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OZET
BETA DEFENSIN-2 FONKSIYONEL GEN POLIMORFIZMININ KRONIK
PERIODONTITISLE ILiSKiSi
Amac: Kronik periodontitis plak varlig: ile birlikte konaga bagli genetik faktorler ve
cevresel faktorlerin rol oynadigr multifaktoriyel bir hastaliktir. Glinlimiizde periodontal
hastaligin genetik faktorlerle iligskisi en merak edilen konularin baginda gelir. Bu
calisgmanin amaci bir antimikrobiyal peptit olan beta defensin-2 fonksiyonel gen
polimorfizmi varligimin kronik periodontitis ile iligkisinin incelenmesi, genotip-fenotip
iligkisinin ortaya konulmasi ve polimorfizmin kronik periodontal hastaliga yatkinliktaki
roliiniin degerlendirilmesidir.
Materyal ve Metot: Calismamiza kronik periodontitisli 100 hasta, kontrol grubumuza
100 birey dahil edildi. Kontrol grubu ve ¢alisma grubunu olusturan 200 bireyin klinik
muayeneleri yapilarak biitlin bireylerden periodontal muayenede rutin olarak uygulanan
klinik indeks Ol¢limleri alindi ve kemik seviyelerini gdzlemleyebilmek i¢in rutin
radyografik degerlendirmeler yapildi. Calismaya dahil edilen tiim bireylerden periferal
kan 6rnegi alind1 ve alinan kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu yapildi. Daha
once gen ekspresyonu etkiledigi gosterilen beta defensin-2 rs3762040 promoter
polimorfizmi ve ¢evresindeki bolge sekans dizileme islemleri yapilarak tarandi.
Bulgular: Laboratuvar sonuglari degerlendirildiginde beta defensin-2 rs3762040
promoter polimorfizmi agisindan ¢aligma gruplar1 arasinda gerek genotip dagilimlari
(p=0,720) gerekse allel frekanslar1 (p=1) acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi. Ancak beta defensin-2 rs3762039 promoter polimorfizmi agisindan genotip
dagilimlar1 (p=0,002) ve allel frekanslar1 (p=0,005) acisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu.
Sonu¢: Calismamizda beta defensin-2 geninin rs3762039 bdlgesi polimorfizmi ile
kronik periodontitis arasinda iliski bulundu; daha onceki ¢aligmalar degerlendirildiginde
bu polimorfizm periodontal hastalik riskini belirlemede potansiyel bir marker olabilir.

Anahtar kelimeler: Beta Defensin; Genetik; Kronik periodontitis; Polimorfizm

Sevda KURT, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mart-2016
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ABSTRACT
THE RELATIONSHIP BETWEEN BETA DEFENSIN-2 FUNCTIONAL GENE
POLYMORPHISM AND CHRONIC PERIODONTITIS
Aim: Chronic periodontitis is a multifactorial disease in which genetic and
environmental factors play role together with the presence of plaque. The relationship
between genetic factors and periodontal diseases is one of the most curious subjects in
today. The aims of this study was to examine the relationship between beta defensin-2
functional gene polymorphism and chronic periodontitis, to reveal the genotype-
phenotype relationship and to evaluate the role of polymorphisms on predisposition to
chronic periodontal disease.
Material and Method: In our study, 100 patients with chronic periodontitis and 100
individuals for control group were included. 200 individuals were included in routine
clinical examination, performed measurements of clinical indexes and radiographic
evaluations were performed to observe bone levels. Genomic DNA was isolated from
whole blood samples of this subjects and patients. rs3762040 promoter polymorphism
of beta defensin-2 and surrounding area was determined by sanger-sequencing analysis.
Results: Statistically no significant differences could be found between the genotype
(p=0.720) or allele frequencies (p=1) of rs3762040 promoter polymorphism of the beta
defensin-2. However genotype (p=0.002) and allele frequencies (p=0.005) of rs3762039
promoter polymorphism of the beta defensin-2 are statistically significant.
Conclusions: rs3762039 polymorphism of the beta defensin-2 gene has association
with chronic periodontitis in our study. When the other available studies evaluated this
polymorphism may be a potential marker for determining the risk of periodontal
disease.

Keywords: Beta defensin; Chronic periodontitis; Genetic; Polymorphism

Sevda KURT, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, March-2016
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1.GIRiS

Kronik periodontitis (KP); gingivitis ile baslangic gosteren, itihabi olaylar
sonucu disi destekleyen dokulara yayilarak kemik veya atasman kaybina yol agan
kronik iltihabi bir hastaliktir. Diger periodontitis tiplerine gore daha sik goriilen ve daha
yavas ilerleyen kronik periodontitiste yikim disler iizerindeki eklenti miktariyla dogru
orantilidir (Ustun ve ark., 2008; Hinrichs ve Novak, 2012). KP i¢in risk faktorleri;
mikrobiyal dental plaktaki periodontopatojenlerin miktar1 ve patojenitesi, stres, yas,
sigara kullanimi, sistemik hastalik varligi ve genetik faktorlerdir. Bundan dolay:
giintimiizde periodontal hastaligin tarifi yapilirken, plak varligi ile birlikte konaga bagl
genetik faktorler ve ¢evresel faktorlerin de rol oynadigi ‘multifaktoriyel’ bir hastalik
oldugu vurgulanmaktadir (Kinane ve Lindhe, 2003; Ustun ve ark., 2008).

Periodontal hastaliklarda rol oynayan bakteriler salgiladiklari proteolitik
enzimler ile yada patojen iriinlerinin yardimiyla yikici enzim salgist yaparak immiin
cevabr tetiklemektedirler. Savunma mekanizmalar1 tarafindan baslatilan reaksiyon
zinciri, bazi risk faktorleri varliginda bag dokusu ve alveol kemigi yikimi ile yani
periodontal hastalik ile sonu¢lanmaktadir (Abe ve ark., 1991; Ustun ve ark., 2008).

Antimikrobiyal peptitler farkli iglevlerde gorev alan dogal antibiyotiklerdir
(Zasloff, 2002; Oppenheim ve ark., 2003; De Smet ve Conteras, 2005). Antimikrobiyal
peptitler ailesinde yer alan defensinlerin insanlarda alfa(a) ve beta(p) olmak iizere iki alt
tipi vardir (Philpott, 2003; Gursoy ve Kondnen, 2012). Defensinlerin bir¢ok
mikroorganizmaya kars1 yiliksek mikrobisidal etkisinin yani sira edinsel immiin cevabi
giiclendirici etkisi de vardir (Frye ve ark., 2000; Fellermann ve Stange, 2001).
Literatiirde defensinlerin alt tipi olan beta-defensinlerin (B-defensin) mikrobiyal veya
proenflamatuvar uyaranlarla iligkili oldugu ayrica sitokinler ve ¢esitli bakteriyel
iirlinlerin B-defensin iiretimini artirdigina dair veriler bulunmaktadir (Diamond ve ark.,
1996; Harder ve ark., 1997; Stolzenberg ve ark.,1997; Raj ve Dentino, 2002).

B-defensinlerden B-defensin 1 (hBD-1) ve B-defensin 2 (hBD-2) esas olarak
periodontal hastaligin etiyolojik faktdrlerinden olan gram negatif bakterilere karsi
mikrobisidal etki gdstermektedir (De Smet ve Conteras, 2005; Gursoy ve Kondnen,
2012). HBD-2’nin periodontal hastalikli bdlgelerde degisim gosterdigi ve periodontal
hastalikta enflamasyonun klinik bir gostergesi oldugu diistiniilmektedir (Lu ve ark.,

2005; Lu ve ark., 2009). Ayrica daha onceden de bahsedildigi iizere enflamasyon



durumunda hBD-2’nin salinimi ¢esitli bakteriyel iiriinler ve sitokinlere cevaben
uyarilmaktadir. Mevcut literatlirler 1s1¢inda enflamatuvar bir hastalik olan KP’de
defensinlerdeki herhangi bir fonksiyon ya da kalite degisiminin konagin hastaliga olan
yatkinligin1 degistirebilecegi; ayn1 zamanda hastalik patogenizinde etkinligi olan f-
defensin iiretiminin genetik faktdrlerden de etkilenebilecegi goriilmektedir (Hollox ve
ark., 2003; Groth ve ark., 2010; Schaefer ve ark., 2010; Jaradat ve ark., 2013).

Giliniimiizde periodontal hastaligin genetik faktorlerle iliskisi en merak edilen
konularin baginda gelir ve kronik periodontitisin genetik varyasyonlarin etkisini
aragtirmaya yonelik en popiiler yontem ikiz c¢alismalaridir; ozellikle tek yumurta
ikizlerinde yapilan caligmalar periodontal hastalikta genetigin belirleyici bir faktor
oldugunu kanitlamaktadir (Michalowicz ve ark.,, 1991a; Corey ve ark., 1993;
Michalowicz ve ark., 2000). Bununla birlikte bu konuda yapilan baglant1 analizleri
(Beaty ve ark.,1987; Marazita ve ark.,1994) ve iliski calismalar1 (Kornman ve ark.,
1997) da genetigin periodontitiste belirleyici etkisini gostermektedir.

KP’in genetik gecisi ile ilgili arastirmalarda; hiicre yiizey molekiilleri,
kemokinler gibi sitokinlerin veya antijen tanima ile iligkili baz1 diger molekiillerin gen
polimorfizmi ile hastalik mevcudiyeti arasinda iligki olabilirligi {izerinde durulmustur.
Hastalik durumunda daha sik izlenen bir gen aleli varligi ve bu aday genin hastalik
duyarliligini arttirdigr disiiniilmektedir. Fakat saglikli bireylerde de bu aday gene
raslanmasi, genetigin tek basina degil cevresel faktorler ile etkilesime girerek kombine
etkiyle hastalikta rol aldigin1 gostermekte ve desteklemektedir (Vijayalakshmi ve ark.,
2010; Dogan ve ark., 2012). Kronik periodontitis ile bu aday genler arasindaki iligkiyi
ortaya ¢ikarmay1 hedefleyen ¢aligmalar glinden giine artmaktadir (Schenkein, 2002).

Japonlar tizerinde yapilan bir ¢aligmada hBD-2 geni iizerindeki -1029
bolgesinde tanimlanan tek niikleotit polimorfizminin (SNP) hBD-2 salinimini etkiledigi
ve periodontal hastalik gibi gram negatif bakterilerin sebep oldugu enflamatuvar
hastaliklarin olugsmasinda etkinliginin olabilecegi hipotezi ileri siiriilmiistiir (Kusano ve
ark., 2005). Bu durum, hBD-2’nin KP’de aday gen olabilecegi diisiincesini akla
getirmektedir.

Yapilan ¢aligmalar hBD-2’nin peridontal hastalikta ve diseti enflamasyonunda
etkisi olabilecegini gosterdigi halde (Ebrahem, 2013; Ertugrul ve ark., 2014; Dommisch

ve ark., 2015) bu zamana dek bu genin genetik polimorfizminin periodontal hastaliklarla



iliskisi degerlendirilmemistir. Bu g¢alismanin amact hBD-2 rs3762040 promoter gen

polimorfizimi ve ¢evresindeki bolgenin KP ile iligkisini ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Saghkh Periodonsiyum ve Periodontal Hastalik Durumu

Periodonsiyum, disi destekleyen yapilarin biitiiniinii ifade eden bir terimdir;
diseti, periodontal ligament, sement ve alveol kemigi olmak tizere dort farkli dokudan
olusmaktadir (Lindhe ve ark., 2008; Fiorellini ve ark., 2012). Periodonsiyumun disi
cene kemiginin iginde tutmak, ¢igneme kuvvetlerinin ¢ene kemigine iletilmesini
saglamak, ¢igneyici mukoza ylizeyinin oral kaviteye uyumunu saglamak ve agiz
icerisinde koruyucu bariyer benzeri davranmak gibi gesitli gorevleri vardir (Kinane,
2001; Lindhe ve ark., 2008).

Saglikli periodonsiyumda periodontal dokularin yapisal ve fonksiyonel
biitiinliigli bozulmamustir, bu biitiinliigiin devamin1 doku yikimi ile tamiri arasindaki
denge saglamaktadir. Hem gingivitis hem de periodontitis durumu ‘periodontal
hastalik’ olarak tanimlanmaktadir (Kinane, 2001).

Gingivitis, gingival sulkusta veya ona yakin bolgelerde biriken bakteriler ve
konagin savunma cevabi arasindaki dengenin konak aleyhinde bozulmas ile ortaya
cikan; disetinin rengi, kivami, boyutu ve seklinde degisiklikler meydana getiren
enfeksiyonel bir hastaliktir. Gingivitiste iltihabi yanit sadece diseti dokusuyla simirlidir
ve mikrobiyal dental plagin uzaklastirilmasiyla geri donebilmektedir (Kinane, 2001).

Periodontitis ise disin destekleyici dokularinda geri doniisiimii miimkiin
olmayan hasar, klinik atasman kaybi, alveol kemik yikimi ile karakterize kronik
enflamatuvar bir hastaliktir. Multifaktoriyel bir hastalik olan periodontitis tedavi
edilmemesi durumunda, ilerleyen alveol kemigi kaybi, buna bagl olarak dislerde
mobilite artis1, diseti c¢ekilmesi, disin migrasyonu ve disin kaybedilmesi ile
sonuclanabilmektedir (Offenbacher, 1996; Flemmig, 1999; Sanchez ve ark., 2004).

Periodontitisin farkli tiirlerinde klinik ve histopatolojik bulgular ayiricidir ve
hastaligin ilerleme hizi farkilik gostermektedir. Hastalifin ilerleme hizi mikrobiyal
dental plagin mikrobiyal kompozisyonuna, sosyal, cevresel, sistemik, genetik ve dis
kaynakli faktorlere gore de degismektedir. 1999 yilinda gergeklestirilen Uluslararasi
Calistay’da periodontitis; kronik, agresif, nekrotizan, sistemik hastaliklarla birlikte

goriilen periodontitis seklinde siniflandirilmistir (Kornman, 1996; Armitage, 1999).



2.1.1. Kronik Periodontitis (KP)

KP, periodontal dokularda lokal etyolojik faktorlerin miktar: ile dogru orantili
olarak atagman kaybi1 ve kemik yikimima sebep olan kronik enflamatuvar bir
periodontal hastaliktir (Kinane ve Lindhe 2003; Kinane ve ark., 2008). Diger
periodontitis tiplerine gore daha sik goriilmektedir ve daha yavas ilerleyen bir hastaliktir
(Flemmig 1999).

Kronik periodontitiste klinik olarak distasi, supragingival ve subgingival plak
birikimi s6z konusudur. Hastalik digetinde renk ve kivam degisimi, sondalamada ya da
spontan kanama ile baslamaktadir; tedavi edilmezse patolojik ceplere, radyografik
olarak izlenebilen kemik kayiplarina ve hatta dis kayiplarina sebep olabilmektedir
(Novak ve Novak., 2006; Hinrichs ve Novak, 2012). KP’in genellikle agrisiz seyretmesi
hastalarin tedaviye ihtiya¢ duymalarini engelleyen en 6nemli faktdrdiir, bununla birlikte
kok ylizeyi agikta kalan vakalarda hassasiyet, gida birikimi olan bolgelerde rahatsizlik
ve periodontal abse olusumuna bagl akut agr1 da olasidir (Novak ve Novak; 2012).

Kronik periodontitis genis bir yas grubununda goriilebilmesine ragmen yasin
artisiyla prevalans: artmaktadir; yani yasa bagli olmasa bile yasla iligkili bir hastaliktir.
Bu artisin sebebi periodontal dokularin mikrobiyal dental plaga maruz kaldig: siirenin
uzamasidir. Hastaligin ilerleme hiz1 da lokal etyolojik faktorlerle iligkilidir ve agizda
her bolgede esit oranda ilerleme gdstermez, ¢cogunlukla plak birikiminin oldugu bolgeler
daha hizli ilerleme gostermektedir (Novak ve Novak; 2012).

Periodontal dokularin etkilenme miktarina gore lokalize kronik periodontitis ve
generelize kronik periodontitis olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Lokalize kronik
periodontitiste agizda mevcut ylizeylerin %30’undan azinda atagsman ve kemik kaybi
mevcuttur, generalize kronik periondontitiste ise %30’undan daha fazla atasman ve
kemik kaybi mevcuttur. Hastalifin siddetine gore yapilan smiflandirma ise; hafif
siddetli, orta siddetli ve siddetli periodontitis seklindedir (Wolf ve ark., 2007; Hinrichs
ve Novak, 2012; Novak ve Novak., 2012).

Siddete gore yapilan siniflandirmada goriilen klinik 6zellikler soyledir;

Hafif siddetli periodontitisde ; 1-2 mm klinik atagsman kayb1 (KAK) vardir,
minimal diizeyde furkasyon girisi, sondlamada kanama (SK), supragingival ve
subgingival plak ve distas1 birikimi ve radyografide minimal diizeyde kemik kaybi

goriilmektedir.



Orta siddetli periodontitisde; 3-4 mm KAK vardir, diglerde hafif-orta derecede
mobilite mevcuttur, SK , radyografide horizontal kemik kayb1 ve furkasyon bdlgesinde
radyolusent goriiniim vardir..

Siddetli periodontitisde; Smm ve daha fazla atagsman kaybi vardir, diglerde
artmig mobilite, belirgin furkasyon defektleri, SK, radyografide %40’in {istiinde
alveoler kemik kaybi goriilmektedir (Flemmig, 1999; Greenstein, 2000; Novak ve
Novak, 2012).

2.1.2. Kronik Periodontitisin Patogenezi

Periodontal hastaliklar; dis yiizeylerine veya diseti kenarinin altina kolonize
olan bakterilerin neden oldugu kronik enfeksiyonel hastaliklardir (Socransky ve
Haffajee, 2002). Yapilan kiiltiir caligmalar1 dental plakta 500°den fazla mikroorganizma
oldugunu gostermekte ve KP’nin ilerlemesindeki rolii desteklenen miktoorganizma
tirleri; Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis,
Campylobacter  rectus,  Eikonella  corrodens,  Fusobacterium  nucleatum,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Peptosreptococcus micros ve Treponema
denticola olarak bilinmektedir (Moore ve Moore, 1994; Pihlstrom ve ark, 2005; Rossa
ve Kirkwood, 2012; Teughels ve ark., 2012). Bakteriyel dental plaktaki igerik
farkliliklar gdstermekte ve hastalikli subgingival bolgeden alinan plagin mikroskobik
incelemesinde, yliksek diizeyde anaerobik (%90) gram negatif (%75) bakteri tiirlerine
rastlanilmistir (Slots, 1977; 1979).

Periodontitisin karakteristik 6zelligi doku yikimidir. Periodontal yikimda
bakterilerin yani sira konagin mikroorganizmalara verdigi yanit, savunma sisteminde
fonksiyon bozuklugu ve/veya zayiflifi, oral hijyen durumu, belirli patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonu, yetersiz beslenme, stres ve ¢esitli sosyo-
ekonomik faktorler de periodontal hastaligin patogenezinde ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadirlar (Genco, 1992; Page ve Kornman, 1997) (Sekil 1). Mikroorganizmalar
bagisiklik sistemini tetikleyici Ozellik gosterirler, Boylece aktive edilen bagisiklik
sistemi hiicreleri, enzimler, uyarilan sitokinler, diger oncili enflamatuvar {iriinler doku
yikimina sebep olmaktadir ve hastalik ortaya ¢ikmaktadir (Offenbacher S., 1996; Lopez
ve ark., 2002).

Mikrobiyal dental plak iizerindeki mikroorganizmalar salgiladiklar1 proteolitik

enzimlerle konak ekstraseliiler matriksini par¢alamaktadir (Harrington, 1996; Potempa



ve ark., 2000). Bu esnada olusan mikroorganizma metabolitleri ve yan {iriinler
Interlokin 8 (IL-8), Interlokin 1 alfa (IL-la), timdr nekroz faktdr alfa (TNF- a),
prostaglandin E, (PGE,) ve matrix metalloproteinazlar (MMP) gibi enflamatuvar
mediatorlerin sentezlenmesine sebep olmaktadir (Kornman ve ark, 1997; Bartold ve
Narayaman, 2006). Bunu bradikinin ve histamine gibi lokal vazkiiler reaksiyonu
diizenleyen enflamatuvar mediatorlerin iiretilmesi ve sonrasinda damar gecirgenliginin
artmasina bagli olarak mast hiicreleri ve kompleman sistemi aktive olmaktadir.
Kompleman sistemi elemanlar1 ile bakterilerin kompleks olusturmasi bdlgeye notrofil
kemotaksisini gergeklestirmektedir. Monositler bolgeye gelip notrofillerin  yerini
maktofajlarin almasiyla interlokin 1 beta (IL-1B), interlokin 1 reseptdr antagonisti (IL-

Ira), interlokin 6 (IL-6), interlokin 10 (IL-10), interlokin 12 (IL-12), TNF-a, PGE;

MMP’ler ve interferon gama (IFN-y) gibi enflamatuvar medyatdrler tiretmektedir.

Sekil 1.  Periodontal enflamasyonun olusumu (Kornman, 2001’den uyarlanmistir)

Enflamasyonun ileri asamalarinda bag dokusuna yayilim gosteren olaylar
devreye T ve B lenfositlerini sokmaktadir (Yamazaki ve ark., 2003; Berglundh ve
Donati, 2005).



Bu olaylar zinciri epitelin biitiinliigiiniin bozulmasma ve birlesim epitelin
apikale dogru go¢ ederek periodontal cep olusumuna sebep olmaktadir ve flora gittikge
anaerobik hale gelmektedir (Kornman ve ark, 1997; Pihlstrom ve ark, 2005).

Konakta mikrobiyal dental plaga karsi gelisen savunma mekanizmasi ve
mikroorganizmalar arast dengenin bozulmasiyla olugmaktadir. Aslinda siireci
mikrobiyal faktorler baglatmis olsada yikima sebebiyet veren konagin iiretmis oldugu
enzimlerdir. Dokunun savunma sisteminde yer alan bu sitokin ve enflamatuvar
medyatorler de konakta genetik kontrol altinda iiretilmektedir (Kinane, 2001) (Sekil 2).

Siirecten anlayabilecegimiz gibi subgingival ve supragingival plagin bakteriyel
komponentlerini nétralize etmek i¢in diseti olugu sivist (DOS) ve tilikriikte lizozim,
laktoferrin, komplament, bradikinin gibi bazi enzim ve antimikrobiyal faktorler
mevcuttur. Bunlardan biri de antimikrobial peptitlerdir (Schenkels ve ark., 1995;
Darveau ve ark., 1997; Dale ve ark., 2001). Antimikrobiyal peptitlerden biri de [-
defensinlerdir. B-defensinler antimikrobiyal etkinliklerinin yani sira memory T hiicreleri
ve immative dentritik hiicrelerinin kemotaksisindeki etkinlikleri ile kazanilmis immiin
sistemdeki etkinlikleri ile de bilmektedirler (Yang ve ark., 1999). Litaratiirlerde f-
defensinlerin bazi tiirlerinin enflmasyon ile degisimini gdsteren c¢aligmalar mevcuttur
(Liu ve ark., 1998; Harder ve ark., 2001). KP patogenezinde, enflamatuvar siirecte [3-
defensinlerin de etkinliginin oldugu diistiniilmektedir.

2.1.3. Bagisiklik Sisteminin Periodontal Hastalhiktaki Rolii

KP’in dis plagi ve onun mikrobiyal iiriinleri ile konakg1 arasi etkilesim sonrasi
meydana geldigini ve bu hastalikta konak¢i koruma mekanizmalarinin etkinliginin
fazlaca oldugu bilinmektedir. Bu koruma mekanizmar1 disetinin kendi biinyesinden
kaynaklanabilecegi gibi DOS ve tiikriik bezleri gibi ¢evre dokular tarafindan da
desteklenmektedir (Curby, 1953; Brandtzaeg ve ark., 1970; Crawford ve ark., 1975).
Bagisiklik sistemi bu koruyucu mekanizmalarin Onciislidiir, dogustan ve edinsel

bagisiklik olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Froy, 2005).
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Dogustan bagisiklik sistemi daha once karsilasmadigi patojenlere karst hizli ve
devamli koruma saglamakta ayni1 zamanda konagin mikroorganizmalar1 taninmast i¢in
gereken reseptdrleri, savunma sistemi iletisimde gorev alan sinyalizasyon molekiillerini
ve mikroorganizmalarin etkisiz hale getirilmesini saglayan efektér molekiilleri
icermektedir (Froy, 2005; Bevins, 2006). Dogal bagisiklik sistemi bu sekilde viicut
savunmasini gerceklestirerek ayni zamanda etkili bir sekilde kazanilmis bagisikligin da
ortaya c¢ikmasini saglamaktadir (Turvey ve Broide, 2010; Aksoy, 2013). Dogal
bagisiklik yanitinda kalitsal ve korunmus bir sekilde kodlanan ve konagin
mikroorganizmalari tanimasini saglayan az miktarda reseptor kullanilmaktadir. Ayrica
bir ¢cok yonden kazanilmis bagisikliktan farklidir (Aksoy, 2013) (Tablo 1). Dogal
bagisiklik elemanlarmin ortak 6zelligi mikroorganizmalar1 taniyip cevap vermelerine
ragmen diger maddelere karsi reaksiyon olusturmamaktadirlar. Kazanilmis bagisiklik
sisteminde ise mikroorganizmalarin disindaki antijenlere kars1 da cevap verme 6zelligi
mevcuttur, ayrica 6zgiillik ve antijenle karsilasma sonrasi gelisen bellek 6zelligi ile
dogal bagisikliktan farklidir (Abbas, 2007).

Bagisiklik sistemi ve enflamatuvar yanit gingival dokulardaki enfeksiyonun
onlenmesinde ayni zamanda kronik periodontitisin Onlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Page, 1991). Aslinda enflamatuvar bir hastalik olan periodontal hastalik
da mikrobiyal dental plaga karsi konakta olusan savunma mekanizmasi ile mevcut
mikroorganizmalar arasindaki dengenin bozulmasi ile olugmaktadir (Kinane, 2001).
DOS ve tiikriikte de mikrobiyal dental plaga karsi savunma mekanizmasinin {irettigi
cesitli enzimler ve antimikrobiyal peptitler bulunmaktadir (Schenkels ve ark., 1995;
Darveau ve ark., 1997). Periodontal hastalik mikrobiyal bir hastalik oldugundan
antimikrobiyal peptitlerin hastalik olusumu ve ilerlemesinde rolii olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda diseti, DOS ve tiikriikte yapilmis bagisiklik
sisteminin periodontal hastaliktaki roliinde antimikrobiyal peptitlerin etkinligini konu
alan bir ¢ok calisma mevcuttur (Brissette ve Lukehart, 2007; Jaradat ve ark 2013;
Ertugrul ve ark., 2014; Dommisch ve ark., 2015; Kumar ve ark., 2015; Yong ve ark.,
2015).
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Tablo 1: Dogal ve kazanilmis yanit arasindaki farklar (Aksoy, 2013’den uyarlanmistir).

Dogal bagisiklik

Kazamilmis bagisikhk

Hiicresel elemanlar

Hemotopoetik hiicreler:
Makrrofaj, Dentritik hiicre,
Notrofil, Eazinofil, NK hiicre,
Mast hiicresi
Nonhematopoetik hiicreler:

Epitel hiicreleri

Hematopoetik hiicreler:

T ve B lenfositleri

Humoral elemanlar

Kompleman proteinleri, LPS
baglayici protein, C-reaktif protein
ve diger akut faz reaktanlari,
antimikrobiyal peptidler, mannoz

baglayici lektin

B hiicrelerin sentezledigi

antikorlar

Ozgiilliik Mikroorganizmalar tarafindan Mikrobiyal yapilarin yapisal
paylasilan ortak yapilar detay1 (antijenler)
Nonmikrobiyal antijenleri de
tantyabilir
Yamt Hizli (dakikalar) Gecikmis (saatler-giinler)

Kisa siireli

Daha uzun stireli

Ozgiin degil Ozgiin
Tekrar karsilasmada benzer Tekrar karsilasmada ¢ok daha
etkili
Hafiza yok Hafizas1 var
Oz olan ve olmayamin ayrimi ~ Evet Evet

Reseptor ligandlari konak hiicrede

bulunmaz

Kendine reaksiyon veren
lenfositlerin se¢imi,
Hatali olursa otoimmiinite

gelisir

2.1.4. Beta Defensinler

Antimikrobiyal peptitler dogustan bagisiklik sisteminin bir pargasidir ve
genlerle kodlanan dogal antibiyotiklerdir (Zasloff, 2002; Bevins, 2006). Antimikrobiyal
etkisinin yani sira antikanser etki, enflamasyonda etkinlik, yara iyilesmesi, sitokin
salinimi, adezyon molekiillerinin salinimi, hemostaz, kemotaksis, mast hiicrelerinden

histamine salinimi, apopitoz gibi de bir¢ok islevleri vardir (Oppenheim ve ark., 2003;
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De Smet, 2005). Memelilerde en Onemli antimikrobiyal peptit gruplarindan biri
defensinlerdir (Granz, 2003; Froy, 2005).

Insan defensinleri yapilarindaki sistein rezidiilerine ve 3 disiilfit bagmin
baglanti1 yerlerine gore a ve  defensin olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir (Granz
ve Lehrer, 1995; Philpott, 2003; Gursoy ve Kondnen, 2012). Insan defensin genleri 8.
kromozomda telomer bdlgesine yakin p22-23.1 bolgesinde bulunmaktadir (Liu ve ark.,
1997; Liu ve ark. 1998; Fellermann ve Stange, 2001). Mevcut ¢alismalar insanlarda alt1
cesit a-defensin ve dort ¢esit B-defensin oldugunu gostermektedir (Abiko ve ark., 2007,
Vardar-Sengul ve ark., 2007; Jin, 2011).

B-defensinler insanlarda epitelyal dokularda eksprese edilmektedir; bu
dokulardan bazilar diseti, dil, tiikriik bezleri ve agiz mukozasidir (Mathews ve ark.,
1999; Dale ve Fredericks, 2005; Kohlgraf ve ark., 2010). Insanlarda hBD-1, hBD-2,
beta defensin-3 (hBD-3) ve beta defensin-4 (hBD-4) olmak tiizere dort cesit B-defensin
mevcudiyetine ragmen agiz boslugunda hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 eksprese edilmektedir
(Dale ve ark., 2001; Vardar-Sengul ve ark., 2007; Gomes ve Fernandes, 2010).

B-defensinlerin insan viicudundaki bazi islevleri sunlardir;

. Bakteri, fungus, klamidya, zarfl1 viriislere kars1 antimikrobiyal etki,

. T hafiza hiicreleri, immature dentritik hiicreler ve notrofillerin kemotaksisi,
. Immatiir dentritik hiicrelerin matiirasyonu,

. Mast hiicre kemotaksisi ve degraniilasyonu (Soylu ve Oztiirk, 2008).

B-defensinlerden hBD-1 ve hBD-2 esas olarak gram negatif bakterilere karsi
mikrobisidal etki gdstermektedirler. Gram pozitif bakterilere kars1 etkisi daha azdir (De
Smet ve Contreas, 2005).

Saglikli dokularda mikroorganizma veya trilinleri varliginda hBD-2 artig
gosterebilmektedir. Proenflamatuvar sitokinlerden IL-1B ve tumor nekrozis faktor y
tarafindan uyarilan alveolar makrofajlar ve monositler hBD-2 artigin1 saglamaktadir
(Duits ve ark., 2002; Ertugrul ve ark., 2014).

B-defensinler antibakteriyel ve bagisiklik sistemi diizenleyici ozelliklerinin
yani sira yara iyilesmesinde de katkida bulunmaktadir. hBD-1 olmasa bile hBD-2 ve
hBD-3 keratinosit go¢ii ve proliferasyonunu arttirmaktadir (Niyonsaba ve ark., 2007).
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2.2. Genel Genetik Kavramlar

Genetik, biyolojinin kalitim ve varyasyonlarla yani cesitlilikle ilgilenmektedir
ve alan olarak hiicre, birey bazinda ve ayrica nesil ve organizmalarin yasadiklar
popiilasyonlar1 konu almaktadir (Klug ve ark., 2006). Insan genetigi genetik
prensiplerin ve metodlarinin insanda incelenmesini konu alan; somatik ve fonksiyonel,
normal ve patolojik bazi durumlarin dogustan mevcudiyeti ayrica benzerliklerin bir
kusaktan diger kusaga geg¢isini inceleyen bilim dalidir (Kayahan, 1965).

Gen, kalitimim islevsel birimidir ve genetik bilgi depolayan karmasik bir
birimdir. Genlerin organize olmast ile uzunca ve genellikle dairesel sekilli
Deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiillerinden kromozomlar olugmaktadir. Klasik
olarak incelendiginde genetik ¢esitliligin iki kaynagi mevcuttur; bunlar kromozomal
mutasyonlar ve gen mutasyonlaridir. Genin mutastonlar1 sonrasinda olusan degisik
formlarina allel denmektedir. Allel c¢esitliligi, toplumlarin genetik ¢esitliligi olarak
sayllmakta ve akla polimorfizm ve heterezigotluk kavramlarini1 getirmektedir. Her gen
lokusu (kromozom alani) bir allelin birbirinin ayni iki kopyasint (homozigot) ya da
farkl1 2 allelin birer kopyasimi (heterezigot) tasimaktadir ve iki ya da daha fazla
alternatif genotip varlig1 polimorfizim olarak adlandirilmaktadir (Klug ve Cummings,
2000; Loos ve ark., 2005).

En ¢ok goriilen polimorfizm tipi DNA iizerinde tek baz ¢iftinin degigmesi ile
meydana gelen SNP’lerdir (Nielsen, 2004). SNP’ler, popiilasyonlarda yaygindirlar ayn
zamanda etnik ve cografik farkliliklar gostermektedirler ve hiicre metabolizmasi igin
cok onemli olan genlerin kritik pozisyonlarinda yer almaktadirlar. Kritik pozisyonlarda
mevcut olan polimorfizimler proteinin fonksiyonu ya da enzim aktivitesini 6nemli
olgiide etkileyebilmektedir. Bu durum bazi hastaliklara yol agmakta veya sadece
hastaliga riski arttirmaktadir (Deligezer ve ark., 2004).

Periodontal hastalikta genetigin etkisi zayif olsa bile tekrarlayan olumsuz
cevresel kosullar sonrast hem hastalik yatkinligt hem de hastaligin siddet ve
ilerleyisinde genetigin ve polimiorfizmlerin etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Ergiiven,
2002).

2.2.1. Hastaliklarin Genetik Temelleri

Genetik hastaliklar ‘Klasik Mendelyen Hastaliklar’ ve ‘Kompleks Genetik

Hastaliklar’ olarak iki gruba ayrilmaktadir. Bir ¢ok hastaligin genetik temeli vardir,
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fakat genetik faktorler hastalik iizerinde minimal bir etkiye sahip olabildigi gibi
dogrudan dogruya ortaya ¢ikmasina da sebep olabilmektedirler (Kinane ve ark., 2005;
Manolia ve Collins, 2007).

Genellikle tek bir gendeki degisime bagli olarak basit bir modelle gecis
gosteren klasik mendelyen hastaliklar otozomal dominant, otozomal resesif ve X’e bagl
kalitim sekli gosterebilmektedir. Sorumlu gen tanimlandiginda teshis i¢in ¢esitli testler
yapilabilmekte ve hastaligin ge¢is olasilig1 saptanabilmektedir (Kinane ve ark., 2005).

Klasik mendelyan hastaliklarin aksine tek bir genin katkisi degil bir ¢ok genin
kiigiik oranlarda toplu sekilde katkisi, ¢evresel faktdrler ve yasin da etkin oldugu
hastaliklara ise kompleks genetik hastaliklar denir. Klasik mendelyen hastaliklara gore
toplumda daha yaygin goriilen kompleks genetik hastaliklarda yatkinliga sebep olan
genlerin tanimlanmasi hem gen iligkileri hem de gevresel faktorlerden dolayr daha
zordur (Kinane ve Hart, 2003; Manolia ve Collins, 2007; Manolia ve ark., 2009).

Kompleks hastaliklarin temelinde bireyler arasindaki ¢esitlilikler yatmaktadir,
baz1 varyantlarin kompleks poligenik hastaliklara yatkinligini arttirdigini ve hastaligi
etkileme kapasitesine sahip her bir varyantin hastalik fenotipi iizerine kiiciik bir
etkisinin oldugu varsayilmaktadir. Kompleks hastaliklar, polimorfizm adi verilen
genom tlizeirndeki DNA degisiklikleri ile karakterizedir ve bu durum yaygin hastalik-
yaygin DNA degisiklikleri hipotezi ile agiklanmaktadir (Reich ve Lander, 2001; Kinane
ve ark., 2005).

Bireyler arasinda genom cesitliligi; niikleotit ilavesi ya da silinmesi, basit
sekans tekrarlar1 ve tek bir baz ikilisinin degisimi seklinde olabilen gen polimorfizmleri
ve kopya sayis1 farkliligi (CNP) seklinde olabilmektedir (Takashiba ve Naurishi, 2006;
Reich ve Lander, 2001; Jasinska ve ark., 2003; Ottolini ve ark., 2014). SNP’ler
penetrasyonlar1 diisiik olmalarina ragmen yaygindirlar ve tek baslarina hastaliga yol
acmamaktadirlar, bireyler arasindaki hastalik yatkinligi ve tedaviye verilen cevap
iizerinde etkinlikleri mevcuttur. Bu polimorfizmler 6zellikle kompleks hastaliklarda
yatkinlig1 etkileyen yaygin varyantlarin incelenmesi agisindan biiylik 6neme sahiptir.
Kompleks hastaliklarda bireyin hastalikla ilgili alleli tasiyor olmasi teshis i¢in yeterli
degildir, hastalikla iliskilendirilmis allellere hastaligin goriilmedigi bireylerde de
raslanabilmektedir (Kinane ve Hart, 2003; Kinane ve ark., 2005).
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Insanlardaki kalitsal genetik kusurlar yani mutasyonlar klasik mendelyen
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda belirleyici rol almaktadir. Mutasyon sebebiyle olusan
fenotip degisikleri ve bu durumlarda gézlemlenen hastalik durumu, bu genetik degisimi
dengeleyecek faktorlerin bulunmadigini ve mutasyonlarin hastalik i¢in direk belirleyici
oldugunu ortaya koymaktadir. Kompleks genetik hastaliklara sebep olan
polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik rastlanmaktadir. Polimorfizimler toplumdaki
genetik cesitlik tipi ve gen seceneklerinden dogmaktadir. Polimorfizimlerde hastalik ile
iligskili gen allelleri saglikli bireylerde de bulunabilmektedir fakat hasta bireylerde
goriilme siklig1 daha fazladir. Yani polimorfizim varligi hastalik varligi ile dogrudan
iliskilendirilerek teshis koymak i¢in yeterli degildir. Kompleks hastaliklarda fizyolojik
ve biyolojik mekanizmalar dengeleyici unsur gorevi gormektedirler, sadece genetik etki
s0z konusu degildir. Bu durumda polimorfizmin varliginin, klinik a¢idan her zaman
anlam ifade eden bir etkisinin olmadig1 net olarak sdylenebilmektedir (Kinane ve Hart,
2003; Kinane ve ark., 2005).

Gen polimorfizmleri, genomik DNA’nin bir popiilasyonun normal bireyleri
arasinda farklilik gosterdigi tek baz c¢ifti degisiklikleridir (Deligezer ve ark., 2004).
Polimorfizmler; promotor bolge, ekzonlar, intronlar, kodlanmayan bdlgenin birinde ya
da daha fazla alaninda meydana gelebilmektedir (Takashiba ve Naurishi, 2006)
(Sekil3).

(2) Ekzonlar
kodlayici bolgeler
Transkripsiyon ( " geler)
Baslama nokta‘m/ i \ \\‘
5 3’
(1) Promotor (4) Kodlanmayan
bolge A A bolge
Baslatici Sonlandirma

kodon kodonu

(3) intronlar
(Duraklama bdlgeleri)

Sekil 3. Insan geninin yapisi. (1), (2) , (3), (4) polimorfizm gbriilebilecek bolgeler (Takashiba ve
Naurishi, 2006’dan uyarlanmistir)

2.2.2.Tek Niikleotit Polimorfizmleri (SNP’ler)
SNP’ler genomda belli alandaki tek niikleotidde meydana gelen
polimorfizmlerdir ve en sik raslanan polimorfizm tiiridiir. SNP’lerin %1°1 fonksiyonel

degisiklik ve insanlar arasinda cesitliligi saglamaktadir. Bu da 100.000 civarinda
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polimorfik bolgeye karsilik gelmektedir. Bu SNP’lere genom boyunca; protein
kodlayan bolgelerde (ekzonlar) ve ya kodlamayan bdlgelerde de (intron ve diizenleyici
bolgeler) raslanabilmektedir (Sadee, 1999; Ingelman-Sundberg, 2001; Taylor ve ark.,
2004).

SNP’ler ; tanm1 ver risk profillenmesinde, aday gen tayini ve haritalamada,
polimorfizm testlerinde, epidemiyolojik calismalarin planlamasinda ve bircok farkl
alanda kullanilmaktadir. Popiilasyonlardaki genetik farkliliklar SNP’lerin de roli ile
hastalik duyarlilig1 lizerinde etkilidirler. Bu genetik farkliliklarin hastaliga duyarlilikta,
hastaliga kars1 direngte ve hastalik prognozu iizerindeki rolleri biiyliktir. Yapilan
caligmalarla hasta bireyler ve saglikli bireyler iizerindeki gen farkliliklar arastirilarak,
hastaliklardaki mevcut SNP profilleri analiz edilmeye calisilmistir. Hangi varyant
allellerinin hastalikla yakin iliskili oldugu belirlenmis ayn1 zamanda da SNP’lerin ilag
metabolizmasinda rol alan enzimlerin fonksiyonlarmi degistirdigi diisiiniildiigli igin
hastalarin genotiplerine uygun ilag kullanimi iizerine de yogunlasilmistir.

SNPlerin tespiti i¢in bir¢ok yontem kullanilabilmektedir, gliniimiizde en yaygin
yontem olarak ‘polimeraz zincir reaksiyonu’ (PCR) yontemi kullanilmaktadir. Hassas
bir teknik olan PCR diger yontemlere gore daha kisa siirede ilgilenilen DNA bolgesini
DNA polimeraz enzimi yardimi ile birka¢ milyon kopya haline getirebilmektedir
(Nussbaum ve ark., 2005).

Bu giine kadar kullanilan genetik analiz metodlar1 sunlardir:

a) Ailesel gecis (soyagekim)
b) ikiz ¢alismalar1

C) Segregasyon analizleri

d) Baglanti analizleri

e) [liskilendirme ¢alismalari

2.3.Genetik Analiz Yontemleri

Genler, periodontal hastalik devamimliliginda ve yatkinliginda anlasilir net bir
bicimde rol oynamaktadirlar (Hart, 1994; 1996). Genetikgiler, hastaliklarin genetik
temellerini gostermek igin genel icerikli ya da belli hastalikla baglantili genetik
varyantlarin tanimlanmasina olanak saglayan ¢esitli yontemler uygulanmaktadir

(Kinane ve ark., 2005).
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2.3.1.Ailesel Gegis

Ayni karakter ve ya 6zelligin birden fazla aile iiyesinde olmasi durumudur ve
incelendiginde hastaliklarda ailesel genetik etiyolojiyi gostermek miimkiindiir. Fakat
ailelerde diyet ve beslenme, c¢esitli zararli maddelere birlikte maruz kalma, aktif ya da
pasif olarak sigara kullanimi gibi bir ¢ok yaygin durum birlikte paylasilmaktadir. Bazi
enfeksiyonla iligkili ajanlar bazi ailelerde yaygin bulunabilmektedir. Dolayisiyla ailesel
gecis aslinda ortak genler, ortak ¢evresel kosullar ve benzer sosyoekonomik durumlar
sebebiyle olabilmektedir (Boughman ve ark., 1988; Hassell ve Harris, 1995; Hart ve
Kornman, 1997).

Ailesel gegisi gostermek i¢in bir ¢cok hastalik ve 6zellik basina ailesel, ailevi
veya familyal sifat1 eklenerek Stekilerden ayrilmak istenmistir.

Aile arastirmalarinda ii¢ amag¢ vardir. Bunlar; mevcut durum ve hastaligin
teshis ve tedavisi ile ilgili gerekli genetik 6giitlerin verilmesi, etki edebilecek cevresel
etkenlerin ortaya cikarilmasi, elde edilen bulgulara goére daha ileri veya o6zel
arastirmalara baglanmasidir (Sayli, 1981).

Ailesel gecis yontemi tek basina iki degiskeni ayirmaya yetmemektedir. Bunun
sebebi seyrek goziiken hastalik ve durumlarda ailesel gecis diislincesi kalitsal etkileri
daha kuvvetli bir sekilde akla getirirken, toplumda goziikme konsantrasyonu yiiksek, stk
raslanan hastalik veya durumlarda aile i¢i gegis varlig1 ancak kusku uyandirmaktadir
(Sayli, 1981).

Periodontitisteki ailesel gegisle ilgili bir ¢cok klinik rapor bulunmaktadir fakat
yakin zamana kadar bu raporlarin takibi eksik bir sekilde yapilmistir ve bunlar
karsilastirabilmek zordur (Kinane ve ark., 2005).

Periodontal terminoloji yillar boyunca bircok kez degisim gostermesine
ragmen erken yerlesimli periodontitisin yaygin ailesel formlar1 suanda agresif
periodontitis (AgP) olarak adlandirilmaktadir. Periodontitisin kronik formlari ise ailesel
gecis bakimindan daha diisiik frekanslar gostermektedir fakat aile incelendiginde
genetik yatkinlik ile tutarli sonuglar elde edilmektedir. Daha dnceden de sdyledigimiz
gibi ayni ailede egitim, sosyoekonomik durum, beslenme ve diyet, zararlilara maruz
kalma, sigara igiciligi, ayn1 ¢evresel faktorler, benzer oral hijyen aligkanliklari nedeniyle
hastalik ~ durumuna genetik harici bagka faktorlerde birlikte etki edebilmektedir.

Dolayisiyla genler ve cevresel faktorler arasindaki karmagik etkilesimi tam olarak
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olgmek zordur, fakat yine de periodontal hastaliktaki riskler goz oniine alindiinda
ailesel gecisin dnemi kaginilmaz ve muhtemeldir (Kinane ve ark., 2005).

2.3.2.1kiz Calismalari

Ozellikle tek bir yumurtanin dollenmesi ile olusan tek yumurta ikizleri genetik
olarak birbirlerinin esi olmasi sebebiyle; genetik yatkinligin etkisini, kalitimda ¢evrenin
etkisini ve gen dagiliminin incelenmesi acisindan kiymetlidir. Cift yumurta ikizlerinde
genlerin sadece yarist ortaktir. Tek yumurta ikizlerinde tamamen ortak genler
bulundugu icin hastalik durumunlarindaki farkliliklar sadece c¢evresel faktorlerden
kaynakli meydana gelmekte; ¢ift yumurta ikizlerinde hem cevresel hem de genetik
faktorler rol oynamaktadir (Hodge ve Michalowicz, 2001).

Genetik caligsmalarinda, ikizlerin inceleme metodlarinin degeri, ilk defa Francis
Galton tarafindan agiklanmig ve boylece ikizler arasinda saptanabilecek farkliliklardan
dolay1 genotipik olusum iizerinde bir fikir edinebilinecegi diisliniilmiistiir (Tezok,
1977).

Tek yumurta ikizleri tam veya tama yakin benzerlik gosterdigi bilinmektedir.
Bu durum ilgilenilen karakterin genetik etkenler tarafindan yaratildigini kuvvetle
belgelemektedir. Bu saptanirken tabiki de cevresel koswullar da dikkate alinmalidir,
¢linkii mevcut fark veya farklarin bazilarindan ¢evresel kosullar sorumlu olabilmektedir.
O ylizden tek yumurta ikizlerinin benzerligi aynm cinsiyetten ¢ift yumurta ikizlerinin
benzerligi ile ve sonra beraber yetistirilmis tek yumurta ikizlerinin benzerligi ayr
yetistirilmis tek yumurta ikizlerininkiyle karsilastirilmaktadir. Basitge, eger bir nitelik
kalitsal ise o nitelik bakimindan tek yumurta ikizleri arasinda hi¢ fark bulunmaz veya
pek az bulunurken ¢ift yumurta ikizleri arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmektedir
(Sayli, 1981).

64 tek yumurta ve 53 ¢ift yumurta ikizi ile yapilan ¢alismada KP ile genetik
iligkisi incelenmeye calisilmistir. Yapilan calisma sonrasinda tek yumurta ikizlerinde
hastalik durumu ile ilgili degerlerin birbirlerine daha yakin oldugu gozlenmistir.
Hastalik siddeti ve yaygmhigi iizerinde genetik farkliliklarin iligkisindeki Onemi
vurgulayip ve hastalik gelisiminde kalittmin %50 oraninda etkin oldugunu ifade
etmislerdir (Michalowicz ve ark., 2000).

Ikiz ¢aligmalar1 periodontal hastaligin yalnizca mikrobiyolojik veya cevresel

etkenler sebiyle degil genetik yatkinlik sebebiyle de olustugunu kanitlamaktadir.
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2.3.3. Segresyon Analizleri

Elston ve Stewarttarafindan 1971 yilinda ortaya koyulan bir yontem olan
segresyon analizi insanlarda tek lokus aktarim olasiliklarinin Mendel beklenenleriyle
uyumunun test edilmesidir. Daha sonra Morton ve MacLean tarafindan 1974 yilinda
major lokusun yani sira gevresel etkiler ve poligenik unsurlarin da kapsandigi yeni bir
goriis olarak ortaya konmustur (Cemal ve Karaca, 2006).

Bu yontemin amaci ailesel gegisin hangi kalitim modeline gore gerceklestigini
belirlemektir. Kalitmda genetik modelleri karsilagtirildiginda kalitim tiirti, kalitimin
penetransi, hastalik ile iligkili veya iligkili olmayan allel frekanslarinin degisik
modellerdeki genetik karakteristigi, fenokopi oranlar1 incelenmektedir. Kalitim tiiriinde;
otozomal, resesif, kompleks, multilokus ya da raslantisal ¢evresel olup olmadigini tespit
etmeye c¢alismaktadir (Kinane ve Hart, 2003).

Segresyon analizi ile genetik ve gevresel etkileri igeren verilerin farkl genetik
modeler altindaki olabilirliklerini karsilastirmaktadir. Major gen belirleme amaciyla
olabilirliklere bakarak, poligenik unsurlar ile major genin etkisini birlikte ele alan
kombine model altinda maksimum olabilirlikleri birlikte karsilastirmaktadir (Cemal ve
Karaca, 2006).

Segresyon analizlerindeki varsayimlar bazen hatali olabilmektedir ve bu
durum elde edilen sonuglar etkilemektedir. Yani bu analizler sinirlidir ve her zaman
dogru model tespit edememektedir, aslinda amaci kalittmdan sorumlu geni bulmaktan
ziyade alternatif modeller arasindan kalitim karakteristigini en dogru sekilde tanimlayan
tiirti tespit etmektedir (Kinane ve Hart, 2003).

Cesitli segresyon analizleri periodontal hastaliklarin genetik incelemesinde de
yapilmistir. Bunlardan birinde belirli avrupa topluluklarinda AgP’nin, major bir gen
lokusundan diisiik penetransla otozomal resesif kalitim gosterdigi ortaya konulmustur
(Saxén ve Nevanlinna, 1984). Yapilan bazi calismalardan elde edilen sonuglarda
bayanlarin daha c¢ok etkilendiginin gzlenmesi sebebiyle hatali bir sonug olan X’e baglh
kalittim gosterdigini destekleyen sonucglar bulunmustir (Hart ve ark., 1992). Yine
Marazita ve ark. (1994) yaptiklar1 ¢aligma sonrasinda agresif periodontitisin otozomal
dominant 6zellik gosterdigi bildirilmistir. Calisma modellerinde kadin sayisinin fazla

olmasi sebebiyle X e baglh kalitim modelinin gegerli olmayacag: ifade edilmistir.
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Arastirmalardan bazilarinda otozomal dominant kalitim (Boughman ve ark.,
1992; Marazita ve ark., 1994) bazilar1 otozomal resesif kalitimla (Saxen,1980; Beaty ve
ark., 1987; Long ve ark., 1987) iliskilendirilmis sonuglar bulmuslardir. Yine irklar arasi
degisen sonuglar elde eden ¢aligmalar da mevcuttur fakat tiim ailelerdeki genetik gecisi
izah edebilecek bir model belirtilelememis ve genetik heterojeniteye sahip kompleks bir
hastalik olduguna karar verilmistir.

Yapilan c¢aligmalar, klinik ve laboratuvar sonuglari periodontal hastalikta
genetik heterojenitenin varliina isaret etmektedir fakat olayin genetik temeli tam olarak
anlasildiginda, farkli genlerde mevcut mutasyonlarin klinik olarak nasil benzer sonuglar
yarattig1 anlagilabilecektir (Hart ve ark., 1993).

2.3.4. Baglant1 Analizleri

Baglant1 analizleri, kalitim iizerinde onemli etkisi olan bir genin kromozom
iizerindeki yerinin tespiti i¢in kullanilan bir yontemdir. Ayn1 kromozom {iizerindeki
yakin lokasyonda bulunan genetik lokuslarin ve/veya allellerin baglantili olduklar1 ve
birlikte gecis egilimi tasidiklari sdylenmektedir ve bu durum Mendel kanunundaki
bagimsiz ayrisim ilkesinin ihlali anlamima gelmektedir (Hart ve Kornman, 1997). Ayni
kromozom iizerinde bulunan bu genlere bagli gen; bu genlerin olusturmus oldugu gruba
baglant1 grubu ve bu olaya da baglanti denilmektedir (Erensayin, 2000). Bu bagimsiz
ayrisim ilkesi ihlalini tespit edecek c¢esitli analizlerle genlerin yerleri genetikciler
tarafindan belirlenebilmektedir. Daha 6nceleri hiicre ylizey antijenlerini kodlayan genler
belirleyici olarak kullanilirken, ‘insan genom projesi’nin uygulanmaya konmasinin
ardindan PCR yontemi ile kisa bir vakitte belirlenen polimorfizimler belirleyici olarak
kullanilmaya baglanmistir. Baglanti analizleri genlerin haritalanmasina olanak
saglamaktadir.

Genetik haritalama ile genlerin ve markirlarin kromozomlar iizerinde
bulundugu yerler ve ayn1 zamanda birbirlerine olan uzakliklarin tespit edilmektedir.
Krossing-over olaymdan yararlanarak, bagl genlerin dizilisi ve aralarindaki uzakliklarin
bulunmasi sonucu genetik baglanti haritalar1 olusturulmaktadir. Sonug¢ olarak varilan
kan1 bir kromozom iizerinde bulunan genler birbirlerine ne kadar yakin ise aralarinda
krossing-over olma olasilig1 o kadar azalirken; iki gen arasindaki mesafe arttik¢a iki gen

arasinda krossing-over olma olasilig1 da artmasidir (Passarge, 2000).
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Genetik baglant1 analizleri en yaygin olarak gen haritalarinin olusturulmasinda,
ozellikle, ekonomik dneme sahip 6zelliklerin ve hastaliklara sebep olan gen bolgelerinin
belirlenmesi hedeflenen genom tarama c¢aligsmalarinda kullanilmaktadir (Cockett ve ark.,
1999). Ayrica tiirler aras1 karsilastirmali genom calismalarinda da tercih edilmektedir
(Gao ve Womack, 1997; Farber ve ark., 2003).

[Ik baglanti gen haritas1 Alfred Hanry Sturtevant tarafinda 1913 yilinda
yapilmasina ragmen, genetik haritalama c¢aligmalar1 tim canli tiirlerinde 20. yiizyilin
sonlarinda yogunlasmistir (Ozsensoy ve Kurar, 2013).

Bilim adamlar1 belli 6zelliklerin ve hastaliklar ailelerde gecis gosterdiklerini
tanimlamiglardir. Yapilan baglanti analizleri ile genetik polimorfizmin, bilinen genetik
belirleyici ile tutarli tiirde segresyon gosterip gostermedigi incelenebilmektedir.
Baglanti analizleri siklikla ilgili genin yaklasik konumunun tespitinde ilk adim olarak da
kullanilmaktadir. Klasik mendelyal hastaliklardan tek gendeki bir mutasyon sorumludur
ve dolayisiyla baglanti analizleri ile bu tiir hastaliklarin genetik temelleri
aydinlatilabilmektedir. Kompleks hastaliklarda c¢ok sayida genin etkisinin birlikte
goriilmesi nedeniyle baglanti analizleri basarili sonuglar verememektedir. Cok sayida
gen diisiik miktarda etki gostermektedir ve bu durum geleneksel baglanti analizlerinin
etkinligini azaltmaktadir. BOyle durumlarda iliski calismalari devreye girmektedir
(Kinane ve Hart, 2003).

Boughman ve ark. (1986) lokalize agresif periodontitisli hastalarda yaptiklar
incelemede kaliimin otozomal dominant tiirde geg¢is yaptigini tespit etmislerdir.
Calistiklar1 grupta Otozomal dominant gegis yapan tip 3 dentinogenesis imperfekta
varligini tespit etmisler ve bu hastaliga sebep olan genin 4. Kromozom iizerinde yer
aldig1 6nceden bilindiginden baglant: analizleri ile bu kromozom {izerine yiiriimiislerdir.
Yapilan incelemede agresif periodontitis i¢in siipheli olan lokusun ¢ok yakin baglanti
gosterdigini ortaya koymuslardir. Bu calisma sonrast AgP etyolojisindeki major
genlerden biri bulunmustur. Hart ve ark. (1993) 4. Kromozom baglantisin1 inceleyerek
hastaligin genetik heterojeniteye sahip oldugunu destekler nitelikte sonuglar elde
etmiglerdir. Li ve ark. (2004) lokalize agresif periodontitise sebep olan genin 1q24’te
bulunduguna dair kanitlar1 sunmuslardir. Carvalho ve ark. (2009) AgP’nin olusumda

her biri kiiciik bir etkiye sahip olan bit ka¢ major genin rol oynadigini belirtmislerdir.
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Baglant1 analizleri gelecekte aday gen gibi stratejilerle kompleks hastaliklarin
haritalanmasinda 6nemli gelismelere 151k tutacag diisiiniilmektedir.

2.3.5. iliski Cahsmalar

Tek bir gene bagli olarak gelismeyen kompleks hastaliklar hem ¢ok sayida
genin hem de cevresel faktorlerin etkinligi ile olustugu icin geleneksel baglanti
anazlizleri yetersiz ve zayif sonuglar verebilmektedir. Bu geleneksel baglanti
analizlerinde hastalik olugsmasinda etkinligi olabilecegi diisiiniilen genin tam tespiti
yapilmayabilir veya hastalikta etkisi diigiik bir gen olursa tespit edilmesi zor
olabilmektedir. Dolayisiyla ilgili gen modifiye edici veya zayif etkili ise degerlendirme
asamasinda iligki analizi kullanilmaktadir (Chen ve ark., 2007).

Iliski calismalarinda toplumu ve/veya aileyi hedef alan cesitli calismalarla
uygulanamabilmektedir; gen ve hastalik yatkinligi arasinda olas1 iliskiler
degerlendirilmektedir. Ozellikle kompleks hastaliklarda yatkinliklarin ve tek gen
polimorfizmi gibi etkenlerin hastalikla iligkisinin incelenmesinde olanak saglamasi
yoniinden énemlidir (Kinane ve ark., 2005).

2.4. Periodontal Hastahk ve Genetik Iliskisi

Periodontal hastalik olusumunda bir ¢ok faktoriin rol oynadigi multifaktoriyel
bir hastaliktir (Beck, 1994; Salvi ve ark., 1997; Hart ve Atkinson, 2007). Daha 6nceden
de belirttigimiz gibi hastaligin olusumundan sorumlu birinci etyolojik ajanin
mikroorganizmalar oldugu diisiiniilmektedir fakat cevresel faktdrler ve genetik risk
faktorleri ile birlikte hastalik olusumu ve ilerlemesini saglamaktadir. Bazi bireylerde
yatkinligin oldugu ve riskin ¢ogunlukla genetik kontrol altinda oldugu diistiniilmektedir.
Aslinda hastaligin ortaya ¢ikisi, genellikle hazirlayict ¢evresel faktorlerin varligi ile
hastalikta etkinligi olan birka¢ genin varligiyla miimkiindiir (Kornman, 2001; Shapira
ve ark., 2005).

Insanlarda cesitli mikrobiyal enfeksiyonlara karsi olusan bagisiklik sistemi
cevabini konrtol eden genetik faktdrlerin tanimlanmasi genetigin hastaliktaki ve konak
cevabindaki Onemini arttirmigtir. Son zamanlarda periodontal hastalikli bireyler
iizerinde yapilan c¢esitli genetik calismalar1 ve genetik polimorfizmine yonelik
aragtirmalarda hastaliktaki kalittmin roliinii desteklemektedir (Offenbacher ve ark.,

1993; Kornman ve ark., 1997; Takashiba ve Naruishi, 2006; Zhang ve ark., 2011).
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Genetik faktorlerin periodontal hastalik gelisiminde 6nemli rol oynadigini ifade
eden bir ¢ok caligma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda periodontal hastalik olusumu ve
ilerleyisinde rolii olabilecek risklerin belirlenmesinde genetik analizler kullanilmakta ve
kaliimin rolii degerlendirilmektedir. Ayrica hastalikla iliskili olabilecegi diisliniilen
aday genlerin konak cevabi, bagisiklik sistemi iizerinde de etkilerinin olabilecegi
diisiiniilmektedir (Takashiba ve Naruishi, 2006) (Sekil 4). Yani farkli allellerde
meydana gelebilecek degisiklikler dokunun yapisinda (dogal immiinite), antikor
yanitinda (kazanilmis immiinite) ve enflamatuvar medyatorlerde (non-spesifik
enflamasyon) varyasyonlara yol agarak periodontal hastalik durumunda etkinliklerinin

goziiniine alinmasi dnerilmektedir.

PERIODONTITISIN EVRELERI

ENFEKSIYON | =3 | ENFLAMASYON | =9 | DOKU YIKIMI | =3 | FONKSiYON BOZUKLUGU

TEDAVI STRATEJiSI
Mikroorganizmanin Antienflamatuvar Periodontal durumun Rehabilitasyon
Uzaklagtirilmasi '> ajanlarin kullanimi * diizeltilmesi ')
GENETIK TANI
Mikrobiyal enfeksiyonun ’ Enfeksiyon ve immiin ) Doku Rejenerasyonunun
Diizenlenmesi reaksiyonlarin diizenlenmesi Diizenlenmesi
HEDEF GENLER
Hiicre yiizey reseptorleri, Sitokinler, Yapisal Komponentler, Enzimler

Sekil 4. Genetik tani, periodontitisin ¢esitli evrelerindeki hedef genler ve tedavi stratejileri arasindaki

iligki (Takashiba ve Naruishi, 2006’dan uyarlanmistir)

Kronik periodontitisteki genetik etkiyi incelemeye yonelik calismalardan en
poptileri ikiz ¢aligmalaridir. Tek yumurta ikizlerinin ayni genleri tasidigi, ¢ift yumurta

ikizlerinde ise hem genetik hem de c¢evresel faktorlere bagl farkliliklarin ortaya ¢iktigi
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bilinmektedir. Michalowicz ve ark., 110 ¢ift ikiz {izerinde yaptiklar1 calismalarda g¢esitli
periodontal klinik Olglimlerde tek yumurta ikizlerinde daha az degiskenlik
mevcudiyetini gostermiglerdir (Michalowicz ve ark., 1991a).

Michalowicz’in 1994 yilinda ikizler iizerinde yaptig1 ¢aligmada heniiz ortaya
cikarilmamis yani bilinmeyen genetik faktorlerin periodontal hastaligin gelisiminde rol
oynayabilecegi fikrini ortaya atmistir. Yine Mikhalowicz ve ark.’nin (2000) ilerleyen
yillarda gerceklestirdigi baska bir ikiz caligmasinda periodontal hastalikta genetigin
onemi vurgulanmis, hastalik gelisiminde kalitimin yaklagik %50 oraninda etkin
oldugunu ifade edilmistir. Bu ¢alismada 64 cift tek yumurta ikizi ve 53 ¢ift ¢ift yumurta
ikizinin periodontal hastalia yatkinliklar1 incelenmistir. Yine tiim klinik 6l¢iimlerde tek
yumurta ikizlerinin daha benzer 6zellikler gosterdikleri, periodontal hastalik siddet ve
dagilimi tiizerinde yapilan karsilastirmada da istatistiksel anlmali sonuglar tespit
edilmistir (Michalowicz ve ark., 2000).

Agresif periodontitisin genetik etyolojisi lizerindeki ¢aligsmalar da mevcuttur,
aslinda agresif periodontitis incelendiginde kronik periodontitisin aksine daha basit bir
ailesel gecis ya da dagilim gozlemlenebilmektedir. Hatta ailesel gecis lizerine yapilan
birgok caligmada ¢ok giiclii bir sekilde genetik kompanent ortaya konulmus ve diger
cevresel faktorler, risk faktorleri ile birlikte hastalik olusumunda rolii oldugu
belirtilmistir (Boughman ve ark., 1992). Stabholz ve ark. (1998) lokalize juvenile
periodontitis (LJP)’li bireylerde hastaliktan etkilenen bireylerden ¢ogunun kardesinin de
hastaliktan etkilenmis oldugu bildirilmistir.

2.4.1. Periodontal Hastalik ile Gen Polimorfizmi fliskisi

Periodontal hastaliklarin etyolojisinde birilcil etken olarak miktobiyal dental
plak rol oynamakla birlikte hazirlayict bagka faktorlerde hastalik etyolojisi tizeride
etkilidir. Yapilan ¢aligmalaridan bazilar1 bireysel farkliliklar ile hastalik olusum siireci
ve ilerlemesi tlizerinde etkili olan genler de bu grup icerisinde sayilabilmektedir. Aslinda
konak genetik bilgi birikimi ile bakteriyel yapi arasinda karmagik bir etkilesim
olmaktadir ve hastalik duyarliliginin temelleri bu sekilde olusmaktadir. Mevcut
mikrobiyal floranin hastalik olusumunda ilk asama olan konak yanitini uyaracak gesitli
ataklart olusturmas: fakat bunun her zaman igin yikic1 etkileri olusturmamasi,
mikrobiyal plak ile hastalik siddeti arasinda herzaman korelasyon mevcudiyetinin

olmamasi, her bireyde konagin cevabinin farkli olmas1 sonucunda tan1 ve tedavide farkli

24



yollar izlenmesi gerekebilmektedir ve bu durum konak immune yanitinin hastaliktaki
onemini vurgulamaktadir (Offenbacher, 1996). Enflamatuvar cevapta etkili role sahip
oldugu diisiiniilen ¢esitli sitokinler ve biiyiime faktorlerini kodlayan gen polimorfizmleri
ile periodontal hastalik iligkisini inceleyen c¢aligmalar yapilmistir ve konak yanitindaki
genetik roliin hastalikta etkinligi bulunmaya calisilmistir. Periodontitisle iligskilendirilen
cesitli gen polimorfizmleri ¢calismalarla desteklenmistir, bunlar; sitokin gen, fc reseptor
gen, metabolizma ile iligkili gen ve antijenin tanimnmasi ile ilgkili gen iizerinde meydana
gelen polimorfizmlerdir.

En ¢ok caligilan sitokin gen polimorfizmi interldkin-1(IL-1) ve onu takiben
TNF- a gen polimorfizmidir. Bunlarin disinda; IL-2, interlokin-4 (IL-4), interlokin-4
reseptor antagonisti (IL-4ra), interlokin-6(IL-6), interlokin-6 reseptor antagonisti (IL-
6ra), interlokin-8(IL-8), interlokin-8 reseptér antagonisti (IL-8ra) ve IL-10
sitokinlerindeki gen polimorfimleri iizerinde de durulmustur.

IL-1 hem doku yikiminda 6nemli rol iistlendigi gosterilen proenflamatuvar bir
sitokindir hem de periodontitisteki etkinligine yonelik en ¢ok ¢alisma IL-1 polimorfizmi
iizerinde yapilmistir (Honig ve ark., 1989; Laine ve Loss, 2010). Ilk olarak Kornman ve
ark. IL-1 geninin periodontal hastalikla iliskisini bildiren bir ¢calisma yapmislardir. Bu
caligmay1 takiben IL-1’le ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (Diehl ve ark, 1999; Moreira
ve ark, 2007; Lain ve ark., 2001). Takip eden bircok ¢alismada spesifik IL-1 gen
polimorfizmi ile periodontitis arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Fakat gen
polimorfizmi ve c¢evresel kosullarin bir arada olusu ile hastalik riskinin arttig1
gbzlemlenmistir (Meisel ve ark., 2003; 2004).

Tilimor nekroz faktor (TNF) periodontitiste enflamatuvar siirecte etkinligi olan
bir proenflamatuvar sitokindir. (-1031), (-863), (-857), (-376), (-308) ve (-238)
pozisyonlarindaki promoter bolgelerinde ve (+489) pozisyonundaki ilk intron i¢indeki
kodlama bolgesinde caligilmis. Promotor bolgelerden bazilari ile periodontal hastalik
arasinda irklarda degisik gosterecek sekilde pozitif iliski bulunmustur (Tervonen ve
ark., 2007; Schulz ve ark., 2008).

Bir diger iliskilendirme c¢alismalarinda fc reseptdor gen polimorfizmleri
iizerinde durulmustur. Bagisiklik sistemi ve konak cevabinda rolii biiylik olan fc
reseptorleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda farkli irklarda farkli sonuglar elde edilmistir.

Omegin japonlarda yapilan bir ¢alismada kronik periodontitise duyarlilikla

25



iligkilendirilirken (Sugita ve ark., 2001) baska bir calismada iliskilendirme
yapilamamistir (Kobayashi ve ark., 2007). Aym sekilde Kafkas irkinda yapilan bir
calismada kronik periodontitise duyarlilikla iligkilendirme yapilirken (Yamamoto ve
ark., 2004) yine Kafkas irkinda yapilan baska bir ¢alismada tam tersi sonuglar elde
edilmistir (Wolf ve ark., 2006).

Vitamin D reseptdr gen polimorfizmi, kalsitonin reseptér gen polimorfizmi,
katepsin C gen polimorfizmi, MMP gen polimorfizmi gibi metaabolizma iliskili
polimorfizmler ve human 16kosit antijen gen polimorfizmi, CD14 gen polimorfizmi, N-
Formil-L-Methiyonil-Ldsil-Fenilalanin reseptdr polimorfizmleri gibi antijen taninmasi
ile iligkili gen polimorfizmleri ile periodontal hastaliklarla iliski iizerinde cesitli
calismalar da mevcuttur. Bunlar harici periodontal hastalik ile iliskilendirilen
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE), endotelin reseptdr 2 (ER2), interferon gamma
reseptorii (IFN-GR), myeloperoksidaz (MPO), ileri glikasyon son {iriinleri reseptorii
(RAGE), transforming biiytime faktorii (TGF) ve osteoprotogerin gibi molekiilleri konu
alan bir ¢ok polimorfizm ¢alismast mevcuttur (Hollé4 ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2011;
Dogan ve ark., 2012).

Bu polimorfizm caligmalarinda hastaliktan etkilenmis bireylerde etkilenmeyen
bireylere gore fazlaca gozlemlenen bir gen allelini tanimlamaya yonelik ‘aday gen’
yaklagimi benimsenmistir, fakat hastalik olusumu ve ilerlemesindeki riskin sadece bir
genden degil uygun cevresel etkiler ile ancak olusabilecegini diisiindiiren daha
komplike patojenitelerden siiphelenilmistir (Dogan ve ark., 2012).

Bir hastalik ve polimorfizm ile iliskilendirme yapabilmek i¢in su gereklilikler

mevcut olmalidir;

@ Polimorfizm gen iiriiniinii etkilemeli

@ Calisma popiilasyonundaki sapmalar tanimlanmal

o Sigara veya sosyoekonomik faktor gibi gelistiriciler agisindan kontrol yapilmali
@ Etkilenen gen iiriinii hastalik etyopatolojisinin bir parcasi olmalidir (Kinane ve
ark., 2005).

Yapilan polimorfizm g¢aligmalarinda sadece irk ve etnik kdkene dikkat dogru
degildir, bunun yan1 sira vaka ve kontrol gruplarinin sayisal olarak biiytikliigi, iliskiyi

netlestirebilecek yeterli birey secimi, aday genlerin se¢imindeki duyarlilik, en yakin
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doneme ait yontem ve teknoloji se¢imi ve veri sunumunda genetik etkiyi tam anlamiyla
g6z Oniine serebilecek riskin ifade edilmesi de gereklidir (Dogan ve ark., 2012).

2.5. p-defensinlerin Periodontal Hastaliktaki Rolii

B-defensinler agiz boslugunda mevcut bakterilere karsi savunmada rol alan
dogal bagisiklik sisteminin elamanidir. Antimikrobiyal, kemotaktik, antienflamatuvar
rolleri ile periodontal doku yikiminin baglamasi, ilerlemesi ve hastaligin
sinirlandirilmasinda gesitli rolleri ve saglikli digeti idamesinde fonksiyonlari mevcuttur
(Harder ve ark., 1997; Dale ve ark., 2001; Niyonsaba ve ark., 2007; Gursoy ve
Ko6nonen, 2012).

Periodontal hastalik patogenezinin daha iyi anlasilmasi i¢in yapilan
caligmalarda diseti dokusunu kaplayan epitelin sadece mekanik bir engel degil ayni
zamanda kemokinler ve c¢esitli proemflamatuvar sitokinler ve antimikrobiyal peptitler
salgilayarak iltihap aracili yikim ve hastalik ilerlemesinde dnemli rol sahibi olduklar
kabul edilmistir (Gursoy ve Kondnen, 2012). Bundan dolay1 diseti epitelinden salinan
ve dogal bagisiklik sisteminde etkinligi olan B-defensinlerin de konak savunmasindaki
rolleri degerlendirilmis ve periodontal hastaliktaki yeri anlagilmaya calisilmistir
(Gursoy ve Kononen, 2012).

Defensinler aslinda bir gok organizmada mevcuttur. insan defensinleri {izerine
yapilan calismalar defensinlerin enfeksiyon gibi biyolojik olaylarda savunucu ve
diizenleyici etkileri oldugunu gdstermektedir. Bu durum bagisiklik sistemindeki rolleri
ile aciklanabilmektedir (Pazgier v ark., 2007).

Gram pozitif bakteri, gram negatif bakteri, mantar, parazitlere karsi bircok
antimikrobiyal etkisi ¢aligmalarla desteklenmis olan defensinlerin hiicre zar
gecirgenligi arttirma gibi cesitli etkilerle de antimikrobiyal etkilerini gostermektedirler.
Defensinler mikroorganizma hiicre zar1 iizerinde gozenekler olusturarak bakteri
hiicresinden daha kiigiik molekiillerin zardan disar1 sizmasina sebep olarak sonunda
onun Olimiinii gerceklestirmektedir. Fakat bunda bakterilerin 6zellikleri ve defensin tipi
de 6nemlidir (Wimley ve ark., 1994; Yang ve ark., 2007; Gursoy ve Kononen, 2012).

Ancak B-defensinlere kargi bakteriler de direng gosterebilmektedirler. f-
defensinlerin  etkinligine kars1t bakteriler bir kapsiil olusumu ile direng
gostermektedirler, kendi hiicre molekiillerini modifiye etmektedirler, biyofilmi

sekillendirmekte ve ya defensinlerin boliinmesini saglamaktadir (Campos ve ark, 2004;
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Otto, 2006; Lu ve ark., 2009). Mesela Porphyromonas gingivalis hBD-3 azalmasina
sebep oldugu bilinen bir periodontal patojendir. Baz1 patojenler de defensin ekspresyon
yolunu inhibe ederek kendilerini koruma yollarina gitmektedirler. Ornegin Treponema
denticola TNF-a ve toll-like reseptorii 2 (TLR-2) salinimini baskilayarak hBD-2 ve
hBD-3 {in sekresyonunu azaltmaktadir. Defensinlerle miicadele eden bu periodontal
patojenlerin etkileri virtilanslart ile iligkilidir (Gomes ve Fernandes, 2010; Gursoy ve
Ko6nonen, 2012).

B-defensin saliniminin ilk asamasi viicutta periodontal patojenin taninmasi ile
gerceklesmektedir. hBD-2 ve hBD-3 Riboniikleikasit (RNA) ekspresyonu ve
sekresyonu hBD-1 gibi degildir, enfeksiyon veya enflamatuvar cevaba bagimlidir fakat
epitel hiicrelerden olusturulmamaktadir (Pazgier ve ark., 2007; Yang ve ark., 2007,
Gomes ve Fernandes, 2010). Yani hBD-1 epitelden siirekli salinirken hBD-2 ve hBD-3
iin salgilart stimiilasyon bagimhidir. Bu uyarida sadece bakteriler etkili degildir ayni
zamanda proenflamatuvar sitokinler de [-defensin salinmasini uyarabilmektedir
(Gursoy ve Kononen, 2012).

B-defensinler genis spektrumlu antibakteriyel peptit olmasina ragmen 6nemli
Slgiide tuz bagimhidir. Yani belirgin sekilde Na“, Mg, Ca*? gibi iyonlarin varliginda
kendi maksimum antibakteriyel aktivitelerini gosterebilmektedirler (Bowdish ve ark.,
2006).

Periodontal hastaliklarda antimikrobiyal etkilerinin yan1 sira dogal ve immiin
yanit1 diizenleyici gorevleri mevcut B-defensinlerin sadece immune sistemi devreye
sokacak etkilesimler degil ayni zamanda immune sistemi baskilayic1 etkileri de
olabilmektedir (Gursoy ve Konoénen, 2012).

Daha once de degindigimiz gibi agiz boslugunda hBD 1-3 eksprese
edilmektedir (Vardar-Sengul ve ark., 2007; Dale ve ark., 2001; Gomes ve Fernandes,
2010), diseti dokusunda ise hBD-1 ve hBD-2 sulkuler epitelde mevcutken baglanti
epitelinde mevcut degildir. hBD-3 ise agirlikli olarak disetinin bazal tabakasinda
mevcuttur (Dale ve ark., 2001; Hosokawa ve ark., 2006). Yani yapilan c¢aligmalar
defensinlerin agiz boslugundaki farkli bolgelerdeki sentezlenmelerinin de farkli
oldugunu gostermektedir (Mathews ve ark., 1999; Dale ve ark., 2001) (Tablo 2).

Viicutta hBD-1 salinimi siirekli olarak devam ederken hBD-2 ve hBD-3 bir

uyarana kars1 eksprese edilmektedir. Oral kavitede ise her {igiiniin de hem saglikli hem
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de kronik periodontitiste belli bir seviyede siirekli olarak eksprese edildigi gortilmiistiir.
Bu durum bakteriyel saldirinin periodontal dokularda siirekli olmas1 ve defensinlerin bu
saldirilara kars1 koruyucu rolii ile a¢iklanabilmektedir (Bissell ve ark., 2004).

Literatiirde oral kavitede saglikli ve hastalikli duruma gore defensin
calisgamalar1 yapilmis ve salinimlarindaki degisimler anlagilmaya ¢alisilmistir.
Periodontal olarak saglikli bireylerin diseti epitelindeki hBD-2’nin kronik periodontitisli
hastalarin klinik saglikli dokularindaki hBD -2’ye gbre daha yiiksek konsantrasyonlarda
oldugu gozlemlenmistir. Ayrica ayni bireyin dokularindan hBD-1 ve hBD-2 salinim
seviyeleri dlciildigiinde, her iki defensinin cep epitelinde bitisik saglikli digeti epiteline
gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Lu ve ark., 2005). hBD saliniminin saglikli
bireylerde goriilen yiiksek baslangi¢ seviyesinin kronik periodontitis i¢in koruyucu
etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Ek olarak, baska bir ¢alisma kronik periodontitis
veya periimplantitisten etkilenen diseti dokularinda hBD-1 ve hBD-2’nin saglikli disetli
dokusuyla kiyaslandiginda daha yliksek seviyede bulundugunu ve hBD-1’in enflame
dokularda hBD-2’den daha kuvvetli bir sekilde eksprese edildigini gostermektedir
(Kuula ve ark., 2008).

Tablo 2. Disetinde hBD-1 ve hBD-2 salinimi 6zeti OE: Oral epitel, SE: Sulkuler epitel, BE: Birlesim
epiteli, PMNIer: Bag dokusu ve Baglant1 epitelindeki Polimorfoniikleer Notrofil, DEH: Diseti
epitel hiicresi (Dale ve ark., 2001’den uyarlanmistir)

DHE(uyarilmamis)  DEH(uyarilmis)

Peptit OE SE BE PMler mRNA Protein mRNA Protein
HBD-1 + + - - + + + +
HBD-2 + + - - - - + i

Yapilan baska bir calismada; diseti dokularindan hBD-1 ve hBD-2 salinimi
gingivitis, kronik periodontitis ve agresif periodontitisli bireylerde incelenmistir. hBD-1
ve hBD-2 geni bu gruplardaki hastalarda ¢esitlilik gostermistir. Gingivitisli bireylerden
alinan hBD-1 ve hBD-2’nin saglikli kontrollerden alinanlardan daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Saglikli  kontrollerle karsilagtirlldiginda agresif periodontitisli
bireylerde hBD-1 saliniminin azaldigi, hBD-2’nin arttig1 gézlemlenmektedir. Buna
karsilik saglikli kontrolle karsilastirildiginda kronik periodontitisli hastalarda artan
hBD-1 gozlemlenmektedir. Bu durum her ne kadar periodontal yikim ve enfeksiyonu

engelleyemese de hBD-1’in koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir
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(Vardar-Sengul ve ark., 2007). AgP’deki artmis hBD-2 salinimi ise Actinobacillus
actinomycetemcomitance’in bu peptit uyarmasina baglanmaktadir. Bu organizmanin
insan oral keratinositlerinde hBD-2 mRNA salimini uyardigini invitro olarak
gosterilmistir (Chung ve Dale, 2004).

Hiicre kiiltiir calismalarinda da hBD-1 dokularda mevcutken hBD-2 ve hBD-3
iin enfeksiyon varlig1 veya enflamasyon etkisi ile ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ayrica,
ozellikle ¢ok katmanli (multilayer) modellerde bakteri inkiibasyon zamani ile hBD-2 ve
hBD-3 sekresyonunun korelasyon gosterdigi gozlenmektedir (Gursoy ve Kdndnen,
2012). Fakat hBD-2 ve hBD-3 sekresyonu invivo ve invitro durumlar1 arasinda
enfeksiyon kaynakli karakterde bariz farkliliklar gozlemlenmektedir. Periodontitits ve
saglikli kontrol gruplarindan alinan gingival biyopsi analizlerinde hBD-1, hBD-2,
hBD-3 mRNA’lar1 enflame dokularda daha diisiik oranda bulunmustur. Protein
seviyeleri ise, periodontitis vakalarinda gesitlilik gostererek, ya biraz daha fazla ya esit,
ya da bazi durumlarda daha diisiik olacak sekilde bulunmustur. (Lu ve ark, 2004; Kuula
ve ark., 2008; Brancatisano ve ark., 2011) Es zamanli PCR ile periodontitisli
dokulardaki  biyopsi Orneklerinde ise hBD-2’nin ve hBD-3’un salinim
karsilastirilabilirken, hBD-2’nin anlamli bir sekilde hBD-1’den yiiksek oldugu
gozlemlenmistir (Dommisch ve ark., 2005).

B-defensinlerin deneysel gingivitis modellerinde inkiibasyon agamasinda diisiik
diizeyde oldugu gosterilmistir (Offenbacher ve ark., 2009).

Yapilan arastirma sonuglarinda perioodontitis  sirasindaki  B-defensin
salmimiin diisiisii net olarak agiklanamasa da konak kaynakli enzimler veya genetik
polimorfizmlerin etkisi ile oldugu disiiniilmektedir (Gursoy ve Konoénen, 2012). Bu
diistise sebep olarak defensinlerin periodontal patojenler ve konak proteolitik enzimleri
tarafindan farkli sekillerde ortadan kaldirilmasi gosterilebilir (Brancastisano ve ark.,
2011; Gursoy ve Kononen, 2012). Ornegin; Porphyromonas gingivalis’in tripsin
benzeri proteazlart ve gingipainleri hBD-1 hBD-2 ve hBD-3 diisiirebilmesi (Kuula ve
ark., 2008; Brancatisano ve ark., 2011; Maisetta ve ark., 2011) periodontal patojenlerin
etkisini desteklemektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda invitro kosullarda konak
makrofajlarindan salman bazi enzimlerin hBD-2 ve hBD-3 {in diigmesine ve
inaktivasyonuna sebep olabilecegi (Taggart ve ark., 2003) bulgusu ise konagin bu

duruma olasi etkisini desteklemektedir (Gursoy ve Kononen, 2012). Defensinlerdeki bu
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tutarsiz durum periodontal hastalik siirecindeki immiin yanitla bagisiklik sistemi
cevabindaki degisiklikler sebebiyle de olabilmektedir (Dunsche ve ark., 2002; Gursoy
ve Kononen, 2012). Literatiirler 15181inda bu duruma sebep olacak olasi bir bagka sebep
ise gen polimorfizmleridir (Rivas-Santiago ve ark., 2009; Brancatisano ve ark., 2011).
Yani defensin kodlayan genlerde olabilecek gen polimorfizmlerinin ve mevcut
varyasyonlarin hastalik aktivitesi ve bakteri etkinligi ile baglantili olabilecegi
distintilmektedir (Jurevic ve ark., 2003; Tiszlavicz ve ark., 2010).

Tip 1 diabetes mellituslu (DM) hastalarda hBD-1 polimorfizminin fazla
sayidaki Candida albicans iliskilendirildigi (Jurevic ve ark., 2003); hBD polimorfizmi
ile ciirlik arasinda baglanti kurulan (Ozturk ve ark., 2010) c¢aligmalar bu goriisii
destekleyen niteliktedir (Gursoy ve Koénonen, 2012).

2.5.1. Periodontal Hastaliklarda p-defensin 2 Gen Polimorfizmleri

Viicut yiizeyi siirekli mikrobiyal saldirtya maruz kalan farkli epitel cesitleri ile
kaplidir. Bu epitelin gorevleri bakteriyal enfeksiyonlar i¢in mekanik ve koruyucu
bariyer olarak gorev almaktir. Oral mukoza bolgesel varyasyonlarla yliksek gecirgenlik
gosteren ¢ok katli yassi epitelden olusmaktadir (Squier, 1991). Normal kosullar altinda
olmasa bile nétrofiller bakteriyel enfeksiyon durumlarinda bu gecirgenlik gosteren agiz
epiteline sizmaktadir. Enfeksiyonel durumunda nétrofil gogiiniin yani sira bazi
biyokimyasal olaylar da baslamakta, 6rnegin antimikrobiyal peptitlerden B-defensin
ailesi de enfeksiyon siirecindeki bazi olaylarin sekillenmesinde gorev almaktadir (Dale
ve Krisanaprakornkit, 2001; Dale, 2002; Abiko, 2003).

hBD-2 temel olarak gram negatif bakterilerin oOliimiinde efektiftir ve
Actinobacillus actinomycetemcomitance ve Porphyromonas gingivalis gibi gram negatif
bakteriler periodonral hastaliga sebep olmaktadir (Harder ve ark. 1997; Papapanou ve
Lindhe, 2003; Pazgier ve ark. 2007). Bundan dolayr hBD-2 nin periodontal hastaliga
kars1 oral epitelde koruyucu rolu mevcuttur. Liiteratiirde periodontal saglik duruma gore
hBD-2 nin salmimminin diseti olugu sivisinda (Ertugrul ve ark., 2014; Dommisch ve
ark., 2015; Kumar ve ark., 2015; Yong ve ark., 2015) ve serumda (Brissette ve
Lukehart, 2007; Jaradat ve ark 2013), biyopsi orneklerinde (Dommisch ve ark., 2005;
Offenbacher ve ark., 2009) ve kiiltir c¢alismasinda (Gursoy ve ark., 2012)
degerlendirildigi bir ¢cok ¢alisma vardir.
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Yapilan c¢alismalar hBD-2 geninin dis etinin enflamasyonunda etkisi
olabilecegini gdstermektedir. Japonlar {izerinde yapilan bir ¢alismada hBD-2 geni
tizerindeki -1029 bolgesinde tanimlanan polimorfizmin hBD-2 salinimim etkiledigi ve
periodontal hastalik gibi gram negative bakterilerin sebep oldugu enflamatuvar
hastaliklarda bu bdlgedeki polimorfizmin rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir
(Kusano ve ark., 2005). Bu durum kronik periodontitis varliginda enflamasyonda
etkinligi olan hBD-2 nin salinimint etkileyen -1029 (rs3762040) pB-defensin 2
polimorfizminin kronik periodontitiste aday gen olabilecegi diisiincesini akla
getirmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢aligmamizda p-defensin 2 1rs3762040 promoter

polimorfizmi ve ¢evresindeki bolge degerlendirilip KP ile iliskisi arastirild.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu tez calismasi, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirma
Etik Komisyonu tarafindan onaylandi. Calismamiz, Ondokuz Mayis Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’nda, Ondokuz May1s Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda ve son basamagi Done Genetik ve
Biyoinformatik A.S. nde yiiritiildi.

(Ondokuz Mayis Universitesi klinik arastirmalar etik kurulu tarafindan
27.03.2014 tarihinde toplanan kuruldan 2014/558 karar nolu etik kurul onayr alindi.
Calismaya dahil edilen bireylere arastirmanin amaci ve igerigi anlatilip goniillii olarak
aragtirmaya katildiklarina dair bilgilendirilmis goniillii onay formu imzalatildi.)

3.1. Calisma grubu

Calismamiza, 100 kronik periodontitisli hasta (grup 1) ve kontrol grubu i¢in 100
birey (grup 2) katilimi uygun goriildii. Calisamaya dahil edilmesi planlanan hastalarin
se¢ilmesinde;

-Sistemik olarak saglikli,

e Kardiyovaskuler hastaligi olmayan,

* Diyabeti olmayan,

*  Kronik bobrek yetmezligi olmayan,

e Hepatit A, B ve C viriisleri tasimayan,

*  Kronik antienflamatuvar ila¢ kullanmayan,

-Gebelik ya da siit verme doneminde bulunmayan,

-18 yas iistiinde bireyler olmasina dikkat edildi. Bireyler herhangi bir cinsiyet
ayrimi ve se¢imi yapmadan c¢aligma ve kontrol gruplarina yerlestirildi.

Kontrol grubu: Yapilan klinik degerlendirmede 18 yas distli, 3 milimetre
(mm)’den az cep derinligi olan, klinik atagsman kaybi1 olmayan, radyografik
degerlendirmede herhangi bir patoloji ve kemik kaybi olmayan ve herhangi bir
periodontal hastalik gegmisi olmayan, sistemik agidan saglikli 100 birey bu gruba dahil
edildi (Sekil 5).

Kronik periodontitisli grup: Yapilan klinik degerlendirmede 18 yas iistii, en az
2 interproksimal bdlgede 4mm ve daha fazla cep derinligi olan, sistemik olarak saglikli,

radyografik olarak lokalize veya generalize periodontal kemik yikimi goézlenen 100

birey bu gruba dahil edildi (Sekil 6).



Sekil 6. KP grubundan bir hastadan alinan agiz i¢i gdriiniim ve rontgen gorinimii

3.2. Periodontal Degerlendirme

Calismaya dahil edilecek hastalarin ilk olarak herbirinin dental ve sistemik
anamnezleri alindi. Periodontal hastaligin teshisi sirasinda mevcut tiim disler
degerlendirilerek hastalarin klinik ve radyografik muayenesi yapildi.

Klinik degerlendirmeler yapilirken; gingival indeks(GI) (Loe-Sillness, 1963),
plak indeksi (Sillness-Loe, 1964), sondalamada kanama indeksi (BOP) (Bleeding on
Probing-BOP) (Ainamo ve Bay, 1975), sondalama cep derinligi (SCD), klinik atagman
seviyesi (KAS), mobilite indeksi ve basitlestirilmis oral hijyen ideksi (OHI) (Green ve
Vermilion, 1964) kullanildi.

GI (Loe-Sillness): Periodontal sonda disin uzun aksma dik olmak kaydiyla
yerlestirilip diseti kenarina temas ettirilerek olusan kanama ve diseti yiizey 6zelliklerine
gore tiim dislerin alt1 (mezio-bukkal, mid-bukkal, disto-bukkal, mezio-lingual, mid-
lingual ve disti-lingual olmak {izere) yiizeyinden dl¢tim alind1 ve skorlama su sekilde
yapildi:

0-Normal diseti

1-Renkte hafif degisiklik, hafif 6dem, sonda ile temasta kanama olabilir

2-Eritem, 6dem, parlaklik, sonda ile temasta kanama var
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3-Belirgin eritem ve 6dem, spontan kanamaya egilim

Plak indeksi (Sillness-Loe): Periodontal sonda diseti kenarina yakin bdlgede dis
ylizeyine parallel olacak sekilde diseti olugu bolgesinde gezdirildi ve tiim dislerin alt1
(mezio-bukkal, mid-bukkal, disto-bukkal, mezio-lingual, mid-lingual ve disti-lingual
olmak {izere) yiizeyindeki degerlendirme ile biriken plak su sekilde skorlandi:

0-Gingival alanda plak yok,

1-Gozle fark edilmeyen ancak sonda sulkusta gezdirildiginde fark edilen plak
varlig

2-Diseti bolgesinde inceden orta kalinliga kadar plak kaplidir, ¢iplak gozle
izlenebilen plak varlig

3-Yumusak eklentinin fazla oldugu ve plagin sulkusu doldurur.

BOP: Periodontal sonda yardimi ile sulkus igerisinde hafif¢ce gezilerek tiim
dislerin alt1 yiizeyinden (mezio-bukkal, mid-bukkal, disto-bukkal, mezio-lingual, mid-
lingual ve disto-lingual olmak iizere) Ol¢iim yapildi. Bolge 5 saniye (sn.) sonra
incelenerek kanama var (+) ya da kanama yok (-) seklinde degerlendirildi.

SCD: Williams sondu yardimi ile marjinal diseti kenar1 ve sondalanabilen cep
taban1 arasindaki mesafe tiim dislerin alt1 ylizeyinden (mezio-bukkal, mid-bukkal, disto-
bukkal, mezio-lingual, mid-lingual ve disti-lingual olmak {izere) milimetrik olarak
olgtildii.

KAS: Williams sondu yardimi ile mine-sement sinirindan sondalanabilir cep
tabanina kadar olan mesafe Tiim dislerin alt1 yilizeyinden (mezio-bukkal, mid-bukkal,
disto-bukkal, mezio-lingual, mid-lingual ve disti-lingual olmak tizere) milimetrik olarak
ile dlctildi.

Mobilite: Iki metal el aletinin arasma alman dis bukko-lingual yonde hareket
ettirilmeye calisildi ve mobilite dereceleri su sekilde degerlendirildi:

Derece0: Fizyolojik hareketlilik

Derecel: Bukkolingual yonde 1mm hareketlilik

Derece2: Bukkolingual yonde gozle rahatlikla goriilebilen 1-2 mm hareketlilik

Derece3: 2mm’yi asan, dudak ve dil baskisiyla dahi meydana gelebilen
hareketlilik, dikey yonde hareketlilik de gézlenebilmektedir.

Basitlestirilmis OHI: Tiim dislerin temsilcisi kabul edilen 16, 26, 11, 31, 36, 46

numarali alt1 indeks dis lizerinden degerlendirme yapilir. 16-26-11-31 numarali dislerin
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fasiyal ylizeyleri ile 36-46 numaral1 diglerin lingual yiizeyleri degerlendirilir. Bu disler
hem debris indeksi hesaplamasinda hem de distasi1 indeksi hesaplamasinda kullanilir ve
sonrasinda basitlestirilmis oral hijyen indeksi elde edilir.

Debris Degerlendirme Indeksi su sekilde skorlandi:

Debris yok.

Dis yiizeyinin 1/3’{inden az debris var.

Dis yiizeyinin 1/3’tinden fazla 2/3’{inden az debris var.

w N = O

Dis yiizeyinin 2/3’tinden fazla debris var.

Distas1 Degerlendirme Indeksi su sekilde skorlandi:

0 Distas1 yok.

1 Dis yiizeyinin 1/3’{inden az distas1 var.

2 Dis yiizeyinin 1/3’linden fazla, 2/3’linden az supragingival distas1 servikalde
bolgesel subgingival distasi var.

3 Dis yiizeyinin 2/3’linden fazla supragingival distasi ve servikalde bant seklinde
supgingival distasi var.

Debris indeksi ve distagt indeksi elde edilen rakamlarin toplaminin 6’ya
boliinmesi ile tespit edilir. OHI ise debris indeksi ve distasi indeksi toplami ile bulunur.
Degerlendirmeye gore: 0,0-1,2 arasi, klinik olarak iyi. 1,3-3,0 arasi, klinik olarak zayif.
3,1-6,0 arasi, klinik olarak kotii (Green and Vermillion, 1964).

3.3. DNA izolasyonu

Caligmaya katilan bireylerden alinan ven6z kandan Genoks marka izolasyon kiti
kullanilarak genomik DNA elde edildi. Kullandigimiz kitin protekiiliine uygun olarak su
adimlar izlendi:

1. adim: 2.0 mililitre (ml)’lik santrifiij tiipiine 0.5 ml kan 6rnegi konuldu ve
ardindan 0.8 ml TBP Buffer eklendi. Ardindan tiip oda sicakliginda 1 dakika (dk) kadar
vortekslendi. Bu agamada eritrositlerin parcalanmasi ile soliisyonumuz homojen kirmizi
renk aldi.

2. adim: 2,000 xg’de (4,000 x rpm) 3 dk santrifiij edildi boylelikle siipernatant
ayrilmis oldu.

3. adim: Siipernatant ayrildiktan sonra tekrar 0.8 ml TBP Buffer eklenerek 2,000
xg’de (4,000 x rpm) 3 dk santrifiij edildi yani ikinci adim tekrarlandi. Supernatant ve
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pelletin kirmiz1 renk aldigi 6rneklerde yine 2. Adim tekrarlandi. Pellet morumsu ise,
pellete 200 mikrolitre (ul) TE Buffer eklendi.
4. adim: Tipe 0,5 ml TBM Buffer eklendi ve vortekslendi. Ardindan 3 pl

Proteinaz K eklenerek 55 9C de 30 dakika inkiibe edildi.

5.adim: Kati madde mevcudiyetinde 2 dk 2.500 xg (5,000 rpm) de santrifii
edildi. Siipernatant 2.0 ml’lik bagka bir santrifiij tiipiine aktarildi ve 260 pul %100’lik
etanol eklendi.

6. adim: Karisim,2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirilen kolon filtreye aktarildi.
8,000 xg (10,000 rpm) de 2 dk santrifiij edildi ve toplama tiipiindeki akiskan kisim
atildr.

7.adim: 500 pl Yikama soliisyonu eklenerek 8,000 xg (10,000 rpm) de 1 dk
santrifiij edildi.

8.adim: Tekrar 500 pl Yikama soliisyonu eklenerek 8,000 xg (10,000 rpm) de 1
dk santrifiij edildi.

9.adim: Akigkan kisim atild1 ve 8,000 xg (10,000 rpm) de yikama soliisyonunun
kalintisindan uzaklastirmak i¢in bir siire daha santrifiij edildi.

10.adim: Kolon 1.5 ml’ilk temiz bir ependorf tiipe alindi. 30-50 pl Elution
Buffer kolondaki membranin orta merkezine eklendi ve 2 dakika 50 derece santigrat
(°C)’de inkiibe edildi.

I11.adim: 8,000 xg (10,000 rpm) de 1 dk kolondan DNA’y1 ayirmak igin
santrifiij edilir.

12.adim: Spin kolonlar atilarak 1,5 ml’lik tiiplerdeki genomik DNA kullanima
hazir olarak elde edildi. Izole edilen genomik DNA’larin molekiiler incelemelerde
kullanilabilmesi icin wvarlik, miktar ve kalitesinin belirlenmesi gerekmektedir.
Hazirlanmis olan DNA’larin  Ultraviyole (UV) spektrofotometresinde absorbans
degerleri olgiildii ve degerlendirmeler yapildi sonrasinda tiiplerin kapaklar
parafinlenerek 6rneklerimiz -20 °C’de muhafaza edildi.

3.4. Primer Dizaymi, PCR Optimizasyonu ve PCR Purifikasyonu

Orneklerde rs3762040 G<A varyasyonunun bulundugu bélgede varyasyon listesi
olusturulmas: amaglandi ve bu amagla Orneklere uygun primer dizaym1 ve PCR
optimizasyonlart tamamlandiktan sonra elde edilen PCR iriinleri dizilenerek

varyasyonun bulundugu bdlgede tarama yapildi.
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PCR islemi i¢in ilk olarak DEFB2 gen bolgesinde rs3762040 varyasyonuna
uygun primer dizaynt yapildi. Primer dizaymn NBCI Primer Blast (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ve Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0) cevrimigi programlar1 kullanilarak yapildu.

Bu varyasyona uygun olarak dizayn edilen primer ¢ifti asagidaki gibidir.

Primer Adi Baz dizisi (5°-3’)
DEFB2 Fl1 CCCATGTCTCTGTCACTGCT
DEFB2 RI1 GGTCTCCCTGTTGGTGATGG

Primer dizaynlari 60 °C primer baglanma sicakligina goére 18-25 baz
uzunlugunda olacak sekilde yapildi.
PCR optimizasyonlart i¢in Genedirex Taq Polymerase kiti kullanildi

Reaksiyonlar 50 ul toplam hacimde kuruldu (Tablo 3).

Tablo 3. Genedirex Taq Polymerase kiti kullanilarak yapilan reaksiyon icerigi

dNTP mix 1 ul

F Primer 1ul

R Primer 1ul

10X PCR Buffer 5ul

TaqgDNA 0,25 ul
Polymerase

DNA 50 ng

ddH20 41,75 ul’ye kadar
Toplam 50 ul

Tiim optimizasyonlar Biorad T100 Thermal Cycler cihazinda reaksiyon sartlar

dogrultusunda gergeklestirildi (Tablo 4).
Tablo 4. Biorad T100 Thermal Cycler cihazinda kullanilan reaksiyon sartlari

Basamak Sicakhik Siire Dongii
ik denatiirasyon 94°C 4 dk 1
Denatiirasyon 94°C 40 sn.

Baglanma 60°C 1 dk 35
Uzama 72°C 2 dk

Final Uzama 72°C 5dk 1
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PCR Purifikasyonlar1 Genedirex PCR Clean-up & Gel Extraction Kit ile
gerceklestirildi. 45 ul PCR firlinii iizerinde 90 ul Buffer B eklendi. Hacmin tamam
kolona yiiklenerek 14000 g’de 30 sn. santriflij yapildi. Alt tiipte toplanan siv1 atildi. 400
ul Buffer W1 eklenerek 14000 g’de 30 sn. santriflij yapildi. Alt tiipte toplanan sivi
atildi. 600 ul Buffer W2 eklenerek 14000 g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Alt tiipte
toplanan siv1 atildi. 14000 g’de 2 dakika santrifiij yapildi. Kolon 1,5 ml eppendorf
tiipline alinarak 50 ul Buffer E eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. 14000
g’de 2 dk santrifiij yapildiktan sonra purifiye PCR iiriinii dizileme asamasina kadar -20
°C’de bekletildi.

3.5. Sanger Dizileme

Bu islem ABI prism V1-3100 Big Dye Terminator kit yardimu ile yapildi. Bu kit,
icerisinde sonlandirici niikleotitler icermektedir.

Bu asamada;

- 8 ul Big Dye PCR tiiplerine dagitildi.

- Her tiip i¢in 7,5 pl su

- 0.5 pl Forward ve ya Reverse primer kullanildi.

- 4 ul purifiye PCR iirlinti kullanldi.

- Total volume 20 pl dir.

- Bu PCR mixi cihazinin perkin elmer (<pe>) menusun Big Dye Terminator programi
ile baglatildi.

Cycle sequencing asamasindan sonra PCR cihazindan ¢ikarilan oOrneklerin
iizerine 3M 2 pl Na asetat eklendi. Uzerine %95-99 luk -20 °C sogutulmus etanolden 50
ul eklendi. Bu mix 1,5 ml eppendorf tiiplerine alinarak -20 °C 15 dk tutuldu. Bu islem
sonrasi tlipler santrifiijde belli bir konuma bakarak 13.000 rpm de 20 dk santrifiij edildi.
Santrifiij bittikten sonra tiiplerin iizerindeki siipernatant kismi pelletin oldugu bdlgenin
tersinden alinarak atildi ve tizerine +4 °C muhafaza edilen %70 lik etanolden 250 pl
eklendi ve 13.000 rpm de bes dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant atildi ve
ornekler kurumaya birakildi. Kuruma iglemi bittikten sonra her dérnege 22 ul formamid
eklendi. ABI 3100 i¢in; plate hazirland1 ve her 6rnekten 10 ul plate aktarildi ve 5 dk
denatiirasyon sonrasi plate buzda 2 dk bekletildi. Cihazda belirli yonergeler izlenerek
ornekler yiiriitiildi. Niikleotit dizileri chromas (ver.1,45, http://www.technelysium.

com.au) softwarci ve FATSA search kullanilarak analiz edildi (Sekil 7,8).
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Sekil 8. Beta defensin-2 rs3762039 polimorfizmleri

3.6. Verilerin Istatistiksel Analizi

Istatistiksel analizler degerlendirilirken R-3.2.2 programi kullanild1 ve anlamlilik
smirt p< 0,05 olarak kabul edildi. Genotip dagilimlarmin Hardy- Weinberg esitligi ile
uyumu Ki-kare(x?) testi ile degerlendirildi. Allel frekanslarmim hesaplanmasinda gen
sayma metodu kullanildi, alel frekanslarinin kontrol ve ¢alisma gruplarinda
karsilastirilmasi ise z testi ile yapildi. Kontrol grubu ve calisma grubu arasindaki yas,
cep derinligi, plak indeksi, sondalamada kanama gibi niimerik degisken karsilastirmalari

bagimsiz grup-t testi ile, kategorik veriler ise ki-kare(x*) testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler

Aragtirmamiz 100 kontrol ve 100 KP hastast olmak iizere toplam 200 (119
kadin, 81 erkek) birey katilimi ile gergeklestirildi. Kontrol grubunda 64 kadin ve 36
erkek, KP grubunda ise 55 kadin ve 45 erkek birey mevcuttu. Gruplar arasindaki
cinsiyet dagilimlar1 Pearson ki-kare testi (x°) ile degerlendirildi ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p=0,2492) (Tablo 5). Kontrol grubumuzdan 12 birey
sigara kullanicistydi, kronik periodontitis grubundan ise 19 birey sigara kullanicisiyd.
Gruplar arasindaki sigara kullanimlar1 Person ki-kare testi (x°) ile degerlendirildi ve

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.2411) (Tablo 6).

Tablo 5. KP ve kontrol grubunun cinsiyet dagilimlar

KP Grubu Kontrol Grubu
Cinsiyet P
n=100 % n=100 %
Kadin 55 55 64 64
Erkek 45 45 36 36 0,2492
TOPLAM 100 100

Tablo 6. KP ve kontrol grubu sigara kullanim dagilimlar

KP Grubu Kontrol Grubu
Sigara P
n=100 n=100
Kullanan 19 12
Kullanmayan 81 88 0,2411
TOPLAM 100 100

Toplam 200 bireyle basladigimiz ¢alismanin DNA izolasyonu sonrasi sekans
dizileme isleminde yasanan problemler dolayisiyla bazi hastalarin degerlendirmesi
yapilamadi. Genetik laboratuvar degerlendirmeye alinan 88 kronik periodontitisli hasta
ve 97 kontrol grubundaki bireylere ait demografik veriler degerlendirildi.

KP grubunda yas araligi 18-62 arasinda degisiklik gostermektedir ve yas
ortalamast 41.918 (£10.563)’dir. Kontrol gubunda ise yas araligi 20-63 arasinda
farklilik gostermektedir ve yas ortalamasi 32.352 (£10.464)’dir. Iki grubun yas
ortalamast bagimsiz grup t testi ile test edildi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugu gozlemlendi (p< 0,001) (Tablo 7).



Tablo 7. KP ve kontrol grubunun yas dagilimlar

KP Grubu Kontrol Grubu p
n=100 n=100
Yas ortalamasi 41.918+10.563 32.352410.464
Yas arahg 18-62 20-63 p< 0,001

4.2. Klinik Periodontal Bulgular

KP ve kontrol grubu bireylerine ait plak indeksi, gingival indeks, sondalama cep
derinligi, klinik atagsman seviyesi ve oral hijyen indeksi bagimsiz grup t testi ile test
edildi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu ortaya ¢ikt1 (p< 0,001) (Tablo 8).

PI: Plak indeksi ortalamalar1 Kronik periodontitis grubunda 1.472+ 0.375
kontrol grubunda 0.845 + 0.458 olarak bulundu (p< 0,001).

GI: Gingival indeks ortalamalari kronik periodontitis grubunda 1.010+ 0.200 ve
kontrol grubunda 0.653+ 0.450 olarak bulundu (p< 0,001).

SCD: Cep derinligi ortalamasi kronik periodontitis grubunda 2.58110.515
kontrol grubunda 1.583 +0.481 olarak bulundu (p< 0,001).

KAS: Kronik periodontitis grubunda 2.822+0.549, kontrol grubunda
1.61010.459 olarak bulundu (p< 0,001).

OHI: Kronik periodontitis grubunda 2.532+0.650, kontrol grubunda
1.24440.691 olarak bulundu (p< 0,001).

BOP: KP grubunda 0.595+0.232, kontrol gurubunda 0.405 +0.254 olarak
bulundu (p< 0,001).
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Tablo 8. Klinik parametrelerin ortalamalari

Klinik periodontal Kronik periodontitis grubu  Kontrol grubu

degerlendirme n=100 n=100 p
m (SD) m (SD)

Pi 1.472 0.845 p< 0,001
(£0.375) (£0.458)

Gi 1.010 0.653 p< 0,001
(£0.200) (£0.450)

SCD 2.581 1.583 p< 0,001
(£0.515) (£0.481)

KAS 2.822 1.610 p< 0,001
(£0.549) (£0.459)

OHi 2.532 1.244 p< 0,001
(£0.650) (£0.691)

BOP 0.595 0.405 p< 0,001
(£0.232) (£0.254)

m=ortalama

SD=standart deviasyon

4.3. Laboratuvar Bulgular

Kronik periodontitis ve kontrol grubu B-defensin rs3762040 GG, GA, AA
genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi (p=0,720). GG
dagilimi kontrol grubunda %43,53, KP grubunda ise %44,68; GA genotipi kontrol
grubunda %56,47, KP grubunda %54,26; AA genotipi ise sirasiyla %0 ve %1 oraninda
saptand1 (Tablo 9).
Tablo 9. KP ve kontrol grubunda p-defensin geni rs3762040 polimorfizmine ait genotip ve allel sikligt

dagilimi
KP Kontrol Grubu

Genotip n % n %

GG 42 44,68 37 43,53

GA 51 54,26 48 56,47

AA 1 1,06 0 0

TOPLAM 94 85

Yas, cinsiyet, sigara durumlari diizeltilerek odds ratio (OR)
GG vs GAtAA 0,92(0,48-1,78; p=0,81)

diizeltilmeden OR

GG vs GA+AA 0,90(0,50-1,62; p=0,720)
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B-defensin rs3762040 G alel siklig1 kronik periodontitis grubunda 0,718 kontrol
grubunda 0,718 olarak belirlendi. A alel siklig1 KP grubunda %0,282 kontrol grubunda
0,282 olarak tespit edildi. Calisma gruplarn arasinda allel frekanslar1 agisindan

istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (p=1) (Tablo 10).

Tablo 10. KP ve kontrol grubunda B-defensin geni rs3762040 polimorfizmine ait allel frekanslar

Allel frekansi KP Kontrol Grubu
G 0,718 0,718

A 0,282 0,282

P=1

Periodontal hastalik patogenezinde mikrobiyal dental plak primer etiolojik faktor
olmakla beraber sigaranin da plaga karsi konak yanitin1 degistiren 6nemli bir risk
faktorii oldugu bilinmektedir (Kinane ve Radvar, 1997; Tonetti, 1998; Tonetti ve
Mombelli, 1999; Kinane, 2001; Meisel ve ark., 2004; Mizrak ve Kaya, 2005). Sigaranin
karistirict (confounding) etkisini kontrol altina almak icin ¢alisma gruplarimiz sigara
kullanimina gore icen ve i¢cmeyen seklinde tabakalama (stratification) yapilarak
degerlendirildi. Sigara igen grup ¢ok az oldugu i¢in burada sadece sigara icmeyen grup
icin analizler verildi.

Sigara igmeyen Kronik periodontitis ve kontrol grubu B-defensin rs3762040 GG,
GA, AA genotip dagilimlar1 arasinda degerlendirme yapildiginda da istatistiksel anlamli
bir fark bulunmadi (p=0,927). GG dagilimi sigara i¢gmeyen kronik periodontitis
grubunda %41,67, sigara icmeyen kontrol grubunda ise %44,74; GA genotipi sigara
icmeyen kronik periodontitis grubunda %56,94, sigara igmeyen kontrol grubunda

%55,26; AA genotipi ise sirasiyla %1 ve %0 oraninda saptandi (Tablo 11).
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Tablo 11. Sigara icmeyen KP ve kontrol grubunda B-defensin geni rs3762040 polimorfizmine ait genotip

ve allel siklig1 dagilim

KP Kontrol Grubu
Genotip n % n %
GG 30 41,67 34 44,74
GA 41 56,94 42 55,26
AA 1 1,39 0 0
TOPLAM 72 76

Yas, cinsiyet, sigara durumlar diizeltilerek OR
GG vs GA+AA 1,14(0,56-2,31; p=0,725)
diizeltilmeden OR
GG vs GA+AA 0,03(0,54-1,96; p=0,927)

B-defensin 1s3762040 G alel sikligi sigara i¢cmeyen kronik periodontitis
grubunda 0,701, sigara icmeyen kontrol grubunda 0,724 olarak belirlendi. A alel siklig1
sigara igmeyen kronik periodontitis grubunda %0,299 kontrol grubunda 0,276 olarak
tespit edildi (Tablo 12). Yani sigara igmeyen calisma gruplart arasinda allel frekanslari

acisindan da istatistiksel olarak bir fark bulunamadi (p=0,662).

Tablo 12. Sigara icmeyen KP ve kontrol grubunda B-defensin geni rs3762040 polimorfizmine ait allel

frekanslari
Allel frekanst KP Kontrol Grubu
G 0,701 0,724
A 0,299 0,276

P=0,662

Kronik periodontitis grubu ve kontrol grubu B-defensin rs3762039 GG, GT, TT
genotip dagilimlart agisindan degerlendirildiginde ise sonuglar istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0,002). GG dagilim1 kontrol grubunda %56,82, KP grubunda ise %78,35;
GT genotipi kontrol grubunda %43,18, KP grubunda %21,65; TT genotipi ise sirasiyla
%0 ve %0 oraninda saptandi (Tablo 13).

45



Tablo 13. KP ve kontrol grubunda B-defensin geni rs376239 polimorfizmine ait genotip ve allel siklig1

dagilimi
KP Kontrol Grubu
Genotip n % n %
GG 76 78,35 50 56,82
GT 21 21,65 38 43,18
TT 0 0 0 0
TOPLAM 97 88

Yas, cinsiyet, sigara durumlan diizeltilerek OR
GG vs GT+TT 0,35(0,17-0,72; p=0,004)
diizeltilmeden

GG vs GT+TT 0,36(0,19-0,69; p=0,002)

B-defensin rs3762039 G alel siklig1 kronik periodontitis grubunda 0,892 kontrol
grubunda ise 0,784 olarak belirlendi. T alel sikligi KP grubunda %0,108 kontrol
grubunda ise 0,216 olarak tespit edildi (Tablo 14). Calisma gruplar1 allel frekanslari
acisindan degerlendirildiginde de sonug istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,005).

Tablo 14. KP ve kontrol grubunda B-defensin geni rs3762039 polimorfizmine ait allel frekanslar

Allel frekansi KP Kontrol Grubu
G 0,892 0,784

T 0,108 0,216

P=0,005

Sigara igmeyen kronik periodontitis ve kontrol grubu B-defensin rs3762039 GG,
GT, TT genotip dagilimlar1 agisindan degerlendirildiginde ise yine sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,005). GG dagilimi sigara igmeyen kronik periodontitis
grubunda %76,92, sigara igmeyen kontrol grubunda ise %55,26; GT genotipi sigara
icmeyen kronik periodontitis grubunda %23,08, sigara igmeyen kontrol grubunda

%44,74; TT genotipi ise sirastyla %0 ve %0 oraninda saptandi (Tablo 15).
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Tablo 15. Sigara icmeyen KP ve kontrol grubunda B-defensin geni rs3762039 polimorfizmine ait genotip

ve allel siklig1 dagilim

KP Kontrol Grubu
Genotip n n %
GG 60 42 55,26
GT 18 34 44,74
TT 0 0 0
TOPLAM 78 76
Yas, cinsiyet, sigara durumlar diizeltilerek OR
GG vs GA+AA 0,34(0,16-0,73; p=0,006)
diizeltilmeden OR
GG vs GT+TT 0,37(0,19-0,74; p=0,005)

B-defensin 1s3762039 G alel sikligi sigara i¢cmeyen kronik periodontitis

grubunda 0,885; sigara igmeyen kontrol grubunda 0,776 olarak belirlendi. T alel siklig1

sigara igmeyen kronik periodontitis grubunda %0,115 kontrol grubunda 0,224 olarak

tespit edildi (Tablo 16). Calisma gruplar allel frekanslar1 agisindan degerlendirildiginde

istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,011).

Tablo 16. Sigara icmeyen KP ve kontrol grubunda B-defensin geni rs3762039 polimorfizmine ait allel

frekanslari
Allel frekansi KP Kontrol Grubu
G 0,885 0,776
T 0,115 0,224

P=0,011
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5. TARTISMA

Caligmamizda B-defensin rs3762040 ve rs3762039 gen polimorfizmi varliginin
KP ile iligkisi, kronik periodontal hastalia yatkinliktaki rolii incelendi. Bildigimiz
kadartyla bizim ¢alismamiz bunu degerlendiren ilk ¢alismadir. Ayrica literatiirde ele
aldigimiz bu polimorfizm bolgeleri ile KP arasinda iliskilendirme daha once hig
yapilmamistir. Sonug olarak; calismamiz B-defensin rs3762040 promoter bolgesi gen
polimorfizminin KP ile iliskili olmadigin1 ancak [-defensin rs3762039 gen
polimorfizminin KP ile iligkili olabilecegini gostermektedir.

Periodontal hastaliklar digin destek dokularini etkileyen; mikrobiyal dental plak
varliginda konak¢inin enflamatuvar ve immiinolojik degisimler ile doku ve kemik
tahribatina sebep olan hastaliklardir. Hastaligin meydana gelmesinde patojenik bakteri
mevcudiyeti tek basina yeterli degildir; konak faktorleri, uygun ¢evresel faktorler ve
genetik yatkinligin etkisi de vardir (Nares, 2003; Zhang ve ark., 2011; Preshaw, 2012).

Genetik faktorlerin periodontal hastalikta enflamatuvar ve immiin yanittaki
etkinligi, hem periodontitise yatkinlik hem de hastaligin ilerlemesinde belirleyici
oldugu yapilan insan ve hayvan calismalariyla desteklenmektedir. Bu c¢alismalar
dogrultusunda genler acik olarak periodontal hastalikta rol sahibidir (Sofaer, 1990; Hart,
1994; Michalowicz, 1994; Hassell ve Harris, 1995; Hart, 1996; Hodge ve Michalowicz,
2001; Kinane ve ark., 2005). Ozellikle ikiz calismalar1 periodontal hastalikta klinik ve
radyografik degerlendirmede elde edilen degisikliklerin 6nemli bir boliimiiniin genetikle
aciklanabildigini gostermistir (Michalowicz ve ark, 1991a; 1991b; Corey ve ark., 1993).
Calismamizin amaci; literatiirdeki bir ¢ok calisma gibi periodontal hastaligin genetik
temellerini ortaya ¢ikarmak, B-defensin gen polimorfizminin kronik periodontitis ile
iligskisinin incelemek, genotip-fenotip iligkisini ortaya koymak ve polimorfizmin
periodontal hastaliga yatkinliktaki roliinii degerlendirmektir.

Genetik yatkinlikta etkinligi oldugu diisiiniilen gen polimorfizmleri, genomik
DNA’nin bir popiilasyonun normal bireyleri arasinda farklilik gosterdigi tek baz-¢ifti
degisiklikleridir. Polimorfizm ve hastalik arasinda iligkinin belirlenmesinin potansiyel
sonuglar1 olarak bu konu hakkindaki raporlar giinden giine artmaktadir (Schenkein,
2002). Periodontal hastalik mikrobiyal dental plagin sebep oldugu enfeksiydz bir
hastaliktir. Dolayistyla hastali§in patogenezinde immiin cevapta etkinligi olan, hastalik

siddeti ve ilerlemesinde klinik olarak anlamli goriilen faktorlerin ve ayni zamanda



bunlardaki varyasyonlarin rolii olabilmektedir. Ger¢ekten de bugiine kadar yapilan pek
cok calismada konak cevabinda etkinligi olan proteinleri kodlayan genler {izerine
yogunlagilmistir (Greenstein ve Hart, 2002; Kinane ve ark., 2005). Bunlardan bazilar;
IL-1, IL-6, TNF, IL-10, E-selectins, Fc-gamma reseptorii, CD14, TLR, caspase
recruitment domain 15 ve vitamin D reseptdriidiir (Stabholz ve ark., 2010).

Defensinler dogal bagisikligin bir pargasidir. Oral kavite ve diger mukozalar i¢in
onemli rolii oldugu, salimimindaki kusurlar veya degisikliklerin mukozal hastaliklar ve
enfeksiyona yatkinlik 1ile baglantili olabilecegi diistiniilmektedir. Bu durum
defensinlerin polimorfizmlerini konu alan c¢alismalara onciiliikk etmistir. Defensinlere
bagli hastalik ve genetik iliskilendirme yapilirken SNP ve CNP olmak iizere iki tip
polimorfizim sekline bakilmistir. Defensinlerle ilgili CNP’lerin 8p23 kromozomunda
oldugu rapor edilmistir ve degisen genetik faktorlerin hBD-2 protein {iretimine de etki
edebilecegi bildirilmistir (Hollox ve ark., 2003; Groth ve ark., 2008). Bu konuya iliskin
SNP’leri ele alan calisma sayist CNP’lerine gore oldukca azdir ve mevcut ¢aligmalar
hastalik ile iliskilendirme yapmaktan ¢ok polimorfizm bdlgelerinin belirlenmesine
yoneliktir.

Tek niikleotit polimorfizmini konu alan c¢alismalardan biri Kusano ve
arkadaslarinin 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismadir. Kusano ve ark. (2005) Japon
toplumu tizerinde 50 hasta {izerinde yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda B-defensin 2
geni iizerindeki polimorfizmleri taramislar ve 1 tanesi ekson, 9 tanesi promotor
bolgesinde olmak iizere toplam 10 SNP tespit etmislerdir. Ayrica periodontal hastaliklar
gibi gram negative bakterilerin sebep oldugu hastaliklarda genetik etkinligi olabilecegi
diisiiniilen -1029 (rs3762040) bolgesinde SNP mevcudiyeti bulunmuslardir. Yapilan
fonksiyonel ¢alisma sonucunda degerlendirilen -1029 (rs3762040) bolgesindeki
SNP’nin hBD-2 salinimini etkileyebilecegini ve enfeksiyonel hastalia yatkinlikta
genetik varyasyonlara sebep olabilecegini diistinmektedirler. -1029 pozisyonundaki
promoter gen polimorfizminin NF-IL6 baglantis1 consensus dizisinde bulunmaktadir.
Lusiferase ile degerlendirilerek Japonlar iizerinde yapilan bu ¢alismada sadece
polimorfizmlerin taramasi1 yapilmstir. Bu varyantlarin hastalikla ile iligkisi
incelenmediginden bizim c¢alismamiz ile polimorfizim dagilimlart agisindan
karsilagtirmamiz miimkiin degildir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore Japon irikinda -

1029 pozisyonunda G alel siklig1 0,72 ve A alel siklig1 0,28 olarak bulunmustur. Bizim
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calisgmamizda hem KP hem de kontrol grubu bireylerinde B-defensin rs3762040 G alel
sitkligt 0,718; A alel sikligr ise 0,282 olarak tespit edilmistir. Yani yapilan
degerlendirmelerde alel frekanslarinin bizim g¢alismamiz ile Japon irkinda yapilan
calismaya c¢ok yakin oldugu gozlemlenmistir. Calisamamizda B-defensin rs3762040
genotip dagilim bakimindan da kronik periodontitis ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel anlaml bir fark elde edilmemistir. Sigara kullanimi periodontal hastaligin
ortaya ¢ikma riskini arttirmaktadir; var olan yikimin periodontal hastalia m1 yoksa
sigaraya mi1 bagli oldugunun ayrimimi yapmak zordur. Bundan dolay1 sigaranin
yaratabilecegi etkileri gbz Oniline alarak sigara i¢meyen bireyleri ayrica
degerlendirdigimizde sigara igmeyen kronik periodontitis ve kontrol grubu arasinda da
B-defensin rs3762040 alel frekans1 ve genotip dagilimi bakimindan istatistiksel anlaml
bir sonug elde edilmemistir. Yani bizim ¢aligmamizda Kusano ve ark.’nin enfeksiyonel
hastaliklarda etkinligi olabilecegini diislinerek ozellikle iizerinde durduklar:1 B-defensin
1029 (rs3762040) promoter polimorfizmi ile kronik periodontitis arasinda beklenenin
aksine herhangi bir iligski bulunmadi. Fakat calismamizda hemen bu bolgeye komsu [-
defensin geninin rs3762039 polimorfizmi ele alindiginda ise kronik periodontitis ve
kontrol grubu arasinda hem allel frekanst1 hem de genotip dagilimlar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli sonug elde edildi. Sigaranin yaratabilecegi etkileri g6z oniine
alarak sigara igmeyen bireyleri ayrica degerlendirdigimizde sigara i¢gmeyen kronik
periodontitis ve kontrol grubu arasinda da alel frekans1 ve genotip dagilimi bakimindan
da istatistiksel anlaml1 bir sonug elde edildi.

Jurevic ve ark. (2002) B-defensin 1 ve B-defensin 2 geni lizerindeki SNP’leri ele
alarak 5 farkli etnik grupta yaptiklari calisma; etnik gruplar arasindaki genotipik
cesitliligin, hastaliga yatkinligin ve dogal bagisiklik sistemi mekanizmalarinin birarada
ele alinmas1 gerektigini gdstermektedirler. Calistiklar1 defensinleri etkileyen 30 tane
SNP bulmuslardir. Sadece polimorfizim taramasi yapildigi, herhangi bir hastalik ile
iligkilendirme yapilmadigi i¢in bu calisma ile de bizim c¢alismamizi karsilastirmamiz
miimkiin degildir.

Baska bir SNP calismast da Hollox ve ark. (2008) tarafindan psdriasis hastalari
iizerinde yapilmistir. Hollox ve ark. bizim degerlendirdigimiz B-defensin 2 rs3762040

polimorfizmi ile psoriasis arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Bizim ¢alismamizin
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sonuclarina benzer sekilde bu polimorfizim ile hastalik arasinda anlamli iliskilendirme
bulunmamastir.

Jaradat ve ark. (2013) ger¢eklestirmis oldugu calismada periodontal hastalikta [3-
defensin 2 CNP degerlendirmesi yaparak hastalik durumu ile iliskisini incelenmistir.
Literatiirde periodontal hastalik ile B-defensin 2 geni arasindaki iligkiyi inceleyen tek
calisma bu c¢alismadir. Caligmada kronik periodontitis B-defensin 2 CNP ile kronik
periodontitis arasinda bir iligki bulunamamistir. Ancak kronik periodontitis grubu
hastaligin siddetine gore hafif-orta ve siddetli olarak siniflandirildiginda diisiik CNP ile
siddetli kronik periodontitis arasinda iligki oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglarla dogru
orantili olarak atagsman seviyesi ortalamasindaki artig ile CNP arasinda ters iliski oldugu
ve B-defensin 2 CNP ile hBD-2 serum seviyeleri arasinda ise dogrusal bir iliski oldugu
tespit edilmistir. Gézlemlenen bir baska sonug ise siddetli periodontitis grubundaki
diisitk serum B-defensin 2 seviyeleridir. Kisacas1 CNP’deki azalma ile periodontitis
siddeti arasinda ve ayni1 zamanda serumdaki hBD-2 seviyeleri arasinda iligki olabilecegi
rapor edilmistir. Hastalik siddeti ve CNP arasinda iliski bulunmasi bizim hipotezimizi
destekler niteliktedir. Fakat bu c¢alismada SNP degil CNP bakildig1 icin bizim
calismamiz ile karsilastirabilmemiz miimkiin degildir.

Ayrica enflamatuvar hastaliklar ile B-defensin CNP iligkilendirmesini inceleyen
cok sayida caligma mevcuttur. Fellerman ve ark. (2006) crohn hastalifinda CNP’ni,
onlarin etkilerinin fenotip varyasyonlar1 ve hastalik iizerinde etkilerini incelemislerdir.
Sonug olarak, crohn hastaligi ile diisliik B-defensin 2 gen kopya sayisi arasinda iligki
olabilecegini rapor etmislerdir. Cin toplumunda Ding ve ark. (2015) tarafindan yapilan
bir calismada B-defensin CNP ile ankilozan spondilit arasinda baglanti olabilecegi
bulunmustur. Tiszlavicz ve ark. (2010) nin akut pankreatitisli hastalar tizerinde yapmis
olduklar1 caligmada B-defensin 2 CNP ile siddetli akut pankreatitis arasinda iligki
olabilecegi rapor edilmistir. Aldhous ve arkadaslarinin (2009) enflamatuvar bagirsak
hastaliklar1 lizerinde yaptiklar1 ¢alisamada hBD-2 salinimi ile CNP’leri arasinda iliski
bulunamamaigtir. Yine Cin toplumunda yapilan bagka bir ¢aligmada Cai ve ark. (2015)
ankilozan spondilit ile defensin CNP arasinda bir iligki bulunamamustir.

Enflamatuvar bir hastalik olan periodontal hastalik konakta mikrobiyal dental
plaga karsi gelisen savunma mekanizmas: ve mikroorganizmalar arast dengenin

bozulmasi ile olugsmaktadir (Kinane, 2001). DOS ve tiikriikte mikrobiyal dental plaga ve
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komponentlerine karsi lizozim, laktoferrin komplamenti bradikinin gibi bazi enzimler
ve antimikrobiyal peptitler bulunmaktadir. Bu antimikrobiyal peptitlerden biri de (-
defensinlerdir (Schenkels ve ark., 1995; Darveau ve ark., 1997). B-defensinler iiretimleri
mikrobiyal ve proenflamatuvar uyaranlarla degisim gosteren antimikrobiyal peptitlerdir
(Diamond ve ark., 1996; Harder ve ark., 1997; Stolzenberg ve ark.,1997; Raj ve
Dentino, 2002). B-defensin 2 salinimi kisiden kisiye degisir (Krisanaprakornkit ve ark.,
1998; Jurevic ve ark., 2002) ve bu durum enfeksiyon ve enflamasyona cevap olarak
olusur (Harder ve ark., 1997; Stolzenberg ve ark., 1997; Mathews ve ark., 1999;
Krisanaprakornkit ve ark., 2000; Harder ve ark., 2001; Jurevic ve ark., 2002).
Literatiirde B-defensin 2’nin enflame dokuda saliniminin degistigini rapor eden bir ¢ok
calisma mevcuttur (Jin, 2011). Sadece periodontal hastalik degil diger bir c¢ok
enflamatuvar hastalikta da aragtirmalar yapilmis ve hastalik siireciyle B-defensin 2’nin
iligkilisinin olabilirligi ortaya atilmistir (Lehmann ve ark., 2002; Aldhous ve ark., 2009;
Jansen ve ark., 2009). Yani genetik caligsmalarin haricinde biyokimyasal olarak da bu
markirin bir ¢ok enflamatuvar hastalikla iliskilendirmesi yapilmistir. Aslinda bu durum
da defensinlerin enflamatuvar hastaliklarda aday gen olabilecegi fikrini
desteklemektedir.

B-defensin 2’nin periodontal hastaliin olusumunda etkinligi olan gram negative
bakterilere kars1 mikrobisidal etki gdstedigi ve enflamatuvar siirecte klinik bir gosterge
oldugu disiiniilmektedir (Lu ve ark., 2005). Periodontal duruma goére hBD-2 nin
salinimininin digeti olugu sivisinda (Ertugrul ve ark., 2014; Dommisch ve ark., 2015;
Kumar ve ark., 2015; Yong ve ark., 2015), serumda (Brissette ve Lukehart, 2007,
Jaradat ve ark 2013), biyopsi orneklerinde (Dommisch ve ark., 2005; Offenbacher ve
ark., 2009) ve kiiltiir ortaminda (Gursoy ve ark., 2012) degisimini konu alan bir ¢ok
calisgma mevcuttur. Bu calismalarin bir kismi kronik periodontitiste B-defensin 2
salinimini incelemistir (Vardar-Sengul ve ark., 2007; Pereira ve ark., 2012; Jaradat ve
ark. 2013; Yong ve ark., 2015). Gingival enflamasyon siirecinde ve agresif periodontal
hastalikta hBD-2 saliminin degisimini gosteren ve hastalikla anlamli iliskilendirilmistir
caligmalar da mevcuttur (Ebrahem ve ark., 2013; Ertugrul ve ark., 2014; Dommisch ve
ark., 2015). Mevcut literatiirler 1s18inda enflamatuvar bir hastalik olan KP’de
defensinlerdeki herhangi bir fonksiyon ya da kalite degisiminin konagin hastaliga olan

yatkinligin1 degistirebilecegi; ayni zamanda hastalik patogenizinde etkinligi olan (-
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defensin iiretiminin genetik faktorlerden de etkilenebilecegi goriilmektedir (Hollox ve
ark., 2003; Groth ve ark., 2010; Schaefer ve ark., 2010; Jaradat ve ark., 2013).
Periodontal hastalik, multifaktoriyel hastalik oldugu icin genetik g¢alismalari
yapmak oldukca giictiir. Genel olarak hastaliklar ile polimorfizmler arasinda
iliskilendirme yapilirken yasanan bazi zorluklar sunlardir; iliskilendirilen genlerin
sadece bazi toplumlarda olmasi ve tiim hastalar i¢cin gegerli olamamasi; bazi bireysel
faktorlere bagli yanlis sonu¢ elde edilebilme durumu; periodontal hastaligin
multifaktoriyel bir hastalik olmasi sebebiyle etkinin direk genetik degil de g¢evresel
faktorlerle iliskili yani dolayli yoldan olabilmesidir. Genetik testler bu limitasyonlara
gore yorumlanmali ve degerlendirme yapilirken bu noktalara da dikkat edilmesi
gerekmektedir (Potter, 1990; Schenkein, 2002). Dolayisiyla Polimorfizm ¢aligmalarinda
cevresel kosullar1 miimkiin oldugunca standardize etmek; etnik ve cografi koken
bakimindan eslestirilmis homojen niifusta yapmak daha anlamli sonuglar verecektir
(Zhang ve ark., 2011). Bizim ¢aligmamizda da periodontitis gibi ¢ok yonlii bir hastalikta
etkin olabilecek c¢evresel kosullar1 da goz Oniinde alarak guruplarimizi olustururken
hastalardaki mevcut sigara kullanimi ve diger cevresel kosullar1 gruplar arasinda
anlamli farklilik yaratmayacak sekilde se¢ildi. Biitiin verilerin analizleri yapilirken,
periodontal hastaligin etiyolojisinde etkili olan cinsiyet, sigara gibi faktdrler ve diger
cevresel risk faktorleri lojistik regresyon analizinde diizeltici faktorler olarak
degerlendirerek analiz yapildi. Ayrica c¢aligmamizda kontrol ve hasta gruplarinin
tercihinde sistemik hastalik olmamasi sart1 aranarak degerlendirecegimiz polimorfizm
ve periodontal hastalik iligkilendirmesinde daha anlaml1 sonuclar elde edilmesi planladi.
Calisgmamizin limitasyonlarindan biri periodontal hastalik etyolojisinde etkili
faktorlerden biri olan yas tercihidir. Aslinda DNA’nin yasla birlikte polimorfizmler
acisindan degisim gostermediginin bilinmesine ragmen (Hodge ve ark., 2001) kronik
periodontitis prevelansi yasla birlikte artig gostermektedir (Kinane ve ark., 2006).
Bundan dolayr c¢alismamizda hastalik teshisinin hatali konmamasi igin yas
ortalamalarinin yakin olarak secilmesine dikkat edildi. Kronik periodontitis grubunda
yas araligt 20-63, kontrol gubunda ise yas aralifi 18-62 arasinda farklilik
gostermektedir ve sirasiyla yas ortalamalar1 41,91(£10.56) ve 32,17(+10.46) olarak
tespit edildi. Iki grupta da yaslar birbirine yakin secgilmeye calisilsa bile istatistiksel
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degerlendirmelerde anlamli bir fark oldugu ortaya ¢ikti. Bu sorun, yasin lojistik
regresyon analizinde bir degisken olarak ele alinmasi ile bertaraf edilmeye caligilda.

Periodontal hastalikta hem subgingival flora ekolojisini etkileyebilirligi hem de
oral hijyenin etkin bir sekilde yapilamamasi ve plak birikiminin fazla olmas1 sebebiyle
sigara en Onemli ¢evresel faktorlerden biridir. Sigara kullanimi hastaligin ortaya ¢ikma
riskini arttirmaktadir (Kinane ve Radvar, 1997; Tonetti, 1998; Tonetti ve Mombelli,
1999; Meisel ve ark., 2004; Mizrak ve Kaya, 2005). Bu nedenle periodontitise genetik
yatkinlig1 degerlendirirken sigara kullanmayan bireyler ile ¢alismak daha dogru
sonuglar elde edilmesine imkan tanimaktadir. Ciinkii var olan yikimin periodontal
hastaliga m1 yoksa sigaraya mi bagli olarak gergeklestiginin ayrimini yapmak zordur.
Periodontal tedavide sigara kullaniminin ve kullanim miktarimin hastalik olusumu
iizerine etkisini (Ismail ve ark., 1983; Kinane ve Radvar, 1997) ve tedavinin gidisati
lizerine etkisini (Preber ve Bergstrom, 1986; Preber ve Bergstrom, 1990; Ah ve ark.,
1994; Tonetti ve ark., 1995) inceleyen anlamli sonug¢landirilmis ¢alismalar mevcuttur.
Ertugrul ve ark (2013) periodontal hastalik durumunda B-defensin 2 saliniminin sigara
ile degisimini inceleyen bir ¢alisma yapmiglardir. Gingivitis ve agresif periodontitisli
hasta gruplar iizerinde yapilan bu calisma sonucunda sigara kullanimi ile B-defensin 2
salinimi1 arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. Mevcut c¢alismamizda hasta
sayimiz1 yiiksek tutmak istememiz nedeniyle kontrol ve c¢aligma grubu arasinda
istatistiksel anlamli fark yaratmayacak (p=0.2411) sekilde sigara kullanimi olan bireyler
de eklendi. Caligmamiza katilan bireylerde sigara kullanim oranlar1 hem kontrol (%12),
hem de kronik periodontitis (%19) grubunda oldukca diisiiktii. Yine de sigaranin
yaratabilecegi etkileri goz Oniinde bulundurarak istatistiksel analizlerimizi ayni
zamanda sigara igmeyen grupta da yapildi. Ancak sigara igmeyen grupta yaptigimiz
istatistiksel analizler tiim grupta yapilan analizlerle benzer sonuglar verdi.

Genetik polimorfizmleri periodontal hastalikta bir risk faktorii olarak inceleyen
caligmalar, polimorfizmlere ait genotip analizi ve alel frekansi degerlendirmelerinde
farkli sonuclar elde edilmesinin sebebi 1k ve etnik farkliliklarin bulunmasidir. Bu
durumu agiklayan bagka bir etken de yapilan ¢alismalarda periodontal hastaligin
tanimlanmasinda aragtirmacilarin farkli kriterler kullanmasi, c¢alisma ve kontrol
gruplarini segerken caligmalar arasinda olusabilecek farkliliklardir. (McGuire ve Nunn,

1996; McDevit ve ark., 2000; Greenstein ve Hart, 2002; Kinane ve Hart, 2003). Bu
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nedenle calismamizda standardizasyonu saglamak i¢in hastalik simiflandirmasi
Uluslararasi Periodontoloji Calistayi’nin 1999 yilinda belirledigi kriterlere gére yapildi.

Tiim bu limitasyonlaridda g6z {iniline alarak mevcut literatiirler 1s1ginda
planladigimiz ¢alismamizin sonucunda B-defensin rs3762040 gen polimorfizmi ile
kronik periodontitis arasinda iliski olmadigini diisiinmekteyiz fakat hemen bu bolgeye
komsu B-defensin rs3762039 promotor bdlgesindeki polimorfizmi degerlendirdigimizde
hem allel frekans1 hem de genotip dagilimlari bakimindan ¢aligma gruplar1 arasinda
anlamli sonuglar elde edildi ve bu polimorfizminin KP ile iliskili olabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER
1. Tiim klinik periodontal parametreler KP grubunda kontrol grubundan onemli
derecede yiiksek bulundu.
2. KP grubu ve kontrol grubu B-defensin rs3762040 promoter gen polimorfizmi
allel frekanslar1 arasindaki fark anlamsiz bulundu.
3. KP grubu ve kontrol grubu B-defensin rs3762040 promoter gen polimorfizmi
GG/GA/AA genotip dagilimlart arasindaki fark anlamsiz bulundu.
4. B-defensin geni rs3762040 bolgesi polimorfizminin KP ile iliskili olmadigini
diistinmekteyiz.
5. KP grubu ve kontrol grubu B-defensin rs3762039 promoter gen polimorfizmi
alel frekanslar arasindaki fark anlamli bulundu.
6. KP grubu ve kontrol grubu B-defensin rs3762039 promoter gen polimorfizmi
GG/GT/TT genotip dagilimlar1 arasindaki fark anlamli bulundu.
7. B-defensin geni rs3762039 bolgesi polimorfizminin KP ile iliskili olabilecegini
diistinmekteyiz.
8. Bulgularimiza goére [-defensin rs3762039 promoter gen polimorfizmi
bakimindan G alleli mevcudiyetinin yaklasik olarak 3 kat hastalik yatkinlik artisina
sebep oldugunu gosterildi.
9. Tez g¢alismamiz periodontal hastalifin genetik temellerinin olusturulmasinda
yeni bilgilere ve ¢aligsmalara 151k tutacaktir.

Daha once degerlendirdigimiz polimorfizm bdlgeleri ile kronik periodontitis
arasinda iliskilendirme yapilmamistir. Bizim goriisiimiize gore; DOS ve serumda
yapilan biyokimya tabanli caligmalar ve CNP agisindan da degerlendirme yapilan

genetik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ek 1- Etik Kurul Onay1

T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNiVERSITESI
KLINIiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi: B.30.2.0DM.0.20.08/ /<24 . 28.04.2014

Sayn : Yrd.Do¢.Dr.Ayla OZTURK

Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz Beta defensin fonksiyonel gen polimorfiziminin
kronik periodontitis ve Agresif periodontitisle iliskisi bashkli OMU KAEK 2014/588
Karar nolu Biyokimya calismasi+ Genetik cahsma nitelikli aragtirma projenizAmag, gerekge,
yaklasim ve yontemle ilgili agiklamalari, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu ydnergesine gore
27.03.2014 tarihli Etik Kurulumuzda incelenmis etik acidan uygun bulunmustur. Ancak
arastirma biitcesinin macdi destegi heniiz saglanamadigindan projeye biitce destegi saglanip,
tarafimiza bildirilmesinden sonra baslanmasina oy birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.

Prof.Dr.Abdlilkerim BEDIR
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Bagkam
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Ek 2- Hasta Onay Formu Ornegi

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU *

ARASTIRMANIN ADI (Beta defensin fonksiyonel gen polimorfiziminin kronik

periodontitisle iliskisi):

Goniilliiniin Bag Harfleri << >>

Bir arastirma c¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize
karar vermeden 6nce arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
¢alismanin neleri igerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konulari anlamaniz énemlidir Litfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin zaman
ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir
baska ¢alismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Galismaya katilip katilmama karari tamamen size aittir. Eger ¢alismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz igin size bu Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zglrsiniz.
Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu
klinik calismaya katihminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir.
Ayrica destekleyici firma g¢alismayr sonlandirmaya karar verirse bu durumda da
¢alismadan gikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Amag:insan genomundaki genlerdeki farkhliklarin diseti hastaliklari ile iliskisinin

incelenmesi

Konu: Genlerdeki bireysel farkliliklar hastaliklara yatkinliktan ve hastaliklara direngten
sorumludur. Insan genomunu olusturan bazi genler ve bu genlerin diziliminde goriilen
degisiklikler, bireylerde diseti hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarin goriilme sikliginda
hastaligin baglamasi, ilerlemesi ve siddeti iizerinde etkisi olabilir. Caligmalar
periodontal hastalik riskinin her birey icin esit olmadigin1 gostermektedir. Periodontal
hastaliklar gibi kompleks hastaliklar genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu
ortaya cikmaktadir. Biz bu calisma ile insanin tasidigir genetik 6zelliklerin diseti
iltihaplanmasina ve nihai olarak dis kaybina sebeb olan diseti hastaliklardan kronik
periodontitis ile iligkisini incelenmeyi planlamaktayiz.  Caligmamizda bireyler
arasindaki  genetik  farkliliklarin  periodontal hastaliga  yatkinliktaki  roliiniin
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degerlendirilecektir. Ayrica bu genetik yapmin diseti olugu sivisindaki protein
seviyelerine etkisi degerlendirilip hastalik ile iligkisinin ortaya konulacaktir.

CALISMA iSLEMLERI:

Bu ¢aligmada periodontal muayenede rutin olarak uygulanan klinik muayeneleri
yapilarak, dislerinizden Olglimler alinacak ve dis verileriniz degerlendirilecektir.
Calismamiz i¢in 2 ml periferal kan 6rnegi alinarak DNA ekstraksiyonu yapilacaktir.
Kan alma igleminin riskleri ¢ok az olup, ignenin girdigi yerde hafif agr1 ya da c¢ok az
morarma olabilir. ~ Olusabilecek herhangi bir problemde gerekli miidahaleler
yapilacaktir. Buna ilaveten, Diseti olugu sivisi dis ve diseti arasindaki bosluktan bu
gordiigliniiz s1v1 emici 6zelligi olan 6zel kagit yardimi ile alinacaktir. Bu islem agrisiz
anestezi gerektirmeyen bir islemdir.

BENiIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Galisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve
yukarida anlatilan galismayla ilgili tim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Calisma
doktorunuzu ziyarete belirlenen gilinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de,
ziyaretten ayrilmadan o6nce planlanmahdir. Yine ¢alismadan Once veya ¢alisma
sirasinda aldiginiz baska herhangi bir tibbi tedaviyi de galisma doktoruna séylemeniz
onemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKILERI, RiSKLERI VE RAHATSIZLIKLARI
VARDIR?

Galismamiz igin 2 ml periferal kan 6rnegi alinacaktir. Kan alma isleminin riskleri ¢ok az
olup, ignenin girdigi yerde hafif agri ya da ¢ok az morarma olabilir. Olusabilecek
herhangi bir problemde gerekli miidahaleler yapilacaktir. Buna ilaveten, Diseti olugu
sivisi dis ve diseti arasindaki bosluktan bu gordiginiz sivi emici 6zelligi olan 6zel kagit
yardimi ile alinacaktir. Bu islem agrisiz anestezi gerektirmeyen bir islemdir.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Eger dogurganlk déneminde ve emziriyorsaniz bu g¢alismaya katilamazsiniz. Litfen
hekiminize bildiriniz.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa aciklayiniz)

Bu ¢alisma size bir katki saglamayacaktir. Ancak bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
sizin gibi ileri periodontal hastaligi olan hastalarinin tedavilerine yardimci olmak, yasam
kalitelerini arttirmak icin ve yol gosterici olabilmek amaciyla yapilmaktadir.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen gonalli olarak veriyorum. Bu c¢alismaya
katilmay! reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan her hangi bir zamanda ayrilirsam,
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ayrilma nedenlerimi, ayriligimin sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri
doktorumla tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDIR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve galismayla ilgili olan tim laboratuar testleri g¢alisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagl bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal guvenlik kurumuna odetilmeyecektir. Ayrica ¢alismaya bagh makul
miktardaki yol gideriniz makbuzlari gosterildigi takdirde karsilanacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen galisma doktorunuzu gereken
tibbi tedavinin uygulanabilmesi icin bilgilendiriniz.

KiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun galisma igin sizin kisisel
bilgilerinizi ( “Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
olacaksiniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kdkeniniz ayrica Galisma
verilerinizin kullanimi ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onayinizdan herhangi bir zamanda
vazgegebilirsiniz.

Galisma destekleyicisi firma ile paylasilan galisma verileri size 6zel bir numara olan bir
kod (“Kod”) numarasi kullanimiyla korunacaktir. Sizin galisma verilerinize ulasmak igin
gerekli olan kod anahtari ¢alisma doktorunuzun denetimindedir. Calisma destekleyicisi
firma duzenleyici otorite veya diger denetim kurumlari tarafindan atanmis kisiler
doktorunuz tarafindan tutulan galisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz galisma verilerinizi ¢alisma igin kullanacaktir. Calisma destekleyicisi firma;
¢alismanin yiratialmesi, teshis ve tibbi yardim gereglerinin gelistirilmesi igin ¢alisma
verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun galistig kurum ve galisma destekleyicisi firmanin
her ikisi de ylrirlikte olan veri koruma kanunlari ile uyumlu olarak galisma verilerinizin
yonetiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma ¢alisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlagmal
firmalar ve diger arastirma kuruluslari ile paylasabilir. Calismanin sonuglari tibbi
yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yayinlarda agiklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da calisma destekleyicisi firmadan, toplanan g¢alisma verileriniz
hakkinda bilgi isteme hakkinda sahipsiniz. Ayni zamanda bu verilerdeki herhangi bir
hatanin dizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz
olursa lutfen gerekirse sizin ¢alisma destekleyicisi firma ile temasa gegmenize yardimci
olabilecek doktorunuzla gorisiniz.
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Eger onayinizda vazgegerseniz, doktorunuz galisma verilerinizi artik kullanamayacak ya
da diger Kkisilerle paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onayinizdan
vazge¢meden Onceki ¢alisma verilerinizi kullanmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda tanimlandigi sekilde kullanimina
onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSILER:

Ad, Soyadi ve telefon numaralari

Yrd. Dog Dr. Ayla Oztiirk

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:x

YENI BILGILER CALISMADAKiI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

CGalisma surerken ortaya ¢ikmis olan bitin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onayi

Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formundaki tim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sézIi agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya gonulli olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi
kabul ediyorum. Doktorum saklamam igin bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda
dikkat edecegim noktalari da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

Gondllinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
Agiklamalari Yapan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
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Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, 2010(Lisans)
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2016 (Doktora)
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Rize Pazar Devlet Hastanesi, 2010 (Dis Hekimi)

Rize Kagkar Devlet Hastanesi, 2011 (Dis Hekimi)
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2011-2016 (Aras.Gor.)
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E-posta: dt.sevdakurt@hotmail.com
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