPN yangi aninda
baslica makrofaj, aktif T hiicreleri, epitel ve endotel hiicreler ile diiz kas hiicrelerince
salgilanir (127). Bu kemoatraktan oncii yangi etkisi makrofaj ve T hiicrelerinin
etkilesimini saglar ve onlar1 modiile eder (66, 94, 135, 156). Bu islem ayrica diger
sitokinlerin makrofaj kemotaksisine (MMP diizenlenmesi vasitasiyla) de etki etmis
olur. OPN’nin bu 6zelligine ETA-1 etkisi de denir (5, 154). Bu etki cercevesinde
OPN, integrin ve CD44 ile etkileserek TH1’i aktiflerken TH2’yi inhibe eder ve
makrofajlardaki OPN-integrin etkilesimi ile TH1’in IL-12, IL-2, IL-3, IFN-y ve
GM-CSF salimimi saglar (5, 115). Ayn1 hiicrelerde yine CD44-OPN etlilesimi, LPS
ve IFN-y uyarimiyla aktiflenen TH2 hiicrelerinin IL-10 ve IL—4 salimin1 6nler (115).
Ayrica OPN makrofaj CD3 reseptoriiniin IFN-y ile etkilesimini artirarak veya CD40
ligandlarina T hiicrelerinin etki etmesini saglayarak IL—12 salimini kontrol eder (55).
Sonug olarak yanginin ge¢ doneminde OPN’nin TH1 etkisi B lenfositlerince IgG2a
salgilanmasini saglar ve hiicre i¢i patojenlerin Oldiiriilmesi ile organa 6zgii bagisiklik

gerceklesmis olur (115).

Ayrica, yapilan bazi fare calismalarinda OPN B lenfosit direkt etkilesiminin

IgM, IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3 salimini sagladig goriilmiistiir (13, 89, 111, 158).

Gecikmis tip hipersensitivite reaksiyonlarinda ise OPN rolii tam

netlesmemistir. Bir ¢alisma OPN’den yoksun farenin herpes simplex ve listeria
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monocytogenes enfeksiyonuna daha hassas oldugunu gosterirken bir digeri fark

bulamamustir (5, 18).

Ozetle in vitro ¢alismalar, OPN’nin makrofaj yapismasim diizenledigini (66,
140); gociinii sagladigin1 (66, 140, 180); reaktif oksijen radikallerini kontrol ettigini
(88); sitokin salintmin1 ayarladigini (5, 142); makrofaj farklilasma safthasinda gorevli
oldugunu (47) ve fagositozda rol aldigin1 (130) gosterir. Son yillarda yapilan in vivo

caligmalar da bu sonuglar1 desteklemistir (114, 152, 233).

2-Biyomineralizasyon

OPN kemik ve dis yapisinda biiyiik oranda bulunan en énemli non-kollagen6z
proteinlerdendir. Biyomineralizasyondaki baslica gorevleri asagida siralanmistir

(69):

¢ Kemik hiicrelerinin yapigsmalarinin diizenlenmesi
¢ Osteoklast fonksiyonun diizenlenmesi

e Matriks mineralizasyonun diizenlenmesi

Kemik olusum ve remodelasyonunda OPN kemik ekstraseliiler matriksinde
artar (23, 54, 128). Fakat yapilan fare caligmalarinda OPN yoklugunda da kemik
olusum ve gelisiminin gozlendigi goriilmiistir (114, 166). Buna dayanarak
arastiricilar bu sathalarda OPN’nin gérevini kemikte bulunan diger non-kollagenoz
proteinlerin tamamladigini belirtmektedirler (69). Fakat OPN kemik remodelasyonu

icin 6neme sahiptir (70, 198, 230). OPN aspartat ve fosforalize serin uglariyla
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mineralize dokuda kalsiyum fosfat kristallerine baglanir ve kristal biiylimeyi inhibe
eder (86, 87). OPN mineralize tutunma i¢in fosforalize olma zorunlulugu bulunmakta
ve bu ekstraseliiler fosfat ve kinazlar sayesinde kontrol edilmektedir. Bu serbest
molekiiller OPN’yi fosforalize ederek rezorbsiyonu hizlandirir. Hizlanan rezorbsiyon

ise fosfataz enzimiyle kontrol edilir (55).

OPN kemik rezorbsiyonu 2 asamalidir:

e CD44 (Hyalarunik asit reseptorii) ve avp3 reseptorii ile kemige osteoklasti
baglar (72, 162, 169).

e Kemik rezorpsiyonunu ayni integrin vasitasiyla diizenler (34, 35, 36).

OPN’nin rezorbsiyon etkisi ve birikimi distrofik kalsifikasyonlarda da
karsimiza c¢ikar (52). Bu etkinin diiz kas hiicreleri, endotelyal hiicreler ve makrofajlar
tarafindan saglandig diisiiniilmektedir. Ozellikle kalsiyum oksalat kristalleri iizerine
olan inhibisyon etkisiyle kristal retansiyonunu bozarak, kristal olusumunu kontrol
ettigi diistiniiliir (99, 127). OPN kalsiyum oksalat kristalizasyonunu monohidrat
formdan dihidrat forma yoOnlendirerek veya kristal yiizeye etkiyerek kristaldeki
kimyasal ve spesifik reseptorelerin etkilesimini azaltarak kristalin yapigsmasini inhibe
ettigi  diisiinilmektedir (99). Boylece OPN, mineralize dokularda distrofik
kalsifikasyon icin Oncii bir diizenleyici olup yangiyr sekillendirir (69). Artis

gosterdigi kalsifikasyon patolojileri asagida siralanmustir:

e fleri arteriosklerotik lezyonlar (65)

e Uriner taslar (102)
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¢ Basarisiz native ve gluter aldehit korumal1 bioprostetik valfler (149, 176)
e Bobrek taslar1 (129)

¢ Dental plak (97)

¢ Pilomatrikoma (82)

e Kalsifikasyon iceren tiimorler (12)

3-Hiicre Canliligint Koruma

OPN hiicre canliligin1 korur ve hiicrelerin apoptoza girmesini engeller (127).
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, pro-B hematopoetik hiicrelerde, endoteyal ve
epithelyal hiicrelerde anti-apoptik faaliyetini gosteren calismalar vardir (46, 119,

152, 165). Fakat OPN’in anti-apoptik faaliyetinin kesin mekanizmasi belli degildir.

4-Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Diizenlenmesi ve Kanser

OPN makrofajlarda ve renal tiibiiler epitel hiicrelerde nitrik oksit sentaz
enzimini inhibe eder (88, 167). OPN geni c¢ikartilmis farelerde yapilan calismalarda
NOS artmis, nitrotirosin artiklar fazlalasmis ve histolojik zarar daha da artmistir
(146). NO makrofajlar tarafindan salgilanan ve 6zellikle tiimor hiicrelerinde etkili bir

salgidir (48).

5-Yara Lyilesmesi ve graniilomatéz olusum

OPN doku iyilesmesi gorevi baslica skatrisyel iyilesme ve fibrozisde karsimiza

cikar (139, 235). Bu etkinin makrofajlarin infiltrasyonunu ve TGF- [ salgisin
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arttirdigi icin oldugu diisiiniilmektedir (152). Son caligmalar fibroz doku gelisiminde
OPN’nin direkt etkisi de olabilecegini gostermektedir (116, 161, 190). Bu etki
OPN’nin fibroblastlar i¢in kemotaktik olmasi, proliferasyonunu arttirmast ve MMP
tiretimini diizenlemesinden kaynaklanir. MMP iiretimiyle de ekstraseliiler matrikste

hiicre go¢iinii kolaylastiracaktir (127).

Ayrica OPN, makrofaj ve anjiyojenik endotel hiicrelerince yara iyilesmesi
(135) ve biyomateryalle iyilesmenin (69) graniilasyon sathasinda da salgilanir.
Anjiyojenik endotel hiicrelerindeki OPN gorevi muhtemelen yeni kapiller olusum
esnasinda endotel gociinde ve canliligin devam etmesinde faydalidir (69). OPN
eksikligindeki yangi diizeninde, yara kapanmasi gerceklesse de daha fazla atik hiicre
aciga c¢ikmis, matriks organizasyonunda azalma ve kollagen fibrillogenezisinde
bozuklular gozlenmistir. Bu yangi diizeni, OPN’in makrofajlar1 avB3 reseptorii ile

baglayarak fagositoz yapmalarina (61) ve MMP diizenlenmesine dayanmaktadir (22).

Doku yangisi, biyomineralizasyon, hiicre canliligin1 koruma ve yara
iyilesmesinde gorevleri bulunan OPN proteini kronik yangili seyir gosteren ve kemik
ile periodontal cevre dokular ilgilendiren hastalik olan kronik periodontitiste de
onemli rol alir. OPN'nin yapilan diseti olugu sivisi ¢alismalariyla kronik periodontal
hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecek Onciil yangi sitokini olabilecegi
belirtilmistir (97, 178). Boylelikle OPN polimorfizmi toplumda kronik periodontitise
yatkinlik yaratabilecek risk faktorlerinden biri olabilir. Bugiine kadar periodontal
hastaliklarda OPN +8090 C/T polimorfizmini inceleyen yaymnlamis herhangi bir

calismaya rastlanilmamaktadir.
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Insandaki OPN gen bolgesi 4. kromozomun uzun kolunda lokalize olup 6
intron ve 7 ekzondan olusarak 300 amino asit iceren ve 34 kDa’lik molekiiler agirhiga
sahip proteinin sentezini saglar (184). OPN geninin 6. ekzonunda yer alan +8090 C/T
polimorfizmini Iwasaki H. ve ark. (90), Niino M. ve ark. (145) ile Hensiek A.E. ve
ark. (81) calismalariyla incelemislerdir. Bu arastirmalardan Niino M. ve ark. (145)
yaptig1 ¢calismada Japon 1rkina ait 116 hastadan olusan multiple skleroz grubu ile 124
adet kisiden olusan kontrol grubu karsilastirilarak OPN +8090 C/T polimorfizminin
etkinligini saptamislardir. Benzer sekilde kronik yangili hastalik olan kronik
periodontitiste de olas1 genetik iligkiyi saptamak muhtemel olabilir. Calismamizda
Tiirk toplumunda OPN +8090 C/T polimorfizmini kronik periodontitisli hastalarda
incelenerek osteopontin genotip dagilimi ile allel siklig1 belirlenecek ve genotip-

fenotip iliskisi saptanmaya caligilacaktir.



BOLUM II

2.1. GEREC VE YONTEM

2.1.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Belirlenmesi

Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’'ne cesitli dental sikayetler ile
basvuran 50 adet periodontal saglikli kriterlerine (117) uygun birey ile 50 adet kronik
periodontitisli (4) birey arastirmaya dahil edilmistir. Hastalar, Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu'nun 16.09.2003 tarih ve 03-9/28 sayili karar ile

asagida belirlenen kriterlere gore se¢ilmislerdir. Bu kriterler :

¢ 30 yas ve iistii olmak,

e Agizda en az 20 disin bulunmasi,

¢ Periodontal herhangi bir sebepten dolay1 dis kaybetmemis olmak
¢ Diabetes mellitus hikayesi bulunmamak

¢ Antibiyotik proflaksisine gerek duyulmamak

¢ Hamilelik ve laktasyon doneminde olmamak

¢ Antienflamatuar ilaglar1 kronik olarak kullanmamak

¢ Hepatit veya HIV hikdyesi bulunmamak

e Sigara ve benzeri kullanmamak
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Klinik muayenede, radyografik inceleme ve hasta hikayesi degerlendirmeleri
yapildi. Periodontal hastalik ve bu hastaligin ailesel kalittm ile olan iliskileri
hakkinda bilgilendirilen hastalara yapilmasi diisiiniilen arastirma ve olas1 sonuclari
anlatild1. Bilgilendirilen hastalar “Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik
Kurulu” standartlarinca hazirlanmis “Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu” nu (Ek

1) okuyarak, imzal1 onaylar1 alind1 ve arastirmaya dahil edildiler.

Hastanin adi-soyadi, yasi, cinsiyeti, telefon numarasi, adresi, protokol numarasi
ve sistemik hastalik bakimindan durumu ile ilgili hasta takip formlar1 ¢alismaya

katilan tiim bireyler tarafindan dolduruldu.

Calismaya katilan kronik periodontitisli grubun gerekli acil miidahaleleri
tamamlandiktan sonra tedavi dncesinde ve takip eden 1., 3., 6. aylardaki periodontal

durumlar1 asagida belirtilen klinik parametreler kullanilarak saptandi (Ek 2).

2.1.2. Klinik Parametreler

Hastalarin periodontal durumlarinin degerlendirmesinde kullanilan periodontal

klinik parametreler sunlardir:

Sondalanan Cep Derinligi (SCD): Hastalarin tim dislerinin mezial, mid-
bukkal/mid-labial, distal, = meziopalatinal/mezio-lingual, mid-palatinal/mid-lingual

ve disto-palatinal/disto-lingual olmak iizere 6 bolgesinden, Williams sondasi
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(PWDL—S)(m ile milimetrik olarak, diseti kenarindan cebin en derin noktasina kadar

olan mesafe olciilerek SCD degerleri kaydedildi.

Sondalamada Kanama Degeri (BOP,Ainamo &Bay,1975): Cep taban1 ve cebin
yanglt durumunu saptamak amaciyla hasta bireylerin tiim dislerinin mezial, mid-
bukkal/mid-labial, distal, meziopalatinal/mezio-lingual, mid-palatinal/mid-lingual ve
disto-palatinal/disto-lingual olmak iizere 6 bolgesinden cep derinligi ol¢iimiinden 30
saniye sonra sulkusta kanama olup olmamasina gore degerlendirme yapildi. Elde

edilen degerler tiim agiz i¢in % olarak hesapland.

Klinik Atasman Seviyesi (KAS): Hastalarin tiim diserinin mezial, mid-
bukkal/mid-labial, distal, meziopalatinal/mezio-lingual, mid-palatinal/mid-lingual ve
disto-palatinal/disto-lingual olmak {iizere 6 bolgesinden, Williams periodontal
sondast (PWDL-8)MM jle milimetrik olarak, periodontal cep tabani-mine sement
sinirt - arast  mesafe Olciilerek klinik atagsman seviyeleri saptandi. Protetik
restorasyonlu, subgingival alana veya mine-sement sinirina uzanan restorasyon ve
clirik bulunan dislerdeki mine-sement sinir1 ise komsu disler referans alinarak

belirlendi.

Plak Indeksi (O’Leary T.J., 1972): Hastalarin agiz bakimi durumlarini
belirlemek ve motivasyonlarint degerlendirmek amaciyla hastalarin tiim dislerinin
bukkal, lingual ve palatinal olmak iizere 2 bolgesinden % 10’luk bazik fusin boya ile
disler boyandiktan ve agiz ¢alkalandiktan sonra dis yiizeyinde plak olup olmamasina

gore degerlerler kaydedildi. Elde edilen degerler tiim agi1z i¢in % olarak hesaplandi.

MHy-Friedy, 3232 N.Rockwell, Chicago, IL 60618-5982, A.B.D. (www.hu-friedy.com)
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Hastalara uygulanan tiim klinik ol¢iimlerde 3. molar disler degerlendirilmeye

alinmadi.

2.1.3. Hastalarin Tedavi Protokolii

Baslangi¢c seasinda gerekli Olc¢iimler yapildiktan sonra, ultrasonik alet
kullanilarak tiim agza dis ylizeyi temizligi yapildi. Bireylere Modifiye Bass fircalama
teknigi ve ara yiiz temizligi model {iizerinde anlatildi. Bunu izleyen haftalik
seanslarda, lokal anestezi altinda Universal ve Gracey Kkiiretler kullanilarak, her
kuadrantta gozle goriilen ve diiz sondla hissedilebilen eklenti kalmayana kadar kok
yiizeyi diizlestirmesi yapildi (30, 33). Haftalik seanslarda, bireylerin fircalama ve ara
yiiz temizligi uygulamalar1 kontrol edildi. Kok yiizeyi diizlestirmesi islemleri, sag iist
yarim ¢eneden baslayarak sag alt yarim ¢enede sonlanacak sekilde saat yoniinde bir
sira izlenerek 4 seansta tamamlandi. 1., 3., ve 6. aylardaki kontrol seanslarinda
hastalara ultrasonik alet ile dis yiizeyi temizligine ek olarak polisaj islemleri yapildi
ve agiz bakimi uygulamalar1 kontrol edildi. Hastalarin kontrol seanslar
tamamlandiktan sonra ise gerekli goriilen bolgelere cerrahi periodontal tedaviler

uygulandi ve hastalarin takibine devam edildi.
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2.1.4. Analizlerde Kullanilan Gerecler

2.1.4.1. Laboratuvar Cihazlari

1- Termal Karistirict (Thermomixer)

Sekil 1. Thermomixer Comfort *

2- Elektroforez Gii¢ Kaynagt

Sekil 2. EC 105"

*Eppendorf North America Inc., One Cantiague Road, P.O. Box 1019, Westbury, N.Y., A.B.D.
(www.eppendorf.com)

*E-C Apparatus Corp., 100 Colin Drive, Holbrook, NY, A.B.D. (www.savec.com)
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3- Elektroforez Tanki

Sekil 3. B2!

4- PCR Aleti (Thermalcycler)

Sekil 4. Perken Elmer GeneAmp PCR System 9700

Towl Separation Syst., 55 Heritage Avenue, Portsmouth, NH 03801, A.B.D. (www.owlsci.com)
TApplied Biosys., 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404, A.B.D.

(www.appliedbiosystems.com)
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5- UV Goriintiileme Cihazi

Sekil 5. In-Genius®

6- Santrifiij Cihazt

Sekil 6. Mikro 22 R*

$Syngene, Beacon House, Nuffield Road, Cambridge, CB41TF, ingiltere (www.syngene.com)

$Hettich GmbH & Co. KG, Féhren str. 12, D-78532 Tuttlingen, Almanya (www.hettichlab.com)
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7- Mikropipet

0.5-10 pl*
5-50 pl (Finnpipette®)*
20-200 pl (Biohit Proline®)™

100 -1000 pI*

Sekil 7. Mikropipet

*Eppendorf North America Inc., One Cantiague Road, P.O. Box 1019, Westbury, N.Y., A.B.D.
(www.eppendorf.com)

*Thermo Elelectron Corp., 1601 Cherry Street, Suite 1200 Philadelphia, Pennsylvania 19102, A.B.D.
(www.thermo.com)

#solab Inc., Drawer 4350, Akron, OH 44321, A.B.D.
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8- Vorteks

Sekil 8. Reax Top!!l

qH[Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Walpersdorfer Str. 12, D — 91126, Schwabach, Almanya

(www.heidolph-instruments.de)
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2.1.4.2. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

1- Tris- Borat (The) TamponuH

Stok ¢ozeltisi (10x)

0.89 M Tris-Borate
0.02M EDTA
pH 8.3

2- Pcr TamponuT

Stok Cozeltisi (10x)

15mM/1 Tris HCL (pH 8.0)

50mM/1 KCl

Cat. No. N808-0156

Lot. No. F14368

TTSigma Chemical Corp., PO Box 14508, St. Louis, MO, A.B.D. (www.sigmaaldrich.com)
TApplied Biosys., 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404, A.B.D.

(www.appliedbiosystems.com)
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3- Tampon BI**

10 ml (pH 7.4)

Lot No. PAF0016497

4-Tampon B2**

12.5 ml (pH 7.4)

Lot No. PAF0017785

5- Tampon B5**

20 ml (pH 7.4)

Lot No. PAF0018233

6- Tampon BW**

30 ml (pH 7.4)

Lot No. PAF0016623

**Macherey-Nagel Inc., 6 South Third St., Suite 402 Easton, PA 18042, A.B.D. (www.mn-net.com)
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7- Proteinaz K (Liyofilize )**

75 mg.

Lot No. P05345

8- Proteinaz Tamponu™®*

8ml (pH 7.4)

Lot No. PAF0019081

Sekil 9. DNA ekstraksiyon solusyonlari

2.1.4.3. Kitler

Nucleospin® DNA Blood Minikit

Tam kan Srneklerinden DNA elde etmek icin Nucleospin® DNA Blood Minikit**

kullanilmustir.

**Macherey-Nagel Inc., 6 South Third St., Suite 402 Easton, PA 18042, A.B.D. (www.mn-net.com)
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2.1.4.4. Sarf Malzemeleri

1- Tiipler

8-10 cc (1,8mg/ml EDTA) Vacuette vakumlu tiip**

NucleoSpin® Kan Ornek Kolon Tiipleri**

Eppendorf tiipleri

Sekil 10. Vacuette vakumlu tiip

2- Mikropipet Uglarl###

10 pl (Filtreli)
100 pl (Filtreli)
200 pl (Filtreli)

1000 pl (Filtreli)

#Greiner Bio-One, Inc., 1205 Sarah St., Longwood, FL 32750, A.B.D. (http://greinerbiooneinc.com)
**Macherey-Nagel Inc., 6 South Third St., Suite 402 Easton, PA 18042, A.B.D. (www.mn-net.com)

###BiOSphere Medical Inc., 1050 Hingham Street, Rockland, MA 02370, A.B.D.
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3- Mikro AMP PCR Tiipleri'

200 pul hacminde, 8’ 1i gruplandirilmis, ince duvarl plastik tiipler kullanilmistir.

Sekil 11. Mikro amp PCR tiipleri

4- Igne Uclan

Sekil 12. Vacuette 21G igneler™

"Sarstedt AG & Co. KG, Rommelsdorfer Strafe, Postfach 122051582, Numbrecht, Almanya

#Greiner Bio-One, Inc., 1205 Sarah St., Longwood, FL 32750, A.B.D. (http://greinerbiooneinc.com)
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2.1.4.5. Diger Maddeler

1- Agarozﬁ

2- Tag DNA Polimeraz Enzimi'

Cat. No. N808-0156
Lot. No. F14368

3- Primerler™

5-TACCCTGATGCTACAGACGAGG-3"  (F)

3-CTGACTATCAATCACATCGGAATG -5 (R)

4- DNTP®®

10 mM

"'Sigma Chemical Corp., PO Box 14508, St. Louis, MO, A.B.D. (www.sigmaaldrich.com)

TApplied Biosys., 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404, A.B.D.
(www.appliedbiosystems.com)

inagen Inc., 28159 Avenue Stanford, Valencia, CA 913555, A.B.D. (www.qiagen.com)

$¥Promega Corp., 2800 Woods Hollaw Poad, Madison, WI 53711, A.B.D.
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5- MgClL'

25 mM/1.5 ml
Cat. No. N808-0156

Lot. No. F14368

6- Boy Standarti; 50 Bp DNA Ladder™®

0.34 pg/ul
Cat. No: G4521

Lot. No. 193544

7- Alu I Restriksiyon Endoniikleaz***

5'AGCT 3

10w/ Wl
Cat. No. RO137L

Lot No. 73

TApplied Biosys., 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404, A.B.D.
(www.appliedbiosystems.com)
§’%Promega Corp., 2800 Woods Hollaw Poad, Madison, WI 53711, A.B.D.

***New England Biolabs Inc., 32 Tozer Road, Beverely, MA 01915-5599; A.B.D. (www.neb.com)
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8- 10X Reaksiyon Soliisyonu™**

Cat. No. RO137L

Lot No. 73

***New England Biolabs Inc., 32 Tozer Road, Beverely, MA 01915-5599; A.B.D. (www.neb.com)
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2.1.5. Periferik Kan Orneklerinin Toplanmasi

Hasta ve kontrol gruplarinin klinik ve radyografik degerlendirmeleri
tamamlandiktan sonra, bireylerden DNA ekstraksiyonunu gerceklestirmek amaciyla
2 cc periferik kan alindi. Kan alimi i¢in Vacuette 21G igneler ve EDTA’l1 (1,8mg/ml
EDTA) Vacuette vakumlu tiipler kullanildi. Kan ornekleri, -40 °C'da DNA
ekstraksiyon islemleri baglayana kadar muhafaza edildiler. Alinan kan orneklerini

saklayan tiiplerin {izerine her hastanin kendi kodu islendi.

2.1.6. DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA’lar hastalardan alinan kan Orneklerinden, 50 testlik

Nucleospin® Blood gen kitleri kullanilarak elde edildi. Kit icerigi asagidaki gibidir:

e Tampon B1 ( B2 solusyonuyla karistirilarak B3 solusyonunu olusturur.)
e Tampon B2 ( B1 solusyonuyla karistirilarak B3 solusyonunu olsturur.)
e Tampon B5

e Tampon BW

¢ Proteinaz K (Liyofilize)

¢ Proteinaz tampon

e NucleoSpin® Kan Ornek Kolon Tiipleri

¢ 2 ml toplama tiipleri

Genomik DNA’ya ulagmak i¢in uygulan DNA ekstraksiyon yontem asamalari

asagidaki gibidir.
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e Oncelikle kan 6rneklerinin lizisi sagland. Islem:

Oda sicakligina getirilen kan 6rneklerinden pipet yardimiyla 200 pl alinarak 28
ul proteinaz K ile karigtirildi. Daha sonra ise 72 “C’ye 1sitilan tampon B3 soliisyonu
bu karisima eklenerek karisim vortexlendi ve 25-30 dk. siireyle thermomixer
araciligiyla enkiibe edildi. Bu islem kandaki proteinleri parcalayarak genomik
DNA’nin agiga cikmasini saglayacaktir. Enkiibasyon siiresince karisim c¢alkalandi

(300 rpm).

® 210 pl etanol uygulanarak, DNA’nin ¢okmesi saglandi. Etanolle karisim

vortekslendi ve 5 dk beklendi.

e Coken DNA, pore iceren ve sadece belli biiyiikliikteki molekiillerin
gecmesine izin verebilen NucleoSpin® kan 6rnek kolon tiiplerine yiiklenerek 12.000
rpm de 1dk boyunca sanrifiije edildi. Boylece kimyasal olarak silika filtre membrana

takilan niikleik asit molekiilleri kanin diger elemanlarindan ayrilmis oldu.

e Silika filtre membran once 500 pul Tampon BW soliisyonuyla yikanarak 1dk
boyunca 12.000 rpm’de santrifiije edildi. Sonra membran tekrar 600 pul Tampon B5
soliisyonuyla yikanarak 1 dk boyunca santrifiije edildi. Bu yikama islemlerinin amaci

tamamen membran iistiinde saf DNA’y1 elde etmektir.

e Membran daha sonra santrifiij aletinde 3 dk boyunca 14.000 rpm’de

cevrilerek ortamda arta kalan etanol de uzaklagsmis oldu.
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e Membrana daha sonra 72°C’de 1sitilmig 150 ul tampon BE soliisyonu
eklenerek karisim 1 dk boyunca enkiibe edildi. Daha sonra karistm 1dk boyunca
10.000 rpm de santrifiijje edilerek kimyasal olarak tutunan DNA membrandan
uzaklasti ve DNA saklama cozeltisiyle (Tampon BE) beraber +4°C’de saklanmak
tizere elde edildi. Bu islem sonucunda genomik DNA c¢ift iplikli (Ds DNA) olarak

goriilecektir.

2.1.7. Jelin Hazirlamis1 ve Kantitasyon Islemi

Periferik kanda elde edilen DNA’larin kontrolii i¢in kullanilacak olan %1°lik
jel [10 ml. Tris Borate EDTA (TBE Tamponu) x 1 gr. Agaroz] karisimi erlen igine
hazirlandi. Mikrodalga firin (Beko, Tiirkiye) vasitasiyla 700 watt giicte karisim
beyazlasana, yani agarozun tampon icerisinde eriyene kadar kaynamasi saglandi.
Agaroz, tampon ic¢inde iyice kaynayip eriyince iizerine 10 pl etidyum bromid
eklendi. Agarozun icine eklenen etidyum bromiir (EtBr) boyasi, DNA'nin baz c¢iftleri
arasina baglanarak, ultra-viole (UV) 151k altinda DNA'y1 goriiniir hale getirmektedir

(1).

Hazirlanan jel, tablaya dokiildii ve donmasi beklendi. Donduktan sonra taraklar

cikartilarak jel tizerinde DNA'nin yiiklenecegi kuyucuklar elde edildi.

Jel, icerisinde TBE tampon soliisyonu bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. TBE tampon soliisyonunun amaci, elektrik akimini iyi iletmek ve jelin

1sinarak pargalanmasini engellemektir.
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Jelin yerlestirilmesi tamamlandiktan sonra, her bir kuyucuga, elde edilen DNA
yiiklendi ve caligma listesine not edildi. Kantitasyon i¢in jele mutlaka molekiiler
agirhik standardi olusturacak, bilinen agirlikli bir DNA o6rne8i kontrol olarak
konuldu. Bu kontrollere “DNA merdiveni” denir ve jelin en dis seridinde
yiriitiillirler. Buradaki amag, DNA veya PCR fiiriinlerinin baz uzunluklarinin

belirlenmesidir (197).

Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra elektroforez gii¢ kaynagi tarafindan
saglanan elektrik akimi acilarak DNA'nin ya da PCR iiriiniiniin jel {izerinde kogmasi
saglandi. UV 15181 altinda boya, dolayisiyla DNA goriiniir hale geldi. Jel
tamamlandiktan sonra UV cihazinda gozlenen DNA'larin fotograflar1 ¢ekildi ve

DNA merdiveniyle karsilastirma yapilarak kantitasyon saglandi.

2.1.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

+4°C’de saklanan ve elektroforez kontrolleri yapilmis olan genomik DNA’lar
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) islemine tabi tutularak hedef bolge olan
osteopontine 6zgii DNA’lar ¢ogaltildi. Osteopontine 6zgii DNA amplifikasyonu icin

kullanilan primerler ve PCR protokolii asagida belirtilmistir.

5-TACCCTGATGCTACAGACGAGG-3" B

3-CTGACTATCAATCACATCGGAATG -5 [R)

PCR islemi Immol genomik DNA, 25pmol forward ve revers primerleri, 1.5

mmol MgCl,, 1.0 U Amplitag Polimeraz, 15mmol/l Tris HCI (pH 8.0), 50 mmol/l
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KCIl ve DNTP’lerin (dGTP, dATP, dTTP, dCTP) her birinden 50mmol/l olacak
sekilde toplam 25 ul’lik karisimda gergeklestirilmistir. Bu PCR karisimi i¢in Pre-
PCR islemi 94 °C’de 10 dk., primerin baglanma 1s1s1 59 °C’de 45 dk., uzama 1sis1 72
°C’de 45 dk. ve final uzama islemi 72 °C’de 7 dk. olacak sekilde programla

yapilmustir.

Tablo 1. OPN (+8090) C/T polimorfizminde PCR islemi i¢in gerekli ana karisim

Ana Karistm Hacim (ul)
Genomik DNA 3
10X PCR Tampon 2.5
Tag DNA Polimeraz 0.2
MgCl, 1.5
DNTP 0.5
Forward Primer 1
Revers Primer 1
H,O0 (distile) 15
Toplam 25

PCR"1 yapilan hasta ve kontrollere ait iiriinlerin 5 pl’si %2'lik (10ml TBE
Tamponu x 2 gr Agaroz) etidyum bromiirlii agaroz jelde 102 mV (117 mA)’da
ayristirillarak tiiriinlerin varlign UV esliginde saptanmustir. Saptanan PCR {iriinii 252

bp’de goriiliir (Sekil 1).
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2.1.9. PCR Uriinlerinin Alu I Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesimi

OPN polimorfizmi Alu I enzim kesim bolgesindedir. Amplifikasyon sonrasi
kontrolii tamamlanmis olan 252 bp'lik PCR iiriinlerinden 8 ul, Alu I enziminden 0.5
pul ve 10X reaksiyon soliisyondan 2 pl alinarak olusturulan 20 pl final voliimlii
karisim 37 °C’de bir gece siiren Alu I (5' AGCT 3') restriksiyon endoniikleaz enzimi
kesimine tabi tutulmustur. Kesim iiriinleri %3’liik (10ml TBE Tamponu x 3 gr
Agaroz) etidium bromiirlii agaroz jelde 100mV (115 mA) akimda 60 dk.’da
ayristirilmis ve UV egliginde genotiplendirilmesi yapilmistir. Enzim kesimi sonucu
105+61+44+42 bp’deki alleller (CC) normal , 147+61+44 bp’deki alleller (TT)
mutant olarak bulunmustur. 147+105 bp’de goriilen alleller ise heterozigot olarak

kabul edilmistir (Sekil 1).

Tablo 2. OPN (+8090) C/T polimorfizminde restriksiyon endoniikleaz enzim kesim

islemi icin gerekli karisim

Hacim (ul)
H,O0 (distile) 9.5
10X Reaksiyon Soliisyonu 2
Alu I (Restriksiyon endoniikleaz) 0.5
PCR iiriinii 8
Toplam 20
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Sekil 13. UV goriiniim

1-105 bp CC homozigot

2-147 bp TT homozigot

3-105 ve 147 bp birlikteligi CT heterozigot

4-PCR fiiriinti 250 bp

5-DNA merdiveni (50 bp’lik)
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2.1.10. Veri Analiz Yontemleri

Calisma sonucunda klinik ve laboratuar kaynakli tiim verilerin ve hesaplanan
degerlerin istatistiksel analizleri, bilgisayar ortaminda SPSS 14.0 paket programi

kullanilarak yapildi.

Kronik periodontitisli ve saglikli bireylerin yaslariin karsilastirilmasi
bagimsiz iki grup t testi kullanilarak, cinsiyet degerlendirilmesi ise Pearson Ki-Kare

testi ve Fisher’s Exact Test kullanilarak yapildi.

Saglikli ve kronik periodontitisli gruplarin tiim ol¢timler icin KAS ortalama
degerleri, SCD ortalama degerleri, tiim agiz kanama ve plak yiizdeleri hesaplandi.
Gruplar aras1 analizler bagimsiz iki grup t testi kullanilarak degerlendirildi. Ayrica
cep ve atasman degerleri tedavi etkinligini incelemek icin s1g (x <3), orta (4< x <6)

ve derin (7<x) olmak iizere gruplara ayrildi.

Kronik periodontitisli ve saglikli bireyler icin osteopontin genotip ve allel
dagilim frekanslar1 belirlendi. Pearson Ki-Kare Testi kullanilarak gruplara gore bu
dagilim frekanslar1 aras1 fark olup olmadig1 ve genotip dagilimi ile cinsiyet arasi
iliski degerlendirildi. Ayrica ¢calismaya dahil edilen gruplar i¢cin Hardy-Weinberg

analizi yapilarak secilen gen havuzunun toplumdaki yansimasina bakildi.

Genotiplerin yarattig1 risk oranlart yani “odds ratio” degerleri ve giiven
araliklar1 lojistik regresyon analizi kullanilarak hesaplandi. Ayrica ayni analiz

yontemi ile yas ve cinsiyete gore gerekli diizeltmeler yapilarak genotip dagilim
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frekanslar1 yeniden belirlendi.

Genotip dagiliminin kronik periodontitisli bireylerin tedavisi iizerine etkileri

ise tekrarlayan Olctimler i¢in varyans analizi (ANOVA) yontemi ile degerlendirildi.



BOLUM III

3.1. BULGULAR

Calismamiza 44 erkek, 56 kadin toplam 100 birey katilmistir. Bu bireylerin 50
tanesi saglikli kontrol grubunu (K), 50 tanesi kronik periodontitis grubunu (KP)

olusturmuslardir.

Kronik periodontitis ve saglikli kontrol grubunun demografik o6zellikleri
bakimindan karsilastirilmast Tablo 3’de verilmistir. Gruplar arasinda cinsiyet
oranlart bakimindan istatistiksel fark ortaya cikmazken yas ortalamalar1 farklilik

tasimaktadir.

Tablo 3. Kronik periodontitis grubu ile saglikli kontrol grubunun demografik

ozellikleri

Kronik Periodontitis Saghkh Kontrol P
Yas
47.92+8.75 41.6%6.65 <0.001*
(Ortalama + Standart sapma)
Yas Araliklar
30-71 30-57

(Minimum - Maximum)

Erkek/Kadin 26/24 18/32 0.1
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Iki grup arasinda, sondalanan cep derinligi (SCD) ve klinik atasman seviyesi
(KAS) olgiimleri ile kanama ve plak yiizdelerini iceren periodontal parametreler

acisindan istatistiksel anlamli fark gozlemlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Kronik periodontitis ve saglikli kontrol gruplarinin klinik periodontal

parametreleri (Ortalama + Standart sapma)

Kronik Periodontitis Saghkh Kontrol P
SCD 3.75+0.82 1.3540.33 <0.001*
KAS 4.98+1.19 0.40+0.48 <0.001*
Kanama % 70.34+24.61 7.1249.45 <0.001%*
Plak % 77.67£23.14 12.83+9.26 <0.001*
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Kronik periodontitis ve saglikli kontrol gruplarin osteopontin (OPN) (+8090)

C/T genotip ve allel dagilimlar1 ve istatistiksel p degerleri Tablo 5’de verilmistir.

Genotip dagilimlar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunurken allel dagilimlar

arasinda fark bulunmamuistir.

Tablo 5. OPN genotip ve allel dagilimi

OPN (+8090) Kronik Periodontitis Saghkh Kontrol
C/T N(%) N(%)
CC 14(28) 16(32)
CT 24(48) 32(64)
Genotip*
TT 12(24) 2(4)
T pozitif** 36(72) 34(68)
T 48(48) 36(36)
Allel***
C
52(52) 64(64)
(Referans)

#y%=8.42, p=0.015

% 4%=0.19, p=0.663

#ky =) 95 p=0.86, OR: 1.64, %95 CI: 0.932-2.891
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OPN (+8090) CC genotip dagilimlarina gore (+8090) CT dagilimi ve (+8090)
TT dagilimlan istatistiksel karsilastirilmalar1 Tablo 6’de verilmistir. Buna gére OPN
(+8090) TT genotipinin kronik periodontitis grubunda saglikli kontrol grubuna

kiyasla anlamli olarak arttig1 bulunmustur.

Tablo 6. (+8090) CC genotip dagilimina gore (+8090) CT dagilimi ve (+8090) TT

dagilimi karsilastirilmasi

Genotipler
CC CT TT
(Referans)
Kronik Periodontitis
14 24 12
N: 50
Saghkh Kontrol
16 32 2
N:50
P - 0.7 0.02*
0.35-2.09 1.3-36.06
%95 CI (OR)
(0.85) (6.85)
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Tablo 5 ve 6’da istatistiksel anlamli gozlenen OPN (+8090) TT dagiliminin yas
ve cinsiyete gore diizeltilmis p ve odds ratio degerleri Tablo 7°de verilmistir. Yas ve

cinsiyete gore diizeltmeler yapildiginda da benzer anlamli sonuglar bulunmustur.

Tablo 7. OPN (+8090) TT dagiliminin yas ve cinsiyete gore diizeltilmis p ve odds

ratio degerleri

OR %95 CI P
Yas 1.12 1.05-1.20 <0.001*
Cinsiyet 1.86 0.72-4.80 0.19

(+8090) TT 12.48 1.99-78.25 0.007*
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Kronik periodontitis ve saglikli kontrol gruplart i¢in osteopontin (+8090) C/T
genotip-cinsiyet dagilimlar1 Tablo 8’de verilmistir. Sonugta genotip dagiliminin

cinsiyet lizerinde bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Tablo 8. Osteopontin (+8090) C/T genotip-cinsiyet dagilimi

OPN (+8090) Erkek Kadin
Genotip p
C/T N (%) N (%)
CC 7 (26.9) 7(29.2)
Kronik 0.25
CT 15 (57.7) 9 (37.5)
Periodontitis =275
TT 4 (15.4) 8(33.3)
CcC 5(27.8) 11 (34.4)
0.45
Saghkh Kontrol CT 13 (72.2) 19 (59.4)
=157
TT 0 (0.0) 2(6.3)




67

Aragtirmamizda incelenen kronik periodontitisli, saglikli ve toplam hasta
sayilarinin Hardy-Weinberg degerlendirilmesi Tablo 9’de verilmistir. Buna gore
saglikli grup heterozigot birey sayisinin fazlaligindan dolayr Hardy-Weinberg
yasasina uyum saglamazken, kronik periodontitis ve toplam hasta sayilar1 uyum

gostermektedir.

Tablo 9. Hardy-Weinberg degerlendirmesi

Incelenen
Tam Genotip Tahmin Edilen Deger P
Deger
CcC 14 p*p*N =13.52
Kronik
0.96
Periodontititis CT 24 2%p*q*N = 24.9599
x’=0.07
(N:50)
TT 12 q*q*N =11.5199
CcC 16 p*p*N =20.48
Saghkh Kontrol 0.02%*
CT 32 2*p*q*N =23.0399
(N:50) x’=7.56
TT 2 q*q*N = 6.4799
cC 30 p¥*p*N =33.64
Toplam 0.32
CT 56 2%p*q*N = 48.7199
(N:100) x’=2.23
TT 14 q*q*N =17.6399
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Kronik periodontitisli grupta baslangi¢ periodontal tedaviyi takiben idame
protokoliinii tamamlayan 38 adet ornekte, OPN (+8090) T alleli tasiyan CT ve TT
grubu ile alleli tasimayan CC grubunun yas ve cinsiyet acisindan degerlendirilmeleri
Tablo 10’de verilmistir. Buna gore gruplar arasinda tedavinin sonucunu

etkileyebilecek yas ve cinsiyet gibi kavramlar acisindan fark 6nem tasitmamaktadir.

Tablo 10. Kronik periodontitisli grupta baslangic periodontal tedaviyi takiben

(+8090) CT+TT dagilimlart ile (+8090) CC dagiliminin yas ve cinsiyet

degerlendirmeleri
(+8090) CT+TT (+8090) CC
Genotip P
N:27 N:11
Yas
49.29+8.24 48.63+10.00 0.83

(Ortalama + Standart sapma)

Erkek/Kadin 16/11 6/5 1.00
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Kronik periodontitisli grupta osteopontin gen diziliminin +8090 niikleotid
pozisyonunda T alleli tasiyan CT ve TT dagilim ile alleli tasimayan CC dagilimina
sahip bireylerde tedavi Oncesi (Zaman 0) ve takip eden idame seanslarindaki
sondalanan cep derinligi (SCD), klinik atagsman seviyesi (KAS), sondalamada
kanama ve plak indeksi ortalama degerleri ile aralarindaki istatistiksel iliski Tablo
11’de verilmistir. Buna gore gruplar arasinda klinik atasman seviyesi

degerlendirilmesinde farklilik gézlenmektedir.

Tablo 11. Kronik periodontitisli grupta (+8090) CT+TT dagilimlar ile (+8090) CC

dagiliminin periodontal klinik parametrelerinin degerlendirilmesi

Zaman Periodontal Klinik CTveTT CC
P
Parametreler N:27 N:11
SCD 3.62+0.69 3.81+0.61 0.44
KAS 4.68+0.83 5.46+1.16 0.02*
0
Kanama % 64.92424 .47 73.09+27.98 0.17
Plak % 77.17+22.43 75.64+29.69 0.71
SCD 2.78+0.50 2.74+0.61 0.44
KAS 3.87+0.67 4.48+1.23 0.02*
1. ay
Kanama % 13.5549.69 27.73+23.20 0.17
Plak % 21.31£16.33 28.71+27.06 0.71
SCD 2.61+0.43 2.85+0.52 0.44
KAS 3.71x0.59 4.54+1.29 0.02*
3.ay
Kanama % 22.32+18.78 27.56+26.63 0.17
Plak % 29.78+19.82 30.66+24.25 0.71
SCD 2.65+0.34 2.77£0.58 0.44
KAS 3.92+0.65 4.49+1.34 0.02*
6. ay
Kanama % 21.35+18.13 25.16+22.90 0.17
Plak % 25.98+21.09 27.41+18.39 0.71
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Tablo 11°deki genotip dagilimlarinin periodontal klinik parametrelerinin tedavi
oncesi (Zaman 0) ve idame seanslar1 arasindaki degisimlerin degerlendirilmesi Tablo
12°da verilmistir. Buna gore tiim periodontal klinik parametreler acisindan Zaman 0

ile diger aylardaki fark istatistiksel anlamlidir.

Tablo 12. OPN (+8090) CT+TT dagilimlari ile (+8090) CC dagiliminin periodontal
klinik parametrelerinin tedavi oncesi (Zaman 0) ve idame seanslar1 arasindaki

degisimlerinin degerlendirilmesi

SCD KAS Kanama % Plak %
Zaman Zaman
P P P P

1. ay <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*
0 3. ay <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*
6. ay <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*

3. ay 1.000 1.000 0.690 0.657

1. ay
6. ay 1.000 1.000 1.000 1.000
3. ay 6. ay 1.000 0.892 1.000 1.000
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Kronik periodontitisli grupta osteopontin gen diziliminin +8090 niikleotid
pozisyonunda T alleli tasiyan CT ve TT dagilim ile alleli tasimayan CC dagilimina
sahip bireylerde tedavi Oncesi (Zaman 0) ve takip eden idame seanslarindaki
sondalanan cep derinlikleri (SCD) s1g (x <3), orta (4< x <6) ve derin (7< X) olmak
tizere gruplara ayrilmistir. Bu gruplardaki degerlerin ortalamalar1 ve istatistiksel

karsilagtirmalar1 Tablo 13’de verilmistir. Buna gore fark anlamsizdir.

Tablo 13. Kronik periodontitisli grupta (+8090) CT+TT dagilimi ile (+8090) CC

dagilimini tasiyan bireylerde sondalanan cep derinligi (SCD) gruplarinin (S1g, orta,

derin) degerlendirilmesi

CTve TT CC
Zaman SCD P
N:27 N:11
0-3 mm 85.96+26.77 75.91£21.47 0.10
0 4-6 mm 48.374£20.96 49.82+18.15 0.31
7> mm 8.81+8.72 11.1849.52 0.52
0-3 mm 113.15+£26.84 99.73+23.95 0.10
1. ay 4-6 mm 26.19£18.50 31.18+17.78 0.31
7> mm 3.37+4.83 3.91+4.61 0.52
0-3 mm 116.78+25.50 101.91+22.84 0.10
3. ay 4-6 mm 20.37+15.46 28.18+18.50 0.31
7> mm 2.63+4.54 3.73+3.66 0.52
0-3 mm 117.85+£22.47 100.73£26.24 0.10
6. ay 4-6 mm 20.37+£14.83 29.55+£23.97 0.31
7> mm 2.59+4.80 3.45+3.72 0.52
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Kronik periodontitisli grupta osteopontin gen diziliminin +8090 niikleotid
pozisyonunda T alleli tasiyan CT ve TT dagilim ile alleli tasimayan CC dagilimina
sahip bireylerde tedavi oncesi (Zaman 0) ve takip eden idame seanslarindaki klinik
atagsman seviyeleri (KAS) s1g (x <3), orta (4< x <6) ve derin (7 <x) olmak iizere
gruplara ayrilmigtir. Bu gruplardaki degerlerin ortalamalar1 ve istatistiksel
karsilagtirmalar1 Tablo 14°de verilmistir. Buna gore gruplar arasinda 7 mm. ve iistii

atagman seviyesine sahip bolge sayilarinda farklilik vardir.

Tablo 14. Kronik periodontitisli grupta (+8090) CT+TT dagilimi ile (+8090) CC

dagiliminmi tasiyan bireylerde klinik atagsman seviyesi (KAS) gruplarinin (S1g, orta,

derin) degerlendirilmesi

CT ve TT CcC
Zaman KAS P
N:27 N:11
0-3 mm 45.41+£31.58 32.82+24.19 0.32
0 4-6 mm 75.44+25.21 65.00+19.15 0.17
7> mm 22.41+20.36 39.45+28.01 0.01*
0-3 mm 65.78+30.98 53.18+34.95 0.32
1. ay 4-6 mm 63.41+26.15 55.27+14.25 0.17
7> mm 12.52+10.91 25.27420.97 0.01*
0-3 mm 73.89+32.23 57.82+37.88 0.32
3. ay 4-6 mm 56.81+26.23 50.36+15.09 0.17
7> mm 10.37+9.47 27.36+24.08 0.01*
0-3 mm 63.22+36.65 59.45+36.92 0.32
6. ay 4-6 mm 65.33+£28.74 48.27+£15.83 0.17
7> mm 12.07+11.54 26.82+25.62 0.01*
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Tablo 13 ve 14’deki sondalanan cep derinligi (SCD) ve klinik atasman seviyesi
(KAS) grup (Si1g, orta, derin) degerlerinin tedavi Oncesi (Zaman 0) ve idame
seanslar1 arasindaki degisimlerinin degerlendirilmesi Tablo 15°de verilmistir. Buna

gore sonuglarda Zaman 0 ile diger aylar arasindaki tiim farklar anlamlidir.

Tablo 15. Sondalanan cep derinligi (SCD) ve klinik atasman seviyesi (KAS) grup

(S18, orta, derin) degerlerinin tedavi oncesi (Zaman 0) ve idame seanslar1 arasindaki

degisimlerinin degerlendirilmesi

SCD SCD SCD KAS KAS KAS
Zaman | Zaman | (0-3mm) | (4-6 mm) (7>mm) (0-3mm) | (4-6 mm) | (7> mm)
P P P P P p
1. ay <0.001* <0.001%* <0.001* <0.001* 0.019* <0.001%*
0 3. ay <0.001%* <0.001%* <0.001%* <0.001%* 0.002* 0.001*
6. ay <0.001%* <0.001%* <0.001%* <0.001%* 0.014* 0.001*
3. ay 0.479 0.164 0.747 0.125 0.098 1.000
1. ay
6. ay 1.000 0.561 0.284 1.000 1.000 1.000
3. ay 6. ay 1.000 1.000 1.000 0.891 1.000 1.000




BOLUM IV

4.1.TARTISMA

Periodontal arastirmalarin temel hedeflerinden biri, hastalik aktivitesini hizli
bir sekilde saptamaktir. Bu hedefe ulasildiginda, risk faktorlerini ve risk altindaki
bireyleri saptama olasiligimiz artar. Bu risk faktorleri basta periodontal mikroflora
olmak {iizere, sigara kullanimi, diabetes mellitus, yas, cinsiyet, sosyoekonomik
durum, stres ve genetik faktorler olarak belirtilir (144). Risk altindaki bireylerin

tedavisi, prognozu ve idamesi de bu faktorler tarafindan etkilenir.

Bu amaca yonelik olarak hastaligin erken sathasini saptayabilen testler, teshis
ve tedavinin saglanmasinda deger tasiyacaktir. Ge¢gmiste bu amaca yonelik olarak
klinik atagsman seviyesi Ol¢ciimii ve bu Ol¢limlerin tekrarlanmasiyla hastalik
aktivitesinin belirlenmesi yontemi ile yangi yanitlarinin diseti olugu sivisinda
incelendigi yontemler kullanilmigtir (29, 112). Son yillarda ise molekiiler biyoloji ve
buna ait tekniklerin uygulama kolayliginin gelismesiyle birlikte bu yontemlere bir
yenisi olarak genetik yatkinlik ve genotip-fenotip iligkisini inceleyen caligmalar
eklenmistir. Bu caligmalar periodontal hastaliga bireysel yatkinlikta kalitimin roliinii
tartismaktadir (75, 77, 132). Bu calismalar baslica sitokinler, lokosit antijeni (HLA),
proteazlar, striiktiirel molekiiller, immuno-reseptorler ve digerleri olmak iizere 6

grupta toplanabilir (Tablo 16).
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Tablo 16. Periodontal hastaliklarda genotip-fenotip iliskisini inceleyen ¢alismalar

SITOKINLER
) Periodontal Restriksiyon .
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

IL-1A Kronik +4845 Agrawal A.A. ve
Anlaml
IL-1B Periodontitis +3954 ark.

IL-1A Kronk +4845 Armitage G.C.
Anlamsiz
IL-1B Periodontitis +3954 ve ark.

Kronik
Periodontitis
VNTR Berdeli A. ve
IL-1RN ve Anlamh
(intron 2) ark.
Agresif

Periodontitis
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik
Periodontitis
Bostanci N. ve
IL-1A (Gingival -889 Anlaml
ark.
Hiperplazi)

Kronik Cafese R.G. ve
IL-1A,IL-1B - Anlamh
Periodontitis ark.

IL-1A Kronik -889 Christgau M. ve
Anlamsiz
IL-1B Periodontitis +3953 ark.

IL-1A Kronik +4845 Cullinan M.P. ve
Anlamsiz
IL-1B Periodontitis +3954 ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik De Sanctis M. ve
IL-1 - Anlaml
Periodontitis ark.

Agresif Diehl S.R. ve
IL-1A, IL-1B - Anlamsiz
Periodontitis ark.

-1031, -863,
Agresif
TNF-A -857, -308, Anlamsiz Endo M. ve ark.
Periodontitis
-238

Lenfotoksin Kronik +252 Fassman A. ve
Anlaml
TNF-A Periodontitis -308 ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik -238, -308, Galbraith G.M.
TNF-A Anlaml1
Periodontitis +252 ve ark.

Kronik
IL-1A +4845 Goncalves Lde
Periodontitis Anlamsiz
IL-1B +3954 S. ve ark.
(HIV pozitif)

Agresif Gonzales J.R. ve
1L-10 -597, -824 Anlamsiz
Periodontitis ark.

Agresif
IL-1B +3953 Anlamh Gore E.A. ve ark.
Periodotitis
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

IL-1A Agresif -889 Hodge P.J. ve
Anlamsiz
IL-1B Periodontitis +3953 ark.

Kronik
IL-6 -572 Anlaml Holla L.I. ve ark.
Periodontitis

IL-1A +4845
Kronik Jansson H. ve
IL-1B -3954 Anlamsiz
Periodontitis ark.
IL-6 -174

Kronik Kang B.Y. ve
IL-4 -590 Anlamsiz
Periodontitis ark.

IL-1A Kronik -889 Kornman K.S. ve
Anlaml
IL-1B Periodontitis +3953 ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

IL-1A Kronik +4845 Laine M.L. ve
Anlamsiz
IL-1B Periodontitis +3954 ark.

Kronik
Periodontitis
IL-1A +4845
ve Anlaml Lang N.P. ve ark.
IL-1B +3954
Agresif
Periodontitis

IL-1A Kronik -889 Mark L.L. ve
Anlamsiz
IL-1B Periodontitis +3953 ark.
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Periodontal Restriksiyon .
incelenen Gen Tliski Arastiric
Hastahk Bolgesi

IL-1A -889
Kronik
IL-1B +3954 Anlamsiz Meisel P. ve ark.
Periodontitis
IL-1RN -

IL-4 Agresif
- Anlamsiz Michel J. ve ark.
(PP ve IP) Periodontitis

Agresif Parkhill .M. ve
IL-1B +3953 Anlaml
Periodontitis ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik Pontes G.R. ve
IL-4 -590 Anlamsiz
Periodontitis ark.

Kronik
Periodontitis
IL-1A -889 Rogers M.A. ve
ve Anlamsiz
IL-1B +3953 ark.
Agresif
Periodontitis

IL-1A Kronik +4845
IL-1B Periodontitis +3954
Sakellari D. ve
TNF-A ve -308 Anlamsiz
ark.

COLI1A1 Agresif Spl

IL-1RN Periodontitis VNTR

(Intron 2)

IL-10 (ATA Kronik Scarel Caminaga
- Anlaml
haplotip) Periodontitis R.M. ve ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik Scarel Caminaga
IL-4 -590 Anlamsiz
Periodontitis R.M. ve ark.

Kronik Shimada Y. ve
TNF reseptor 2 +587 Anlaml
Periodontitis ark.

IL-1A Kronik +4845 Socransky S.S.
Anlaml1
IL-1B Periodontitis +3954 ve ark.

IL-1A +4845,
Agresif
IL-1B -511, +3954 Anlaml Tai H. ve ark.
Periodontitis
IL-1RN VNTR

IL-1A -889
IL-1B Agresif +3953, -511 Trevilatto P.C.
Anlamsiz
TNF-A Periodontitis -308 ve ark.

IL1-RN Intron 2
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

IL-10 (Promotor Kronik Yamazaki K. ve
- Anlamsiz
Bolge) Periodontitis ark.
LOKOSIT ANTIiJENI (HLA)
Kronik Alley C.S. ve
HLA-D - Anlaml
Periodontitis ark.

Agresif
HLA-DQwl - Anlamsiz Arai H. ve ark.
Periodontitis

HLA-DR2, HLA- Agresif Cogen R.B. ve
- Anlamsiz
A33 Periodontitis ark.

HLA-A24, HLA- Agresif

- Anlaml1 Firatli E. ve ark.
DR4 Periodontitis
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Agresif
HLA-A2, HLA-A9 - Anlaml1 Izumi Y. ve ark.
Periodontitis

HLA-A, HLA-B, Kronik
HLA-Cw, HLA- Periodontitis
Machulla H.K.
DRB3, HLA-DRB4, ve - Anlaml
ve ark.
HLA-DRBS5, HLA- Agresif
DQBI1 Periodontitis

HLA-DRBI1, HLA- Agresif
- Anlaml Nitta H. ve ark.
DQB1 Periodontits

Kronik
HLA-DQBI1, HLA-
Periodontitis
A, HLA-DRB3, Anlamh Reichert S. ve
ve -
HLA-DRB4, HLA- (HLA-DQB1) ark.
Agresif

DRB5
Periodontitis
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik Terasaki P.I. ve
HLA-A2 - Anlaml
Periodontitis ark.

PROTEAZLAR
MMP-1 -1607, 1G/2G,
Kronik -519 Astolfi C.M. ve
Anlamsiz
Periodontitis ark.
MMP-3 -1612

Agresif
MMP-1 -1607, 2G Anlamli Cao Z. ve ark.
Periodontitis

Kronik de Souza A.P. ve
MMP-1 -1607, 2G Anlamh
Periodontitis ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik
MMP-1 -1607, 1G Anlamli Holla L.I. ve ark.
Periodontitis

Plasminojen
Kronik 4G/4G Izakovicova
Aktivator Inhibitorii- Anlaml
Periodontitis genotipi Holla L. ve ark.
1 (PAI-1)

STRUKTUREL MOLEKULLER

Agresif

Periodontitis
Cathepsin C (CTSC) +587 Anlaml Cury V.F. ve ark.
(Papillon

Lefevre)
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Agresif
Periodontitis
Cathepsin C (CTSC) - Anlamh Hart T.C. ve ark.
(Papillon

Lefevre)

Vitamin D reseptorii Agresif Hennig B.J. ve
Taql Anlamsiz
(VDR) Periodontitis ark.

Kronik
Periodontitis
Vitamin D reseptorii Anlaml Inagaki K. ve
ve Taql, Apal
(VDR) (Apal) ark.
Agresif

Periodontitis
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Vitamin D reseptorii Agresif
Taql Anlaml Sun J.L. ve ark.

(VDR) Periodotitis

Vitamin D reseptorii Kronik
Taql Anlaml Tachi Y. ve ark.
(VDR) Periodontitis

1213-1215

Agresif
delCAT

Periodontitis Wani A.A. ve
Cathepsin C (CTSC) (ekzon 7) Anlaml
(Papillon ark.
629-630delGA
Lefevre)

(ekzon 4)
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IMMUNORESEPTORLER
Periodontal Restriksiyon
incelenen Gen iliski Arastirict
Hastahk Bolgesi

Kronik Chung H.Y. ve
Gm (23) allotip - Anlamh
Periodontitis ark.

FcyRIla Agresif 131H de Souza R.C. ve
Anlaml
FcyRIIIb Periodontitis NAI/NA2 ark.

Kronik Folwaczny M. ve
CCRS5 (Delta 32) Anlamsiz
Periodontitis - ark.

FMLP (N-formil Agresif Gwinn M.R. ve
- Anlaml
peptid reseptorii) Periodontitis ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Agresif Kaneko S. ve
FcoRI (CD89) -324 Anlaml
Periodontitis ark.

FcyRIIIb Agresif NA2 Kobayashi T. ve
Anlaml
FcyRIlla Periodontitis 158F ark.

Kronik Kobayashi T. ve
FcyRIIIb NA2 Anlaml
Periodontitis ark.

CD14 Kronik -260 Anlamh Laine M.L. ve
TRL4 Periodontitis 299Asp/Gly (CD14) ark.

399Thr/Ile
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Periodontal Restriksiyon .
incelenen Gen Tliski Arastiric
Hastahk Bolgesi

Kronik
FcyRIlla V/V genotip Anlaml Meisel P. ve ark.
Periodontitis

Kronik
FcyRIIIb NALl Anlaml Sugita N. ve ark.
Periodontitis

Kronik
FcyRIIa 131R Anlamli Tang Y. ve ark.
Periodontitis

Kronik Yamazaki K. ve
CD14 -159 Anlamsiz
Periodontitis ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Vitamin D reseptorii B/p genotip
Agresif Yoshihara A. ve
(VDR) Anlamh
Periodontitis ark.
FcyRIIb NAI1/NA2
(Haplotip)
DiIGER MOLEKULLER
Kronik
Periodontitis
Endotelyel nitrik asit Berdeli A. ve
ve Glu298Asp Anlamli
sentaz (eNAS) ark.
Agresif
Periodontitis

Kronik Folwaczny M. ve
NOD2/CARDI15 3020insC Anlamsiz
Periodontitis ark.
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik -1704, -2184, Anlamh
RAGE Holla L.I. ve ark.
Periodontitis +G82S (-1704)

N-asetil transferaz 2 Kronik
- Anlaml Kocher T. ve ark.
(NAT2) Periodontitis

Prostoglandin
endoperoksidaz
Agresif
sentaz 2 (PTGS2), 1925 Anlamsiz LiY. ve ark.
Periodontitis
Siklooksijenaz 2
(COX2)

Kronik
NAT2 - Anlaml Meisel P. ve ark.
Periodontitis
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Koloni stimule edici Agresif Rabello D. ve
- Anlaml
faktor-1 (CSF1) Periodontitis ark.

Eksik alfa 1-
Kronik
antitripsin allelleri - Anlamsiz Scot D.A. ve ark.
Periodontitis
(PT*Z, PI*S)

244 gende 637 snp Kronik
- Anlaml Suzuki A. ve ark.
incelemesi Periodontitis
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. Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi

Kronik
Periodontitis Pvull ER
Ostorojen reseptor
ve restriksiyon Anlamsiz Zhang L. ve ark.
alfa (ER-A)
Agresif enzimi

Periodontitis
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Periodontal Restriksiyon
Incelenen Gen Hiski Arastirici
Hastahk Bolgesi
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Calismamizda inceledigimiz asidik, hidrofilik 6zellikleri bulunan ve yiiksek
oranda negatif yiik tasiyan OPN molekiilii ise; ETA-1 etkisi, makrofajlar {izerine
olan etkileri, biyomineralizasyondaki gorevleri ile hem sitokin hem de doku yap1
molekiilii grubuna dahil edilebilir (153). OPN fosforalize ve glikolize bir protein
olup yaklasik 300 amino asitten olusur ve igerdigi 6 intron ile 7 ekzonun c¢esitli

bolgelerinde polimorfik alanlar saptanmistir (225).

1975 yilinda Terasaki ve arkadaslarinin (119) yaptigi doku tipleriyle ile ilgili
caligmalariyla genetik faktorler ile periodontal hastaliklar arasinda ilk kez iliski
saptanmustir. Bu ¢alismanin ardindan cesitli yangi sitokini (IL-1, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF, TGF, Lenfotoksin, ET-1, ACE, COL1A1), lokosit antijeni (HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-D, HLA-Cw, HLA-DR, HLA-DQ), proteaz (MMP-1, MMP-2, MMP-
3, MMP-9, TIMP-2, PAI-1), striiktiirel molekiil (CTSC, VDR), immuno-reseptor
(FcR, CCRS5, CDI14, Gm-23, TRL, FMLP) ve belli bir simiflamaya dabhil
edilemeyecek cesitli diger molekiilleri (eNAS, DEFB1, BPI, CSF1, CARDIS,
RANK, RANKL, OPG, CTLA-4, ICAMI, fasL, ICOS, CCRS5, OPN, ER-A, CYP,
GSTMI1, NAT2, PTGS2, COX2, MPO, Fibrinojen, VitD baglayic1 protein, PI*Z,
PI*S, ER-A, FPR1, RAGE, NOD2/CARDI15) kodlayan genlerin farkli yapisal
formlart (polimorfizm) incelenerek periodontal hastaliklar ve genetik faktorler
arasindaki iligkiler saptanmaya calisilmistir (192). Periodontal hastalik ve konak
genetigi iliskisi anlaminda iilkemizde yapilan calismalar incelendiginde ise Tiirk
toplumuna yonelik olarak planlanmis arastirma sayisinin az oldugu gozlenmektedir
(14, 15, 95). Genelllikle yapilan bu arastirmalarin ¢cogu tek gen polimorfizmlerini
kapsar. Bizim calisjmamiz ise Tiirk toplumundaki kronik periodontitisli hastalarda

osteopontin genotip dagilimi ve allel sikligin1 belirleyen, genotip-fenotip iliskisini



99

saptamaya c¢alisan ilk aragtirmadir.

Calismamizda Tiirk toplumundaki bireylerde, OPN geni +8090 C/T
polimorfizminin kronik periodontitise yatkinliktaki rolii, genotipin fenotip {izerine
etkileri ve periodontal tedaviye verilen yanit ile genotipin iliskisi degerlendirilmistir.
Verilerimiz Tiirk toplumunda OPN geninin +8090 C/T polimorfizminin kronik
periodontitise yatkinlikta Onem tasiyabilecegini ortaya koymaktadir. Buna gore
genotip dagilimlar1 kronik periodontitis (CC %28, CT %48, TT %24) ve saglikli
kontrol gruplar1 (CC %32, CT %64, TT %4) arasinda istatistiksel anlam ifade eder
(x’=8.42, p=0.015). Bu sonug bu calismamn simirlar1 icerisinde OPN geninin +8090
C/T polimorfizminin kronik periodontitis patogenezinde rol alan énemli faktorlerden

biri olabilecegini bize gostermektedir.

OPN oncii T hiicrelerini aktive ederek yangi ve bagisiklikta kilit rol oynayan
onemli bir sitokindir (5). Periodontal hastaliklarin patogenezinde OPN’nin roliinii
belirlemek icin Sharma C.G. (178) ile Kido J. ve ark. (97) yaptiklar1 ¢alismalarda
hastalik aktivitesiyle birlikte diseti olugu sivisinda OPN’nin arttigin1 saptamiglardir.
Bu sonuglara gore OPN, bizim c¢alismamizda buldugumuz sonugla uyumlu olarak
periodontal hastalik gelisimi ve aktivitesini erken teshisinde 6nemli bir Onciil yangi
sitokinidir. OPN C/T polimorfizminin kronik seyirli yangili hastaliklardaki roliiniin
incelendigi diger caligmalarda da benzer anlamli sonuglar bulunmus ve OPN TT

genotipinin Onciil yangi 6zelligi vurgulanmistir (85, 133, 134, 136).

OPN geni C/T polimorfizminin arastirildigt kronik periodontitise benzer

prognoz ve hastalik gelisimi gosteren sistemik hastaliklar incelendiginde romatoid
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artrit, mutipl skleroz ve sistemik lupus eritematosus karsimiza c¢ikmaktadir. Bu
hastaliklardan romatoid artritte, Marciano R. ve ark. (126) bizim c¢alismamizla
uyumlu olarak OPN gen polimorfizminin etkilerini olumlu bulurken Xu G. ve ark.
(226) ile Urcelay E. ve ark. (206) bu hastalarda OPN polimorfizminin etkisinin
olmadigin1 gostermislerdir. Arastiricilar bu sonucun secilen farkli restriksiyon
bolgeleri veya farkli 1rklardaki genotip cesitliliginden kaynaklanabilecegini
belirtmektedirler. Ancak romatoid artritli bireylerde eklem sinoviyal sivisinda OPN
proteinin atisin1 ve bu artisin yikimla olan iliskisini saptayan calismalar da vardir
(161, 227, 232). Bu baglamda periodontal hastaliklarda OPN polimorfizmiyle ilgili
olarak farkli restriksiyon alanlarinda ve farkli irklarda degisik sonuclar elde

edilebilir.

Diger bir hastalik olan multipl skleroz (MS) hastalarinda ise Caillier S. ve ark.
(27) +1284 niikleotid pozisyonunda, Niino M. ve ark. (145) +8090 niikleotid
pozisyonunda OPN gen polimorfizminin etkileri saptanirken Hensiek A.E. ve ark.
(81) ise OPN geninin 6. ile 7. ekzonlarinda benzer etkiyi bulamamislardir.
Calismamizda da Niino ve ark. (145) anlamli sonug¢ elde ettigi +8090 niikleotid
pozisyonu hedef bolge olarak se¢ilmistir. D’ Alfonso S. ve ark. (50) OPN geni -156
promoter bolgesi ile +1239 niikleotid pozisyonunda, Forton A.C. ve ark. (63) +707
niikleotid pozisyonunda OPN gen polimorfizminin etkilerini sistemik lupus
eritematosus (SLE) ile iligkili bulmuslardir. Buradan yola ¢ikarak Wohlfahrt J.C. ve
ark. (222)’nin beyaz irka ait 219 kronik periodontitisli hastada yaptiklar1 ¢alismada
+707 niikleotid pozisyonunda OPN gen polimorfizmi ile kronik periodontitis
arasinda calismamizin  sonuglarindan farkli olarak herhangi bir iliski

saptayamamiglardir.
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OPN’nin mineralizasyondaki roliinii irdeleyen genetik calismalara bakildiginda
Cailhier J.F. ve ark. (27), Yamate T. ve ark. (232) ile Gao B. ve ark. (65) calismalari
goriilmektedir. Cailhier J.F. ve ark. (26) 154 cift kardesi iceren calismasinda
OPN’nin mineralizasyonda genetik rolii olmadigini gosterirken, Gao B. ve ark. (64)
76 adet iiriner kalsifikasyonu bulunan hasta grubunu 124 adet saglikli bireyle
karsilagtirarak OPN’nin 287. amino asit bolgesindeki Arg/His degisiminin etkisini
gostermislerdir. Benzer sekilde Yamate T. ve ark. (228) 36 adet kontrol ve 40 adet
iritaliyaz hastast ile 25 adet ailede iiritaliyaz hikayesi bulunan birey {izerinde
calisarak OPN’nin 250. amino asit pozisyonuna uygun gelen niikleotid kodonundaki
C/T (GCC/GCT, Ala250Ala) polimorfizminin iiriner kalsifikasyon {iizerinde etkisi

olabilecegini belirtmislerdir.

OPN gen polimorfizminin +8090 C/T niikleotid pozisyonunda kronik
periodontitisde genotip-fenotip iliskisini arastiran herhangi yaymlanmis bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu polimorfizm ile Iwasaki H. ve ark. (90), Niino M. ve ark. (145)
ile Hensiek A.E. ve ark. (81)’min caligmalar1 vardir. Hensiek A.E. ve ark. (81)
caligmasinda beyaz irka ait 1056 multipl sklerozlu birey ile 325 adet kontrol
hastasinin genotipleri ve allel sikliklar1 karsilastirilmig fakat anlamli bir sonug elde
edilememistir. Niino M. ve ark. (145) yaptig1 calismada ise Japon irkina ait 116
hastadan olusan multiple skleroz grubu ile 124 adet hastadan olusan kontrol
gruplarinda OPN genini 3 farkli (+8090, +9250, +9583) polimorfizm agisindan
karsilagtirarak ¢calismamizla uyumlu anlamli sonuclar elde edilmistir. Iwasaki H. ve
ark. (90) calismalarinda 24 Japon bireye ait genomik DNA’dan OPN geni 1, 3, 5
intronu ile 6 ve 7 ekzonu bolgelerine direkt DNA dizileme yontemi uygulayarak

polimorfik bolgeleri saptamaya calismislardir. Ayrica bu ¢alismalardan yola ¢ikilarak
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etnik farkliliklarin OPN geni (+8090 C/T) dagilimina etkisi arastirildiginda Tiirk
toplumundaki dagilimin bu calismalarla ve pubmed genetik bilgi bankasi ile de

uyumlu oldugunu gormekteyiz (225).

Arastirmamiz Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji
Anabilim Dalina bagvuran hastalar iizerine tek merkezli olarak planlanmstir.
Epidemiyolojik calismalarda, periodontitise bireysel yatkinlik gosteren hastalarin
fenotiplerinin dogru ve hassas belirlenmesi periodontal hastaliklarin genotip-fenotip
iliskisini aciklamada ©nemli rol oynamaktadir (222). Iliskilendirme yapilacak
hastaligin kriterlerini net belirlemeye calismak ve bu hastaligin temel kriterlerine
sahip bireyleri calisma grubu olarak se¢cmek calisma sonuclarinin daha giivenilir
olmasini saglamaktadir. Hastalik kriterlerini daraltarak genetik heterojiniteyi
minimalize etmek ve daha kesin sonuclar elde etmek amaciyla calisma grubu AAP
(4)’nin belirttigi kronik periodontitis kriterlerine gore se¢ilmistir. Ayrica periodontal
prognozu etkileyecek sigara kullanimi, kronik antienflamatuar ila¢ kullanimi,
diabetes mellitus, hamilelik ve otoimmun sistemik hastaliklar gibi risk faktorleri de

elimine edilmistir (210).

Kronik periodontitis i¢cin 6nemli risk faktorlerinden biri de yastir. Ayn1 genetik
ve cevresel faktorlerin uzun siireli birikmis kiimiilatif etkisi hastalik olasiligim
arttirmaktadir (155). Bu sebepten otiirii hastalarin yas grubu Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 1988-1994 yillarinda yapilan epidemiyolojik arastirmaya gore 30 yas
ve istii olarak belirlenmistir (2). Cinsiyet ile periodontal hastalik iliskisi
incelendiginde ise, genel olarak kadinlarin periodontal hastalifa yakalanma

risklerinin erkeklerden daha diisiik olduguna inamilmaktadir (3). Buna dayanarak,
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arastirmamizda gruplar arasindaki cinsiyet dagilimi dengeli tutulmaya calisilmistir

(KP’de Erkek/Kadin 26/24; K’de Erkek/Kadin 18/32; Toplamda Erkek/Kadin 44/56).

Kronik periodontitisin tedavisinde uygulanan baslangi¢ periodontal tedavisi
sonrasindaki doku iyilesmesinin biiyiik bir boliimii ilk 6 ayda gerceklesir (144). Buna
dayanarak calismamiza katilan hastalarin tedavi Oncesi sondalanan cep derinligi,
klinik atasman seviyesi, tiim agiz sondalamada kanama ve plak skorlar
kaydedilmistir. Bu degerler tedavi bitimini takiben 1, 3 ve 6 aylarda tekrarlanarak
tedavi sonrasi periodontal iyilesme gozlemlenmeye calisilmistir. Ayrica bu iyilesme
OPN +8090 C/T polimorfizmini tasiyan ve tasimayan bireylerde karsilastirilarak
OPN polimorfizminin peridontal tedavi sonrasi iyilesme iizerine etkileri
incelenmistir. OPN +8090 C/T polimorfizmini tasiyan ve tasimayan kronik
periodontitisli bireyler yas ve cinsiyet agisindan da degerlendirilmis ve anlaml bir
fark bulunamamistir. BoOylece hastalarin genotipleri disinda tedavi sonucunu
etkileyebilecek faktorler elimine edilmis olur. Calismanin tedavi takip protokoliine
uyan 38 adet kronik periodontitisli birey degerlendirildiginde tedavi sonras1 iki grup
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu sonu¢ Wolf D.L. ve ark. (223), Konig J.
ve ark. (103), Ehmke B. ve ark. (58)’nin baslangic periodontal tedavisini genotiple
iliskilendirmeye yonelik IL-1 sitokin ve Fc-gama reseptor polimorfizminin
incelendigi caligmalariyla uyum saglamaktadir. Fakat destekleyici periodontal
tedavinin genotip ile iliskisini arasgtiran Persson G.R. ve ark. (159) polimorfik
bireylerin tedaviye daha iyi yanit verdigini belirtmis ve Cattabriga M. ve ark. (31)
yaptig1 retrospektif calismayla da bu farki destekleyen sonuglar elde edilmistir.
Caffesse R.G. ve ark. (25) mukogingival cerrahi sonrasindaki doku iyilesmesini IL-1

polimorfizmi ile iligkilendirerek yaptigi calismada da iki grup arasina kok yiizey
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ortimii ortalama yiizdesi acisindan fark bulamamislardir. Fakat polimorfizm
tasimayan bireylerde kok ylizeyinin tam olarak ortiildiigli dis miktarinin daha fazla
oldugu belirtmiglerdir. IL-1 polimorfizminin yonlendirilmis doku rejenerasyonu
tedavisinin basarisiyla iligkisini irdeleyen Christgau M. ve ark. (37) yaptigr 1 yil
takipli calismada anlamh bir sonu¢ elde edilemezken, De Sanctis M. ve ark. (56)
yaptig1 4 yillik uzun dénem takipli ¢alisma sonucunda anlaml iligki saptanmistir. Bu
caligmalardan anlasilacagi iizere periodontal doku iyilesmesinin degerlendirildigi
degisik arastirmalarda elde edilen farkli sonuglar incelenen polimorfizmlere bagh
olarak degismektedir. Bizim elde ettigimiz sonuglar ise OPN +8090 C/T
polimorfizminin kronik periodontitis hastalarinda baslangi¢c periodontal tedaviyi
takiben 6 aylik siire sonunda doku iyilesmesinde fonksiyonel bir rol iistlenmedigini
gostermektedir. Takip siiresinin daha uzun secildigi yeni ¢aligmalar ile OPN +8090
C/T polimorfizminin periodontal iyilesme iizerindeki etkilerini belirlemede yararh

olabilir.

Yaptigimiz arastirmanin sonucunda, kronik periodontitis grubu ile saglikli
kontrol grubu arasinda baslangi¢ klinik periodontal parametreler, OPN (+8090) TT
homozigot mutant allel dagilim1 ve yas acisindan anlamli farklar gozlenirken cinsiyet
acisindan fark gozlenmemektedir. Gruplar arsindaki yas farkinin en 6nemli sebebi
hasta sayistyla iligkilidir. Benzer sekilde Hardy-Weinberg yasasina kronik
periodontitis grubu uyum gosterirken, saglikli kontrol grubu hasta sayisina bagh
olarak ayn1 uyumu gostermez fakat hastalarin toplami yasaya uyum saglamaktadir.
OPN +8090 geninde CT genotip dagilimi (K %64; KP %48), CC dagilimina gore (K
%32; KP %?28) istatistiksel anlam ifade etmezken (p=0.7), TT genotip dagilimi (K

%4; KP %?24) anlam tasimaktadir (p=0.02, OR 6.85, %95 CI 1.3-36.06). Bu sonuga
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gore yapilan calismanin sinirlar igerisinde Tiirk toplumunda OPN (+8090) TT
genotipi tasiyan bireylerde kronik periodontitise rastlanma olasiligi  OPN
polimorfizmi tagimayan bireylere oranla 6.85 kat daha fazla oldugu bulunmustur.
OPN T allel siklig1 incelendiginde ise kronik periodontitis (%48) ve saglikli (%36)
gruplari arasinda fark bulunmadig goriilmiistiir (y°=2.95, p=0.86, OR: 1.64, %95 CI:
0.932-2.891). Benzer sekilde T allellini tasiyan kronik periodontitis (%72) ve
saglikli  kontrol (%68) gruplarina ait bireyler karsilastirildiginda da fark
gdzlenmemektedir (x°=0.19, p=0.663). Bu sonuclarin en 6nemli sebebi ise saglikli
kontrol grubundaki OPN CT heterozigot birey sayisinin fazlaligindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Kronik periodontitis grubunda saglikli kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
arttig1 saptanan OPN (+8090) TT genotipinin yas ve cinsiyete gore istatistiksel
diizenlemesi yapildiginda da benzer anlamli sonuclar goriiliir (p=0.07, OR:12.48,
%95 CI:1.99-78.25). OPN geni +8090 C/T polimorfizmi Tiirk toplumunda kronik
periodontitise yatkinlik olusturabilecek genetik faktorlerden biri olabilir. Bu konuda
daha fazla hastanin dahil edilecegi calismalar +8090 C/T polimorfizminin kronik

periodontitisin patogenezindeki roliiniin belirlenmesine yardimci olacaktir.



BOLUM V

5.1. SONUC ve ONERILER

Kronik periodontitis (KP) ve saglikli kontrol (K) hastalarindan olusan toplam
100 bireyin OPN (+8090) C/T gen polimorfizminin degerlendirildigi arastirmamizda

elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e Tiirk toplumunda OPN (+8090) C/T gen polimorfizmi, KP ve K gruplar
karsilastirlldiginda anlamli  fark gostermektedir. Buna goére toplumumuzda
polimorfizmi tasiyan KP’li bireylerin erken teshis ve tedavileri, hastalarin

periodontal idamelerinin diizenli planlanmasi ile miimkiin olabilir.

¢ Tiirk toplumunda OPN (+8090) TT genotipi tasiyan homozigot mutant bireylerde
kronik periodontitise rastlanma olasilifi OPN polimorfizmi tasimayan bireylere
oranla 6.85 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Bu oran OPN (+8090) C/T

polimorfizminin KP icin 6nemli risk faktorlerinden biri olabilecegini belirtir.

e KP ve K gruplarindaki cinsiyet dagilimi goéz Oniine alinarak OPN (+8090) C/T
genotip dagiliminin degerlendirilmesi yapildiginda anlaml bir fark gozlemlenmez ve
bu da cinsiyet dagiliminin OPN (+8090) C/T polimorfizmi iizerine bir etkisi

olmadigini gosterir.
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e OPN +8090 C/T polimorfizminin kronik periodontitis hastalarinda baslangi¢
periodontal tedavisini takiben periodontal doku iyilesmesinde fonksiyonel bir rol
iistlenmedigi ve genotiplerinde OPN +8090 C/T polimorfizmi bulunduran KP
hastalariyla, bulundurmayan KP hastalar1 arasinda periodontal doku iyilesmesi

bakimindan belirgin bir fark gézlemlenmedigi bulunmustur.



BOLUM VI

6.1. OZET

Amac: Kronik periodontitisli ve periodontal agidan saglikli bireylerde
osteopontin (OPN) geninin genotip dagilimi, allel sikligi ve genotip—fenotip

iliskisinin arastirilmasi ve karsilastirilmasi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Periodontal acidan saglikli 50 birey ve 50 kronik
periodontitisli hastada, periodontal klinik (Sondalanan cep derinligi, klinik atagsman
seviyesi, sondalamada kanama ve plak indeksi degerleri) ve radyografik incelemeler
yapilarak, periodontal yikim siddeti belirlendi. Hastalardan alinan periferik kan
orneklerinden elde edilen genomik DNA’da OPN geninin 6. ekzonunda 8090 C/T
polimorfizmi, PCR-RFLP yontemiyle calisildi. Kronik periodontitisli bireyler
baslangic periodontal tedavilerinin ardindan, 6 ay boyunca belirli araliklarla klinik
takip ve klinik periodontal Ol¢ciim programina yerlestirildiler. Elde edilen veriler
Pearson Ki-Kare testi, Fisher’s Exact Test, bagimsiz iki grup t testi, lojistik regresyon

ve tekrarlayan Olclimler i¢in varyans analizleri kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: Kronik periodontitis (KP) ve saglikli kontrol (K) gruplarinda OPN
(+8090) C/T genotip dagilimlarinin sirastyla CC %28, CT %48, TT %24 ve CC %32,

CT %64, TT %4 oldugu saptandi. OPN +8090 geni CT genotip dagilimi (K %64; KP
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%48) CC dagilimina gore degerlendirildiginde (K %32; KP %28), istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamazken (p=0.7), TT genotip dagiliminin (K %4; KP
%24) istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p=0.02, OR 6.85, %95 CI 1.3-
36.06). Ancak +8090 T allel sikliginin kronik periodontitis (%48) ve saglikli (%36)
gruplar arasinda farklilk gostermedigi belirlendi (x°=2.95, p=0.86, OR: 1.64, %95
CI: 0.932-2.891). Benzer sekilde, T allellini tasiyan kronik periodontitis (%72) ve
saglikli kontrol (%68) gruplarina ait bireyler arasindaki farkin da istatistiksel olarak
anlamh olmadigi goriildii  (x’=0.19, p=0.663). Ayrica, OPN (+8090) C/T
polimorfizminin kronik periodontitisli bireylerde, baslangi¢ periodontal tedavisini
takiben periodontal doku iyilesmesinde fonksiyonel bir rol {iistlenmedigi de

saptanmistir.

Sonug: Tiirk toplumunda OPN geni +8090 C/T polimorfizmi kronik
periodontitise  yatkinlik olusturabilecek genetik faktorlerden biri  olabilir.
Sonuglarimizin daha fazla hasta iizerinde gerceklestirilecek ileri caligmalarla da

desteklenmesi gereklidir.
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6.2. ABSTRACT

Aim: To study and evaluate osteopontin (OPN) gene dispersion, allele
frequency and genotype-phenotype relations in chronic periodontitis and

periodontally healthy subjects.

Material and methods: 50 subjects with chronic periodontitis and 50
periodontally healthy subjects were examined radiographically and clinically (Probed
pocket depth, probed attachment level, bleeding on probing and plaque indexes) to
determine the periodontal destruction levels. 8090 C/T which is in the 6™ exon of the
osteopontin gene was studied with PCR-RFLP method in the genomic DNA gained
from the sampled blood of the subjects. The subjects with chronic periodontitis have
been placed into a clinical re-examination and maintenance program for 6 months at
intervals after receiving initial periodontal therapy. The statistical evaluation of the
data was performed with Pearson Chi-Square test, Fisher’s Exact Test, independent

sample test, logistic regression and anaslyses of varience.

Results: The +8090 C/T genotype frequencies determined for chronic
periodontitis (CP) and healthy control (C) groups were CC %28, CT %48, TT %24
and CC %32, CT %64, TT %4 respectively. Altough the difference between OPN
(+8090) CT genotype dispersion (C %64; CP %48) according to the CC frequency
(K %32; KP %28) at +8090 of OPN gene was not statistically significant (p=0.7), a
statistically significant difference was observed at TT genotype frequency (p=0.02,
OR 6.85, %95 CI 1.3-36.06). However when chronic periodontitis (%48) and

healthy control groups (%33.3) were compared for the difference in 48090 T allele
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genotype frequency, no statistically significant difference was observed (y°=2.95,
p=0.86, OR: 1.64, %95 CI: 0.932-2.891). Similiarly, when T allel positive subjects
among chronic periodontitis (%72) and healthy control (%68) groups were
compared, no significant difference was observed (x°=0.19, p=0.663). It was also
determined that, the OPN (+8090) C/T polymorphism does not hold a functional role
in periodontal tissue recover and healing following initial periodontal therapy in

chronic periodontitis subjects.

Conclusions: It may be concluded that, the OPN gene 8090 C/T polymorphism
may be one of the genetic factors which increases the risk of development of chronic
periodontitis in Turkish population. Our results have to be confirmed by further

studies where more subjects will be included.
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EKLER

EKk 1. Goniilli olur formu

Aragtirmanin Adi: Kronik Periodontitisli Bireylerde Osteopontin Gen Mutasyonlari ile Periodonsiyum Yikim fliskisi
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
Saymn Goniillii

Diseti hastaliklari, disi destekleyen sert ve yumusak dokularda yikim olusturan, dislerin sallanarak kaybedilmesi
ile sonuglanan bir hastaliktir. Esas neden, agiz ortaminda siirekli bulunan olan bakteriler ve zararli iiriinleridir. Kisiler
arasinda diseti hastaliginda yer alan bakteriler benzer olmasina karsin olusturduklari yikim farkliliklar gostermekte ve bazi
hastalarda diseti problemi hi¢ olugmamaktadir. Kisiler arasindaki bu farklilik genetik nedenlerden ileri gelmesi

muhtemeldir.

Calismamizda tiim cene ortopantomografik rontgenleriniz cekilecek; dislerinizin her birisinin 6 ayr
bolgesinden kanama indeksi, sondalanan cep derinligi, atasman miktar1 degerleri ile dislerinizin 2 ayr1 bolgesinden plak

indeksi degerleri ol¢iilecektir. Bu 6l¢iimlerle diseti hastaliginizin yaptig1 harabiyet derecesi belirlenecektir.

Calismamizda yer alan hastalarin adlar1 gizli tutulacaktir. Calismaya secilecek hastalarin yast 30 ve iistii, sayist
ise 100’diir. Hastalarimizin agizda en az 20 disinin bulunmasi, periodontal herhangi bir sebepten dolay1 dis kaybetmemis
olmasi, diabetes mellitus hikayesi bulunmamasi, antibiyotik proflaksisine gerek duyulmamasi, hamilelik ve laktasyon
doneminde olmamasi, antienflamatuar ilaglart kronik olarak kullanmamasi, hepatit veya HIV hikayesi bulunmamasi, sigara
ve benzeri iriinlerin kullanilmamasi gerekmektedir. Hastalarimiz calismayr reddetme hakkina sahiptir. Alinan kan
ornekleri yalnizca bu caligma dahilinde kullanilarak, higbir sekilde genetik amach olarak bir bagka calisma icin

kullanilmayacak ve ¢aligma bitiminde tarafimizdan imha edilecektir.
Tedavinizle ilgilenecek ve herhangi bir nedenle bagvuracagimz kisi;
Dis Hekimi Bur¢ Taylan Tel: 3881105

Ayrica gahisma icin Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji A.D. deneyimli saghik personeli
tarafindan genel saglig: ile ilgili olarak kan alimi uygun goriilmiis olan tarafinizdan 2 cc kan temin ettigimiz tiiplere

alinacaktir. Gerekli diseti tedavileriniz klinigimizde bitirilecektir.

Yukarida goniilliye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum. Bunlar hakkinda
bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama

olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin adi, imzasi, adresi (Varsa telefon no) : Tarih

Aciklamalar1 yapan arastiricinin adi, imzasi : Tarih

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden kurulus gorevlisinin adi imzasi, gorevi :
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Ek 2. Olgu rapor formu
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Ek 3. Osteopontin proteininin yapisi
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EKk 4. Kronik periodontitis ve saglikli kontrol gruplarinin OPN (+8090) genotipleri

Kronik Periodontitis Saghkh Kontrol
Laboratuar Kodu  Ad Soyad  Genotip Laboratuar Kodu  Ad Soyad  Genotip
99 D.K. CT 126 0.0. TT
100 M.O. CT 127 N.A. CT
105 S.K. CT 128 AG. CT
110 F.A. TT 129 N.P. CT
111 N.B. CT 130 G.C. CT
112 F.K. TT 131 F.B. TC
115 AT. TT 132 S.A. CT
116 F.G. CcC 133 V.A. CT
117 AS. CcC 134 H.A. CT
118 AS. CT 135 M.K. CcC
119 B.O. CT 136 AA. CT
121 F.Z. CcC 137 R.G. CT
122 E.S. CT 138 AT. CT
123 E.O. TT 139 H.K. CT
124 G.K. CcC 141 0.A. CT
125 M.B. CT 142 LA. CT
206 B.S. CcC 143 M.A. CT
209 K.B. TT 144 H.A. cC
211 G.B. CcC 218 M.S. CcC
212 Y.E. CT 231 M.U. CT
214 B.K. CT 233 F.D. CcC
215 M.U. CT 234 Y.D. CT
217 U.0. CT 244 M.S. CT
219 AL CT 245 LK. cC
220 M.S. CT 246 i.C. CcC




153

Kronik Periodontitis Saghkh Kontrol
Laboratuar Kodu Ad Soyad  Genotip Laboratuar Kodu Ad Soyad Genotip
223 T.O. TT 247 C.U. CT
224 E.S. TT 248 N.K. CT
225 M.C. CcC 252 R.S. CcC
226 AA. TT 253 S.K. CcC
301 N.H. CcC 254 L.B. CT
302 S.E. TT 255 A.S. CT
303 H.B. CT 326 N.B. CT
304 M.T. CcC 327 Y.Y. CT
305 S.K. cC 328 S.K. CcC
306 LA. CT 329 AO. cc
307 U.G. CT 330 LN. CT
308 C.E. CT 331 N.D. CT
310 R.K. CT 334 H.A. CcC
312 AE. TT 336 N.K. CcC
314 L.C. CT 337 R.A. CcC
315 S.K. CT 339 N.E. CT
316 T.D. CT 340 M.D. CT
317 H.K. CcC 341 U.0. cC
318 V.B. CcC 343 N.K. CT
320 N.C. CT 344 G.S. CcC
321 N.K. TT 345 0.0. cc
322 LS. CT 346 Z.B. TT
323 B.D. TT 347 N.D. CT
324 S.K. CcC 349 M.G. CT
325 T.G. CcC 350 G.D. CT
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