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OZET

MATRIKS METALLOPROTEINAZ-1 (MMP-1) GEN POLIMORFiZMiNiN
AGRESIF PERIODONTITIS ILE iLiSKiSi
Elif KONAS, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun, Agustos 2010

Bu calismanin amact MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin agresif
periodontitis (AgP) ile iliskisinin incelenmesi, genotip-fenotip iligkisinin ortaya

konmas1 ve polimorfizmin AgP’ye yatkinliktaki roliiniin degerlendirilmesidir.

Calismaya 65 AgP’li (16 generalize, 49 lokalize) ve 100 periodontal agidan
saglikli olmak iizere toplam 165 goniillii birey dahil edildi. Hastalarin tiimii sistemik
olarak saglikli bireyler arasindan secildi. Bireylerin periferik kan oOrneklerinden
genomik DNA elde edildi. MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizmi standart polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi (RFLP) yontemi ile
incelendi. Plak indeksi, sondalamada kanama, sondalanan cep derinligi, klinik atagsman
seviyeleri ve mobilite Ol¢limlerini igeren klinik periodontal degerlendirmeler ve

radyografik incelemeler yapildi.

AgP’li ve saglikli grubun MMP-1 genotip dagilimlar incelendiginde arada fark
saptanmadi. 2G allel sikliginin AgP grubunda %36.9, saglikli grupta %37.0 oldugu
belirlendi. Lokalize agresif periodontitis (LAP) ile saghkli grup ayrica degerlendirildi.
Elde edilen sonuclarin birbirine yakinlik gosterdigi belirlendi. 2G allel sikligit LAP’li
bireylerde %36.7, saglikli grupta ise %37.0 olarak tespit edildi. Yapilan analizler,

polimorfik allel tasiyici genotiplerin AgP i¢in risk faktorii olusturmadiklarini gosterdi.

Calismamiz, MMP-1 geni -1607 1G/2G polimorfizmi dagiliminin AgP’li ve
saglikli bireylerde benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. LAP ve saglikli grubun
genotip dagilimi1 da benzer bulunmustur. Bu durum bize MMP-1 geni -1607 1G/2G
polimorfizminin Tiirk toplumunda AgP’ye yatkinlikla iligkisinin bulunmadigini

gostermektedir.



ABSTRACT

THE RELATIONSHIP BETWEEN MATRIX METALLOPROTEINASE-1
(MMP-1) GENE POLYMORPHISM AND AGRESSIVE PERIODONTITIS
Elif KONAS, PhD Thesis
19 Mayis University, Samsun, August 2010

The aim of this study was to evaluate the relationship between MMP-1 -1607
1G/2G polymorphism and aggressive periodontitis (AgP), and to detemine the
genotype-fenotype relations and to indicate whether the polymorphism has a role in

susceptibility to AgP.

A total of 165 subjects, 65 patients (49 localized, 16 generalized) suffering
from AgP and 100 periodontally healthy individuals were included. None of the
subjects were medically compromised. Genomic DNA was obtained from the peripheral
blood of individuals. MMP-1 -1607 1G/2G polymorphism was determined by
polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
methods. Clinical parameters including plaque index, bleeding on probing, probing

depth, clinical attachment levels, mobility and radiographic evaluations were measured.

The distribution of MMP-1 genotypes did not significantly differ between AgP
and healthy group. The frequency of the 2G allele was %36.9 in AgP group while it was
%37.0 in healthy group. Also the localized aggressive periodontitis (LAP) and healthy
group were reevaluated. The results were very similar. 2G allele frequency was %36.7
at LAP group, and %37.0 at healthy group. The analysis showed that carrying

polymorphic allele genotypes were not risk factor for AgP.

Our study showed that the distribution of MMP-1 gene -1607 1G/2G
polymorphism among AgP patients and healthy subjects are similar. Also the genotype
disribution among the LAP and the healthy group are similar, too. These data suggest
that MMP-1 gene -1607 1G/2G polymorphism is not associated with the susceptibility
to AgP in Turkish population.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

A.a.

AgP

AP-1

bp

BOP

C. rectus

E. corrodens
EMMPRIN
Ets

F. nucleatum
GAP

GJP

HLA

IFN

IGFBP

IL

KAS

KP

PI

LAP

LJP

MMP
MT-MMP
P. gingivalis
P. intermedia
PCR

PGE2

PP

RFLP

: Agregatibacter actinomycetemcomitans

. Agresif periodontitis

: Aktivator protein-1
: Baz ikilisi ‘base pair’
: Sondalamada kanama
: Campylobacter rectus
: Eikonella corrodens
: Ekstraselluler matriks metalloproteinaz indiikleyici
: ‘E-twenty six’
: Fusobacterium nucleatum
: Generalize agresif periodontitis
: Generalize juvenil periodontitis
: Insan 16kosit antijeni ‘Human leukocyte antigen’
: Interferon
: Insiilin biiyiime faktoriine baglanan protein
: Interlokin
: Klinik atagsman seviyesi
: Kronik Periodontitis
: Plak indeksi
: Lokalize agresif periodontitis
: Lokalize juvenil periodontitis
: Matriks metalloproteinaz
: Membran tipi-matriks metalloproteinaz
: Porphyromonas gingivalis
: Prevotella intermedia
: Polimeraz zincir reaksiyonu ‘polymerase chain reaction’
: Prostaglandin E2
: Prepubertal periodontitis

: Restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi ‘Restriction fragment length

polymorphism’

RPP

: Hizli ilerleyen periodontitis



SCD

SNP

T. denticola
T. forsythia
TGF

TIMP

TNF
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: Sondalanan cep derinligi

: Tek niikleotit polimorfizmi ‘Single nucleotide polymorphism’

: Treponema denticola

: Tannerella forsythia

: Transforme edici biiytime faktorii ‘Transforming growth factor’
: Matriks metalloproteinaz doku inhibitdrii

: TimoOr nekrozis faktor
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1.GIRIS

Agresif periodontitis (AgP), dis yiizeyine tutunan biyofilm igerisindeki
bakteriler ile konak savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasiyla meydana gelen
ve toplumda diisiik prevalans gosteren ciddi bir periodontal hastalik tiiriidiir. Periodontal
hastaliklarin olusabilmesi i¢in dental plak varligi zorunludur. Ancak plak birikimine
kars1 gelisen konak yanit1 her bireyde ayni1 degildir. Baz1 bireylerde plak birikimi fazla
olmasina ragmen hastalik sadece disetinde gozlenen enflamasyonla sinirliyken, bazi
bireylerde durum farkl bir seyir izlemektedir. Plak birikiminin asir1 olmadig: bireylerde
konak yanmitindaki farkliliklar enflamasyonun disi destekleyen ¢evre dokulara dogru
yayilmasina, disetine ek olarak periodontal ligament, sement ve alveol kemiginde yikim
meydana gelmesine neden olmaktadir. Giintimiizde periodontal hastaligin tarifi
yapilirken, mikrobiyal dental plak varligi yaninda konaga bagli genetik faktorler ile
cevresel etkenlerin de rol oynadigi ‘multifaktoriyel” bir hastalik oldugu
vurgulanmaktadir. Ozellikle son donemlerde kullanilmaya baslayan, ekolojik ve genetik
kelimelerinin birlesimiyle olusan ‘eko-genetik’ deyisi periodontal hastaligin daha da

dogru bir sekilde tanimlanmasina imkan saglamaktadir (Ustiin ve ark., 2008).

Periodontal hastalikta rol oynayan bakteriler salgiladiklari enzim ve zararh
tirinler ile bilesim epitelini uyararak konak savunma sistemini harekete gecirmektedir.
Savunma mekanizmalar1 tarafindan salinan enflamatuvar medyatorlerin baslattigi
reaksiyon zinciri, bazi risk faktorlerinin varliginda bag dokusu kaybi ve alveol kemigi
yikimi ile sonuglanmaktadir (Abe ve ark.,1991). Bag dokusu, hiicresel elemanlar ile
hiicreler arasindaki boslugu dolduran ekstraselluler matriksten olusmaktadir.
Ekstraselluler matriks ise glikoprotein yapidaki esas madde ile fibrillerden
olugmaktadir. Periodontal bag dokusunun iskeletini olugturan fibriller biiyiik oranda tip

I kollajen yapidadir.

Matriks metalloproteinaz (MMP)’lar, ekstraselluler matriksin yikiminda ve
yeniden sekillenmesinde Onemli role sahip bir proteolitik enzim ailesidir. MMP’ler
doku doniisiimii gibi fizyolojik olaylarda oldugu kadar periodontal hastalik gibi
patolojik durumlarda da gorev almaktadir (Shapiro, 1998; Sorsa ve ark., 2006;



Manicone ve ark., 2008). Kollajenazlar (MMP-1, MMP-8 ve MMP-13) diseti bag
dokusunda yogun miktarda bulunan tip I ve daha az oranda bulunan tip III kollajeni
parcalama yetenegine sahiptirler. Ozellikle matriks bilesenlerinin yikiminda dnemli bir
rol oynayan MMP-1’in, periodontal hastalik siirecinde etkinliginin arttig1
diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar da bu fikri destekleyici sonucglar vermektedir
(Tiiter ve ark., 2002; Alfant ve ark., 2008). Incelemelerde, periodontal hastalik goriilen
bolgelerden alinan diseti olugu sivis1 ve doku oOrneklerinde MMP-1 seviyesinin ve
enzim etkinliginin yliksek oldugu gosterilmistir (Ingman ve ark., 1994; Dong ve ark.,

2009).

Giiniimiizde periodontal hastaligin genetik faktorlerle iligkisi en merak edilen
konularin basinda gelmektedir. Tek yumurta ikizleri iizerinde yapilan caligmalar,
periodontitiste genetigin belirleyici bir faktér oldugunu kanitlamaktadir. Hastaligin aile
bireyleri arasinda gecis gosterdigi AgP vakalar1 da kalittmin roliinii desteklemektedir.
Gecmiste, AgP’nin etkinlik giicli yiikksek major bir genin kontroliinde olustugu
diisiiniilmekteydi (Saxen ve Nevanlinna, 1984; Marazita ve ark., 1994). Fakat yapilan
arastirmalar, hastaligin ortaya c¢ikisinda birka¢ major gen etkisinin gerekli oldugunu
gostermistir (de Carvalho ve ark., 2009). Bugiine kadar AgP ile iliskili oldugu
diistiniilen bir¢ok aday gen tanimlanmistir (Gwinn ve ark., 1999; Parkhill ve ark., 2000;
Loos ve ark., 2003). Hastalik gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen aday genlere saglikli
bireylerde de rastlanabilmektedir. Bu durum, genetik faktoriin tek basina hastalik
olusturma potansiyeline sahip olmadigini, AgP’ye duyarlilikta, cevresel faktorler ile
etkilesime giren sorumlu genlerin kombine etkisinin rol oynadigim gostermektedir
(Meng ve ark., 2007). AgP ile aday genler arasindaki iliskiyi ortaya koymay1 hedefleyen
caligmalara her giin bir yenisi eklenmektedir. Yapilan degerlendirmeler, ayni gene ait
farkli toplumlarda yiiriitilen arastirmalarin genetik varyasyonlar nedeniyle farkli

sonuglar verebilecegini ortaya koymaktadir.

MMP-1 geni promotor -1607 bolgesinde tanimlanan polimorfizmde bir Guanin
ilavesi ile 2G alleli olusmaktadir. 2G allelinin, MMP-1 gen ekspresyonunu artirarak
enzim etkinligini yiikselttigi bilinmektedir (Rutter ve ark., 1998). Bu durum AgP’ye



olan duyarliligin, matriks bilesenlerinin yikiminda 6nemli bir rol iistlenen, MMP-1"e ait
polimorfizm tarafindan etkilenebilecegi diisiincesini akla getirmektedir.

Farkli toplumlarda, MMP-1 geni -1607 bolgesi polimorfizmi ile periodontal
hastalik arasindaki iliskiyi degerlendiren calismalar yapilmistir. Fakat, elde edilen
sonuglar birbiriyle uyum gostermemektedir (de Souza ve ark., 2003; Izakovicova-Holla
ve ark., 2004; Astolfi ve ark., 2006; Cao ve ark., 2006). Yapilan arastirmalarin biiyiik
bir cogunlugu MMP-1 geni -1607 polimorfizminin kronik periodontitis (KP) ile
iliskisini incelemistir. MMP-1 geni -1607 bolgesi polimorfizminin AgP ile iliskisini
arastiran sadece iki c¢alisma bulunmaktadir. Asya irklar {izerinde yapilan bu
arastirmalardan bir tanesi Japon (Itagaki ve ark., 2004) toplumunda, digeri Cin (Cao ve
ark., 2005) toplumunda gerceklestirilmistir. Tiirk toplumunda yapilan iki calismada
MMP-1 geni 1G/2G polimorfizmi ile KP iligkisi degerlendirilmis, Pirhan ve ark. (2008)
2G allelinin KP’ye yatkinlik gelisimi ile simirda bir iliskisi oldugunu ifade ederken,
Ustiin ve ark. (2008) 1G/2G polimorfizminin hastaliga duyarhiligi etkilemedigini
belirtmislerdir. Bildigimiz kadariyla MMP-1 -1607 bolgesi polimorfizminin Tiirk

toplumunda AgP ile iliskisini irdeleyen herhangi bir arastirma heniiz yapilmamaistir.

Bu calismanin amact MMP-1 geni promotor -1607 bolgesindeki 1G/2G
polimorfizminin AgP ile olast iliskisini Tiirk toplumunda incelemek ve genotipik

dagilimlarin fenotipe yansimasini degerlendirmektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Periodontal Hastalik

‘Periodontal hastalik’ terimi hem gingivitis hem de periodontitis durumlarini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Gingivitis, disin etrafini ¢evreleyen diseti dokusunda
mikrobiyal dental plaga kars1 yanit olarak gelisen enflamasyondur. Gingivitiste disetinin
rengi, kivami, boyutu ve seklinde degisiklikler meydana gelmektedir. En onemli klinik
bulgusu sondalamada kanamadir. Ancak bu asamada olay mikrobiyal dental plagin
uzaklastirnlmasiyla geri donebilmektedir (Kinane, 2001). Periodontitis ise dental plak
icinde yer alan baz1 6zgiin mikroorganizmalar yoluyla disin destekleyici dokular1 olan
yumusak doku, sement ve periodontal ligamentte geri doniisiimii miimkiin olmayan
hasar, periodontal cep olusumu, klinik atasman kaybi, diseti ¢ekilmesi ve alveol kemigi

yikimu ile karakterize kronik enflamatuvar bir hastaliktir (Fleming, 1999).

Multifaktoriyel bir hastalik olan periodontitis birbirinden farkli klinik
gorliniimler sergileyebilmektedir. Periodontitisin klinik goriiniimdeki farkliligin nedeni
farkl tiirlerinin bulunmasidir. Hastaligin etiyolojisindeki cesitlilik, bireylerin genetik ve
cevresel faktorlere duyarliligindaki farkliliklar ile klinik ve histopatolojik ayirici

bulgular periodontitisin farkl tiirleri oldugunu kanitlamaktadir.

Periodontitisin farkl tiirlerinde hastaligin ilerleme hizi farklilik gostermektedir.
Hastalikli bolgelerin miktar1 ve dagilimi, hastalifin siddeti ve hastanin yas1 da
degerlendirme yaparken g6z oniinde bulundurulmasi gereken kriterlerdir. 1999 yilinda
gerceklesen Uluslararast Calistay’da periodontitis; kronik, agresif, nekrotizan
periodontitis ve sistemik hastaliklarla birlikte goriilen periodontitis olarak
siniflandirilmistir (Armitage, 1999). AgP diisiik prevalansa sahip olmasi, erken yaslarda
ve siddetli tutulum gostermesi, hizli ilerlemesi ve ailesel gecis gosterme egiliminde

olmas1 nedeniyle diger periodontitis tiirlerinden ayrilmaktadir.



2.1.1. Agresif Periodontitis

AgP genellikle 35 yasin altindaki sistemik olarak saglikli bireyleri
etkilemektedir, fakat hastalarin yasi daha ileri olabilmektedir. Hastaligin prevalansi
Latin, Afro-Amerikan ve beyaz iwrkta %0.1’den %15’e kadar degisen oranlarda
goriilmektedir (Saxen, 1980b; Neely, 1992; Sjodin ve ark., 1993). ‘Agresif’ terimi
histopatolojik 0Ozelliklerden ziyade hastaligin erken yerlesimli ve hizli ilerlemesi
nedeniyle verilmistir (Mros ve Berglundh, 2010). AgP’nin ¢ogunlukla geng¢ yastaki
bireylerde goriilmesi, etiyolojik ajanlarin hastaligi kisa zamanda klinik olarak tespit
edilebilir seviyeye getirdigi anlamina gelmektedir. Bu durum hastaligin, yiiksek
virulansa sahip bir mikrofloranin ve/ya periodontal hastalifa duyarhiligi fazla olan
bireylerin varlig1 ile miimkiin olabilecegine isaret etmektedir. Hastalarin sistemik olarak
saglikli olmalar1 AgP tanis1 koyabilme acisindan onemli bir kriterdir (Tonetti ve
Mombelli, 1999). Baz1 genetik veya hematolojik hastaliklar, bireylerde konak yanitinin
zayiflamasina ve dislerin erken kaybiyla sonug¢lanan ciddi periodontal problemlerin
dogmasina neden olabilmektedir. Tan1 koyarken, bu tiir bireyleri sistemik hastaliklarla

birlikte goriilen periodontitisler basligr altinda degerlendirmek daha dogrudur.

AgP, dnceden erken yerlesimli periodontitis olarak siniflandirilmis ii¢c hastalig
tanimlamaktadir. Lokalize agresif periodontitis (LAP) eski siniflamada lokalize juvenil
periodontitis (LJP) olarak adlandirilmaktaydi. Generalize agresif periodontitis (GAP)
ise generalize juvenil periodontitis (GJP) ile hizli ilerleyen periodontitis (RPP) olarak

tanimlanan hastaliklara karsilik gelmektedir (Tonetti ve Mombelli, 1999).

LAP ve GAP’nin bazi ortak 6zellikleri bulunmaktadir (Lang ve ark., 1999):
e Periodontitis varlig1 haricinde hastalar sistemik olarak sagliklidir.
e Hizl atagsman kayb1 ve kemik yikimi goriilmektedir (Baer, 1971).
e Ailesel gecis Ozelligi bulunmaktadir (Spector ve ark., 1985;Stabholz ve ark.,
1998).
Ikincil 6zellikler her zaman olmamakla birlikte genellikle goriilmektedir:

e Periodontal doku yikiminin miktar1 mikrobiyal birikinti miktar1 ile orantili

degildir (Baer, 1971; Listgarten, 1976).



e Agregatibacter actinomytcetemcomitans (A.a.) yiiksek oranda bulunmaktadir.
Baz1 toplumlarda Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) oranlar1 da
artabilmektedir (Albandar ve ark., 1997; Slots ve Ting, 1999).

e Fagosit anomalileri olabilmektedir (Lavine ve ark., 1979; Van Dyke ve ark.,
1983).

¢ Prostoglandin-E2 (PGE,) ve interlokin-1p (IL-1p) seviyeleri artmaktadir. Asiri
yanit veren makrofaj fenotipi bulunabilmektedir (Masada ve ark., 1990;
Offenbacher ve ark., 1993).

e Atasman ve kemik kaybinin ilerlemesi kisiye 6zgiidiir.

LAP cogunlukla ergenlik doneminde baslangic gostermektedir. Klinik
olarak birinci molar/kesici dislerde lokalize tutulum goézlenmektedir. Bir tanesi birinci
molar olmak iizere en az iki diste interproksimal atasman kaybi olmaktadir. Birinci
molar ve kesici disler haricinde en fazla iki dis etkilenmis olmalidir. LAP’de lezyonlarin
lokalize dagilimi karakteristiktir (Armitage, 1999) (Sekil 1A). Birinci molar ve kesici
dislerin agiz ortamina siirmesiyle bakterilerin kolonizasyonu baglamaktadir. A.a. iirettigi
lipopolisakkarit yardimiyla konak savunma elemanlarin etkisiz hale getirip, bakterilerin
cep i¢ine kolonizasyonuna imkan saglamaktadir. Endotoksin, kollajenaz, 16kotoksin gibi
bakteri iiriinleri periodontal doku yikimina neden olmaktadir. Konakta, bakterilerin
fagositozunu artiran ve antikor iiretimini uyaran farkli savunma mekanizmalar1 devreye
girmektedir. Enfeksiyoz ajanlara karsi yiiksek serum antikor yamiti olugmaktadir.
Boylece bakterilerin bagka alanlara kolonizasyonu onlenebilmektedir (Zambon ve ark.,
1983). A.a.’nmin bilinmeyen nedenlerden dolay1 16kotoksin iiretme yetenegini kaybettigi
ve/ya A.a.‘nin etkilerini inhibe eden bakterilerin kolonize oldugu durumlarda hastaligin
ilerlemesi bozulmakta hatta tamamen durabilmektedir (Hillman ve Socransky, 1979;
Slots ve ark., 1982). LAP’de etkilenen dislerde derin periodontal cepler ve ileri kemik
kayiplar1 olmasina ragmen dis yiizeyindeki plak miktar1 yikimin siddetine oranla azdir
(Listgarten, 1976). Plak miktar1 az olmakla birlikte yiiksek oranda A.a. bazen de P.
gingivalis icermektedir (Slots ve Ting, 1999). LAP hizli ilerleyen bir hastaliktir.
Kanitlar kemik kaybi oraninin kronik periodontitisten 3-4 kat fazla olduguna isaret
etmektedir (Baer, 1971). Birinci molar ve kesici dislerin etrafinda goriilen agisal kemik

defektleri LAP’nin tipik radyografik goriintiisiidiir (Sekil 1B).
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Sekil 1A. 18 yasinda LAP hastasi geng kiza ait Sekil 1B. Ayn1 hastaya ait radyografi goriintiisii
klinik goriintii

GAP cogunlukla 30 yasin altindaki bireyleri etkilemektedir. Fakat hastalarin
yaslar1 daha fazla da olabilmektedir. Klinik olarak birinci molar ve kesiciler disinda en
az Uc¢ diste generalize interproksimal atagsman kaybi1 gozlenmektedir. Episodik bir
yapiya sahip olan GAP’de siddetli yikimin gerceklestigi evreleri duraklama donemleri
izlemektedir. Atasman kayb1 ve kemik yikiminin meydana geldigi aktif donemde diseti
asirt derecede kizarmis ve iilseredir. Hafif temasla ya da kendiliginden kanama
meydana gelmekte, hatta bazen siiplirasyona dahi rastlanabilmektedir. Duraklama
doneminde ise gozle goriiliir belirgin bir enflamasyon yoktur. Klinik goriiniim hafif gibi
goziikkse de derin ceplerin varligi sondalama ile ortaya konmaktadir (Sekil 2A).
Periodontal yikim fazla olmasina ragmen plak miktar1 azdir. LAP’nin tersine GAP’de
enfeksiyoz ajanlara karsi diisiik serum antikor yaniti olusmaktadir. GAP’nin radyografik
goriintiilerinde az sayida diste siddetli kemik yikimi goriilebildigi gibi ¢ok sayida diste
ileri derecede kemik yikimina da rastlanabilmektedir (Sekil 2B).

Sekil 2A. 33 yasinda GAP’li kadin hastanin klinik Sekil 2B. Ayn1 hastaya ait radyografi goriintiisii
Goriintimii



Siit disleri peridontitisten etkilenmis bireylerin bir kisminda, siirekli
dislerinin siirmesinin ardindan LAP, daha sonraki donemlerde de GAP gelistigini
bildiren vaka raporlari bulunmaktadir (Shapira ve ark., 1994). Bu durum LAP ve
GAP’nin tek bir hastaligin fenotipik varyasyonlart oldugu diisiincesini akla

getirmektedir.

2.1.2. Agresif Periodontitisin Etiyolojisi ve Patogenezi

AgP, periodontal hastaligin nadir goriilen fakat oldukc¢a ciddi bir seklidir.
Klinik seyri benzemekle birlikte, hastalifin baslama yasi, hizli ilerleme 6zelligi,
hastalikla iligkili subgingival mikrofloranin yapisi, konak immun yanitindaki farkliliklar
ve hastalifin ailesel gecis Ozelligi tasimasi nedeniyle kronik periodontitis (KP)’ten

ayrilmaktadir (Armitage ve Cullinan, 2010).

Dis yiizeyine tutunmus bir biyofilm tabakasi olan mikrobiyal dental plak
periodontal hastaliklarin birincil etiyolojik faktoriidiir. Yapilan kiiltiir calismalar1 dental
plakta 500°’den fazla bakteri tiiriiniin bulundugunu gostermektedir. AgP’nin 6zgiin
florasinda yer alan mikroorganizmalarin biiyiikk bir kismin1 Gram negatif anaerobik
bakteriler olusturmaktadir (Pihlstrom ve ark., 2005). A.a., Capnocytophaga suslari,
Eikonella corrodens (E. Corrodens), Prevotella intermedia (P. intermedia) ve
Campylobacter rectus (C. Rectus) LAP ‘ta en sik goriilen bakteri tiirleridir. Lezyonlarda
cok yiiksek oranda A.a. varliginin tespiti, bakterinin LAP ile iliskili birincil patojen
olarak tanimlanmasina yol agmistir (Slots ve ark., 1980; Zambon ve ark., 1983).
Hastaligin ilerleme egiliminde oldugu alanlarda yiiksek A.a. seviyelerine rastlanirken
tedavi sonrasi olusan yanit doneminde yapilan degerlendirmelerde A.a. diizeylerinde
meydana gelen azalma bu durumu destekler niteliktedir. GAP’de hakim olan
mikrofloranin yapis1 LAP’dekine benzerlik gostermektedir. P. gingivalis, A.a., T.
forsythia, Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), P. intermedia, C.rectus ve
Treponema denticola (T. denticola) GAP’de en cok rastlanan bakteri tiirleridir (Tonetti

ve Mombelli, 1999).



Periodontopatojenler sahip olduklart virulans faktorleri ve enzimler yardimu ile
diseti bag dokusunda bulunan kollajeni parcalamaktadir. Periodontal hastalik
patogenezinde mikroorganizmalarin zorunlulugu tartisilmaz bir gercektir. Ancak, tek
basina yeterli degildir. Konakta bakteriyel metabolitlere karsi olusan enflamatuvar ve
immun yanitlar, hastalifin gelisimi ve ilerlemesinde biiyiik 6nem arz etmektedir. Olusan
yanitlar cogunlukla genetik kontrol altindadir ve koruyucudur, fakat risk faktorlerinin
varliginda mikrobiyal yi1gin, konakta sitokin ve enflamatuvar medyatorlerin salinimini
uyararak enflamasyonun artmasina neden olabilmektedir (Abe ve ark.,1991) (Sekil 3).
Bu durum bazen konak icin daha zararli sonuclarin dogmasina neden olmaktadir.
Amacina ulasamamis etkinligi diisiik ya da asirt yanitlarin, periodontal hastalikta

meydana gelen doku harabiyetinin kaynagi oldugu diisiiniilmektedir (Kinane, 2001).

Bakteriler salgiladiklar1 proteolitik enzimlerle konak ekstraseluler matriksini
parcalayip gelisimleri icin gerekli olan besinleri temin etmektedir (Potempa ve ark.,
2000). Bu siirecte amonyak, hidrojen siilfit ve biitirik asit gibi baz1 yan iiriinler de
olusmaktadir. Artik {iriinler bilesim epitelinin uyarilmasina neden olarak konakta IL-1a,
IL-8, tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a) gibi sitokinlerin ve PGE;’nin salinimini
baglatmaktadir. Ortamda bulunan IL-1o da MMP’leri aktive etmektedir (Bartold ve
Narayanan, 2006). Bakteriyel atak ile karsilasma sonrast bradikinin ve histamin gibi
enflamatuvar medyatorlerin uyarilmasi mikrodolasimda degisimlere yol acmaktadir.
Damar gecirgenliginin artmast mast hiicreleri ve kompleman sistemini aktive
etmektedir. Kompleman sistemi elemanlarinin bakteriler ile kompleks olusturmasini
takiben, bolgeye dogru notrofil kemotaksisi gerceklesmektedir. Bakteri taninmasi ve
fagositozunda gorev yapan notrofiller sahip olduklar1 enzimlerle bag dokusunda yikima
yol acabilmektedir. Notrofillerin yerini makrofajlarin almasiyla IL-1p, IL-1 reseptor
antagonisti, IL-6, IL-10, 1L-12, PGE,, TNF-a, MMP ve interferon-y (IFN- vy) iiretimi
artmaktadir.

Tipki notrofiller gibi makrofajlar da doku yikimina neden olan enzimler
sentezlemektedir. Bazi AgP’li bireylerde rastlanan ve hastaliga duyarliligi artirdig:
bilinen kemotaksiste bozulma, fagosit anomalileri ve/ya fonksiyon bozukluklari,

notrofil ve makrofajlarin koruyucu rollerinin 6nemini ortaya koymaktadir.
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Enflamasyonun ilerlemesiyle beraber bakteriler alttaki bag dokusuna dogru
yayllim gostermektedir. Bu asamada devreye T ve B lenfositleri girmektedir. T
lenfositleri IL-2, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-a, transforme edici biiylime faktorii (TGF)-
ile IFN- vy iiretimini uyarirken, B lenfositleri immunglobiilin ve sitokin sentezini
uyarmaktadir. {lerleyici olmayan enflamasyonlarin cogunlugu T lenfosit ve makrofajdan
zengin iken yikic1 lezyonlarda B lenfositleri ve plazma hiicreleri baskin olarak
bulunmaktadir (Yamazaki ve ark., 2003; Berglundh ve Donati, 2005). Ortamda bulunan
notrofil ve makrofajlarin etkinliginin artmasi konakta sitokin (IL-B, IL-6 TNF-a), PGE,

ve MMP iiretimini uyarmaktadir (Kornman ve ark., 1997).

Bag dokusunda damar gecirgenliginin artmasiyla baslayan reaksiyon zinciri
epitel bariyerin biitiinliigiiniin bozulmasina, periodontal dokularin dis yiizeyine daha
gevsek tutunmasina ve disetinin ddemli ve enflame bir hal almasina sebep olmaktadir.
Dis ile bag dokusu arasindaki atagman zarar gordiigiinde bilesim epiteli apikale dogru
go¢ etmekte ve periodontal cep olusumu gerceklesmektedir. Bag dokusu ve alveol
kemiginde meydana gelen yikim ve atasman kaybiyla periodontitis tablosu
belirginlesmektedir. Cep derinliginin devam eden artisiyla birlikte flora gittikge
anaerobik hale gelmekte ve doku yanit1 da o kadar yikici olmaktadir (Pihlstrom ve ark.,

2005).

Biyofilmde yer alan mikroorganizmalar ile konak savunma sistemi arasindaki
iliski dinamigi saglikli periodontal dokuda denge halindedir. Mikroorganizmalarin uzun
siireli patojenik etkilerine kars1 konak savunma sisteminin etkinligi diisiik ya da asiri
yanitlar vermesi, dengenin bozulmasina ve periodontal hastaligin ortaya g¢ikmasina

neden olmaktadir.

Periodontal hastaliklarda meydana gelen doku yikimi mikrobiyal ataga karsi
konakta gelisen yanit sonucu olusmaktadir. Siire¢ her ne kadar mikrobiyal faktorler
tarafindan baslatilsa da dokuda yikima neden olan konak tarafindan iiretilen enzimlerdir
(Kinane, 2001). Doku yanitinda gorev yapan sitokin ve enflamatuvar medyatorler gibi
konak faktorleri genetik kontrol altinda iiretilmektedir. Konak faktorleri yiiksek risk
grubu bireylerde hastaliga duyarllik ile yakindan iliskilidir.
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Son yillarda konak yatkinligini artiran genetik faktorlerin ¢evresel faktorler ile
birlikte periodontal hastalik gelisiminde Onemli bir rol oynadigi ortaya konmustur.
Konak ile genetik, mikrobiyal ve c¢evresel faktorler arasindaki etkilesimler sonucu
meydana gelen periodontal hastaliklarin, sergiledikleri kompleks yap1 nedeniyle genetik
acidan incelenmeleri giictiir (Hart ve Kornman, 1997). Hastalikla iliskili olabilecegi
diisiiniilen bazi aday genlerin genetik analizler yardimi ile tespitinin ve bunlarin
immuno-enflamatuvar olaylardaki roliiniin aydinlatilmasinin hastaligin etiyolojisini
daha anlagilir hale getirecegi, uygun teshis ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine
olanak saglayacagi diisiiniilmektedir (Kinane ve ark., 2005; Takashiba ve Naurishi,

2006).

Genetik faktorler ile etkilesime girerek periodontal hastaligi modifiye eden
cevresel faktorlerin basinda sigara gelmektedir. Sigaranin, kullanim miktarina ve
stiresine bagli olarak periodontal hastalik siddetini artirdigini ifade eden cok sayida
arastirma bulunmaktadir (Kinane ve Radvar, 1997; Tonetti ve Mombelli, 1999; Meisel
ve ark., 2004). Ornegin, Haber ve ark. (1993) sigara icen GAP’li bireylerde
icmeyenlere oranla daha fazla atasman kaybi oldugunu ve daha c¢ok sayida disin
etkilendigini belirtmislerdir. Ancak literatiirde sigaranin, LAP’li genc¢ bireylerde
atasman seviyeleri lizerine benzer bir etkiye sahip olmayabilecegini ifade eden

caligmalar da bulunmaktadir (Schenkein ve ark.,1995).

Yas ile birlikte periodontal hastalik goriilme sikligimmin arttigi da bilinen bir
gercektir. Ancak aradaki iliskinin nedeni tam olarak izah edilememistir. Yasam siiresi
boyunca hastalik etkilerinin birikmesi ve zaman i¢inde konak yanitinda meydana gelen

degisimler, bu durumun agiklamasi olarak ifade edilmistir (Kinane ve ark., 2006).

Periodontitisin cinsiyet ile net olarak iliskisi bulundugunu sdylemek miimkiin
degildir. Fakat, kadinlarin agiz bakimi aligkanliklarina daha fazla 6zen gostermesi ve
baz1 fizyolojik farkliliklar nedeniyle periodontitise yakalanma risklerinin daha diisiik
olabilecegi diisiiniilmektedir (Albandar, 2002). Shiau ve Reynolds (2010) 50,604 bireyi
kapsayan toplam on iki ¢alismada cinsiyet farkliliginin periodontal hastalik ile iligkisini

degerlendirmislerdir. Degerlendirmeler sonucunda erkeklerde periodontal hastalik
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prevalansinin daha yiiksek oldugunu kanitlamiglardir. Fakat sonuclar, erkeklerde hizli

periodontal yikim riskinin daha yiiksek oldugu goriisiinii desteklememektedir.

2.2. Hastaliklarin Genetik Temelleri

Gliniimiizde ¢ok sayida hastaligin genetik temeli oldugu kanmitlanmis bir
gercektir. Genetik faktorler, hastaligin sekli ve/ya siddeti iizerinde kiiciik bir etkiye
sahip olabilecegi gibi hastaligin dogrudan dogruya ortaya cikmasina da neden
olabilmektedir. Hastaliklarin etiyolojilerinin anlasilip, dogru teshis ve tedavi
yontemlerinin uygulanabilmesi i¢in genetik faktorlerin roliiniin ¢ok iyi tespit edilmis
olmas1 gerekmektedir. Genetik hastaliklar, kalitim tiiriinde goriilen farkliliklara gore
‘Klasik Mendelyen Hastaliklar’ ve ‘Kompleks Genetik Hastaliklar’ olarak iki ana gruba
ayrilmaktadir (Kinane ve ark., 2005).

2.2.1. Klasik Mendelyen Hastaliklar

Ongoriilebilir kalitim tiirii gosteren hastaliklar ‘Mendelyen’ hastaliklar olarak
tanimlamaktadir. Mendelyen hastaliklar ailelerde basit bir modelle gecis
gostermektedir. Cogu vakada tek bir gen lokusundaki degisime bagli olarak klinik
hastalik fenotipi ortaya ¢cikmaktadir. Klasik Mendelyen hastaliklar otozomal dominant,
otozomal resesif ve X’e bagh tiirde kaliim gostermektedir. Her ne kadar cevresel
faktorler ve diger genlerin etkisi klinik goriiniimii modifiye etse de cogu vaka benzer
fenotip gostermektedir. Klasik Mendelyen hastaliklarin toplumdaki prevalanst % 0,1’in
altindadir. Fakat bazi ender toplumlar farklilik gosterebilmektedir. Mendelyen tiirde
hastaliklara 6rnek olarak amelogenezis imperfekta, Crouzon sendromu, kleidokranial
displazi ve Papillon Lefévre sendromu verilebilir. Mendelyen tiirde bir hastaliktan
sorumlu olan gen tanimlandiginda, ilgili gende hastaliga neden olan mutasyonu tastyan
bireylerin teshisi i¢in testler yapilabilmektedir. Kalitimin tiiriine gore, hastalik olusturan
genin cocuga ge¢me olasiligi saptanabilmekte ve hastaligin klinik seyrini tahmin

miimkiin olmaktadir (Kinane ve ark., 2005).
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2.2.2. Kompleks Genetik Hastaliklar

Tek bir gene bagl olarak gelisen ‘klasik Mendelyen kalitimin’ tersine
kompleks kalitim, ¢ok sayida genin cevresel faktorler yardimiyla etkilesime girmesi
sonucu meydana gelmektedir (Risch, 2000). Toplum genelinde, kompleks genetik
hastaliklarin klasik Mendelyen hastaliklardan daha yaygin oldugu ve %] in iizerinde
prevalans gosterdigi bilinmektedir. Baz1 kompleks genetik hastaliklar i¢in onem tasiyan
allellere, toplumda daha sik rastlanabilmektedir. Klasik Mendelyen hastaliklarda
goriilen mutasyonlarin tersine, kompleks hastaliklardaki bireysel genetik farkliliklar
daha az yikicidir ve normal fonksiyon gostermektedirler (Kinane ve Hart, 2003). Baz1
hastaliklarla iliskili genetik farkliliklarin toplumda yaygin oldugu ve %20 nin iizerinde
allel siklig1 gosterdigi bilinmektedir. Hatta bazi1 hastaliklarla iligkili allellere toplumda

% 50’nin de iizerinde rastlandigi bildirilmistir (Eichner ve ark., 2002).

Kompleks hastaliklardaki genetik riskin, hastalik lokusunda goriillen yaygin
varyasyonlara bagli oldugu diisiiniilmekte ve bu duruma Yaygin Hastalik/Yaygin
Varyant hipotezi adi verilmektedir. Yaygin Hastalik/Yaygin Varyant hipotezi, bazi
varyantlarin kompleks poligenik hastaliklara yatkinlig1 artirdigini ve hastalig: etkileme
kapasitesine sahip her bir varyantin hastalik fenotipi iizerine kiiciik bir etkisinin
oldugunu varsaymaktadir (Reich ve ark., 2001). Insan genomunda en yaygin goriilen
varyasyonlar tek niikleotit polimorfizmleri ‘single nucleotide polymorphisms’
(SNP)’dir. Bu polimorfizmler kompleks hastaliklarda yatkinligi etkileyen yaygin
varyantlarin incelenmesi agisindan biiyilkk 6neme sahiptir. Son donemlerde yeni bir
gorilis ortaya atilmistir. Mendelyen hastaliklarda goriilen mutasyonlar, yiiksek oranda
penetrasyon ve gii¢lii secilim ozelligi gosterdiklerinden dolay: allel sikliklar1 diisiiktiir.
Kompleks hastaliklarda ise hastaliga duyarlilikla iligkili degiskenler diisiik ya da orta
diizeyde penetrans gostermekte ve giiclii secilim 6zelligi gostermemektedir Bu genetik
farkliliklar tek baslarina hastalik olusturma kapasitesine sahip degildir. Bireyin
hastalikla iligkili alleli tagiyor olmasi da klinikte teshis koyabilmek icin yeterli degildir.
Ciinkii  hastalikla  iligkili  allellere  hastaligin  goriilmedigi  bireylerde de

rastlanabilmektedir.
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Kompleks genetik hastaliklar ile klasik Mendelyen hastaliklar arasindaki temel
fark, hastaligin olusabilmesi icin gereken gen sayis1 ve her bir genin hastalik fenotipinin
ortaya ¢ikmasinda iistlendigi roliin 6nem derecesidir. Mendelyen hastaliklarda tek bir
gen lokusunda meydana gelen degisim onemli fizyolojik sonuglar dogurabilmektedir.
Mutasyon adi verilen bu genetik degisimlerin hastalik icin belirleyici oldugu
diisiiniilmektedir. Mutasyona bagl olarak hastalik fenotipinin ortaya ¢ikmasi, biyolojik
sistemde bu genetik degisimi dengeleyecek bir unsurun bulunmadigini ortaya

koymaktadir (Kinane ve ark., 2005).

Kompleks hastaliklarda ise durum klasik Mendelyen hastaliklara gore daha
karmasiktir. Genetik degisimler, hastalik olusumunda direkt etkiye sahip degildir.
Kompleks hastaliklarda goriilen bu tiir genetik degisimlere genetik polimorfizm adi
verilmektedir. Genetik polimorfizmlerde, mutasyonlardan farkli olarak, hastalik ile
iliskili allellere saglikli bireylerde de rastlanabilmektedir. Ancak, hastalikla iligkili
allellerin goriilme siklig1 hasta bireylerde sagliklilara oranla daha yiiksektir. Yine de
polimorfizm ile hastalik durumu arasinda birebir iliskinin varlifindan bahsetmek
miimkiin degildir. Kompleks hastaliklarin  olusumunda ¢ok sayida farkli gen
polimorfizmi rol oynamaktadir. Kompleks hastaliga sahip bir birey, hastalikla ilgili
oldugu bilinen tiim allelleri tasimak zorunda degildir. Bu nedenle bir bireyde hastalikla
ilgili allelin bulunmasi teshis koymak icin yeterli degildir. Etiyolojisinde cevresel
faktorlerin onemli bir rol oynadigi c¢ogu kronik hastalik, eriskinlik déneminde
baslamakta ve yillar icinde ilerlemektedir. Hastalik siirecinde olusan dogal,
enflamatuvar ve immun yanitlarda genlerin de etkisi s6z konusudur. Bu fizyolojik ve
biyolojik mekanizmalar cesitli dengeleyici unsurlara sahiptir. Bu nedenle, tek bir
polimorfizmin hastalik {izerine etkisini belirlemek oldukca giictiir. Sonug¢ olarak, bir
bireyde hastalikla ilgili genetik polimorfizmin bulunmasi, klinik acidan her zaman

anlam ifade etmeyebilir (Kinane ve Hart, 2003).

Toplumdaki iki farkli bireyin DNA’s1 karsilagtirildiginda, yaklasik her 1000
baz ikilisinden sadece bir tanesinde farklilik oldugu gézlenmistir. Bir genin belli bir
lokusunda birbirinden farkli dizilim gOsteren kopyalarimin her birine allel adi

verilmektedir. Toplumda allellerin goriilme siklifi % 1’in iizerinde ise, bunlar genetik
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polimorfizm olarak adlandirilmaktadir. Polimorfizmler asagida belirtilen bir ya da daha
fazla alanda meydana gelmektedir (Sekil 4):

1. Promotor bolge (5’-ucu bolgesi)

2. Ekzonlar

3. Intronlar

4. Kodlanmayan bolge (3’-ucu bolgesi) (Jaber ve ark., 2004).

Gen polimorfizmlerinin bir tiirli niikleotit ilavesi ‘insertion’ ya da silinmesi
‘deletion’ seklinde olusmaktadir. ilave ya da silinme tek bir bazi kapsayabilecegi gibi
birka¢ baz, bir veya daha fazla ekzon, hatta tiim gende gerceklesebilmektedir
(Takashiba ve Naruishi, 2006). Bir baska gen polimorfizmi tiirii basit sekans
tekrarlaridir. Bu tiir polimorfizmler ¢ogunlukla iki veya {iic niikleotit tekrar1 ile
olugmaktadir (Jasinska ve ark., 2003). Polimorfizm tiirleri arasinda en yaygin goriileni
ise tek bir baz ikilisinin degisimine baglh olarak gerceklesen tek niikleotit

polimorfizmleridir (Nielsen, 2004).

by Ekzonlar (kodlayvica bilzeler)

Transkripsiyon s \ \
baslama nokiasy , *,
- ‘() " . ._‘-
- L]
5 —  T— — ——— 3
(a) Promotor - * P . (i) Kodlanmayan
bislge Baslataci i Sonlandirma bl
kodon ! kodonm vee

(¢} intronlar (duraklama bhiilgeleriy

Sekil 4. Tipik bir insan geninin yapisi. Polimorfizm goriilebilecek bolgeler (a), (b), (c), (d) ile
gosterilmistir. (Takashiba ve Naurishi, 1997)

2.2.3. Tek Niikleotit Polimorfizmleri

Genomda belli bir alandaki tek bir niikleotitte meydana gelen varyasyona
‘tek  niikleotit polimorfizmleri’ (single nucleotide polymorphism)(SNP) adi
verilmektedir. En sik rastlanan genetik polimorfizm tiiriidiir. Insan genomunda yaklagik
10 milyon tek niikleotit polimorfizmi oldugu tahmin edilmektedir. SNP’lere genom

boyunca rastlanabilmektedir. SNP’ler protein kodlayan bolgelerde (ekzonlar)
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olabilecegi gibi kodlanmayan bolgelerde de (intron ve diizenleyici bdolgeler)
olabilmektedir. Promotor bolgedeki SNP’ler gen transkripsiyonunda farkliliklara yol
acabilirken, ekzonlarda yer alan SNP’ler protein dizilimini degistirip biyolojik

fonksiyonu etkileyebilmektedir (Taylor ve ark., 2004).

SNP’ler ‘restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmlerini’ (restriction fragment
lenght polymorphism)(RFLP) de icermektedir. Restriksiyon enzimleri DNA’daki 6zgiin
bolgeleri tanimaktadir. Bu nedenle DNA diziliminde meydana gelen degisiklikler
restriksiyon enzimleri i¢in belirli kesim bolgeleri yaratmaktadir. ‘Southern blot’ teknigi
kullanilarak belirlenen enzim kesim bolgelerindeki DNA degisimleri, RFLP olarak
adlandirilmaktadir (Emre, 2005). Southern blot yonteminde restriksiyon enzimi ile
kesim yapildiktan sonra elde edilen bir milyona yakin DNA pargasi icinde incelenmek
istenen kisim, o bolgeye 0zgii radyoaktif problarin kullanimu ile jel elektroforezinde
goriiniir hale getirilmektedir. Fakat bu teknik giderek yerini ‘polimeraz zincir
reaksiyonu’ (polymerase chain reaction)(PCR) yontemine birakmaktadir. PCR teknigi
birkag saat gibi kisa bir siire i¢inde, iki ‘primer’ arasinda bulunan DNA parcasini DNA
polimeraz enzimi yardimu ile birka¢ milyon kopya haline getirebilmektedir. Primerler,
cogaltilmak istenen DNA parcasini taniyan ve her iki ucuna uyan oligoniikleotitlerdir.
Primerlerden biri, cift zincirli DNA’nin bir ipligindeki hedef diziyi, diger primer de
diger iplikteki diziyi tamamlayacak sekilde dizayn edilmistir. Cok hassas bir teknik olan
PCR’in Southern blot yontemine en Onemli iistiinliigii, yalmizca ilgilenilen DNA

bolgesinin daha kisa siirede tespit edilmesine imkan tanimasidir (Yilmaz, 2005).

Bir¢ok gende SNP oldugu bilinmektedir ve bunlarin genomda meydana gelen
fonksiyonel dizilim c¢esitliliginde birincil kaynak oldugu diisiiniilmektedir. SNP’ler,
baglant1 ve iliski ¢alismalar i¢in ideal genom belirleyici olma 6zelligine sahiptirler.
SNP’lerin yol actigr cesitliligin, kompleks hastaliklara yatkinlik ve fenotipik degisim ile
ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Chakravarti, 2001).
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2.3. Genetik Analiz Yontemleri

Cesitli kaynaklardan elde edilen klinik ve bilimsel verilere gore sendromlar ile
birlikte goriilen ya da sendromlarla ilgisi bulunmayan periodontitislerin
tanimlanmasinda genetik faktorler onemli rol oynamaktadir. Uygulanan genetik analiz
yontemlerinin ~ anlasilabilmesi  i¢cin  destekleyici  caligmalarin yeterliligi
degerlendirilmelidir. Genetikciler, hastaliklarin genetik temellerini gostermek icin
cesitli teknikler kullanmaktadirlar. Bazi metotlar geneldir, bazilariysa hastalikla
baglantili ya da sebebi olan genetik varyantlarin tam olarak tanimlanmasina imkan

saglamaktadir (Kinane ve ark., 2005).

2.3.1. Ailesel Gecis

Ailesel gecis, hastaliklarin genetik bir temele dayandigini kanitlayan 6nemli bir
ozelliktir. Fakat, hastaliga ait genetik bulgular irdelenirken dikkatli olunmalidir. Ciinkii
aileler beslenme aligkanliklari, ayn1 kimyasallara maruz kalma ve sigara kullanimi1 gibi
nedenlerle bir¢cok ortak cevreyi de paylasmak durumundadir. Bu nedenle, ailesel
gecisin, ortak genler, ortak cevre ve benzer sosyoekonomik etkilerin hepsiyle birlikte

sekillendigi unutulmamalidir (Meng ve ark., 2007).

AgP’de goriilen ailesel gecgis Ozelligi, periodontal hastaliklarda genetik
faktorlerin roliinii ortaya koymaktadir. Periodontal acidan saglikli baba, hizli ilerleyen
periodontitis (RPP) hastast anne ve 13 c¢ocuktan olusan Afro-Amerikan bir ailede
yapilan degerlendirme sonrasi, ¢ocuklardan 1 tanesinde RPP, 5 tanesinde JP ve 2
tanesinde prepubertal periodontitis (PP)’e rastlandiglr bildirilmistir. Annenin 10
kardesinden 4’iinde ve ebeveynlerinde de erken yerlesimli periodontitis hikayesi oldugu

belirtilmistir (Spector ve ark., 1985).

15 LIP’li bireyin ve ailelerinin incelendigi bir arastirmada, 10 bireyin ailesinde
hastaliktan etkilenmis birden fazla kardese rastlandigi bildirilmistir (Stabholz ve ark.,

1998). Tiim bu 6rnekler AgP’de ailesel gegisin roliinii ve 6nemini vurgulamaktadir.
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2.3.2. ikiz Caligmalari

Tek bir yumurtanin dollenmesi ile olusan tek yumurta ikizleri, hastaliklara
genetigin etkisi, kalittmda cevrenin rolii ve genlerin dagiliminin incelenmesi agisindan
cok yararhidir. Tek yumurta ikizleri genetik olarak birbirinin esidir. Cift yumurta ikizleri
ise iki ayr1 yumurtanin dollenmesi ile olusmaktadir. Cift yumurta ikizleri genetik olarak
kardesler kadar birbirine benzer ve genlerin % 50’si ortaktir. Tek yumurta ikizlerinde
hastalik durumundaki farklilik cevresel faktorlere bagli olarak meydana gelmektedir.
Cift yumurta ikizleri arasindaki farkliliklarin nedeni ise hem cevresel hem de genetik
kaynakli olabilmektedir. Ikiz caligsmalari, belli bir fenotipe sahip tek ve cift yumurta
ikizleri arasindaki genetik farkliligin iligkili dagilimini ve cevresel faktorlerin hastaliga

etkisini gostermek i¢in kullanilmaktadir (Hodge ve Michalowicz, 2001).

KP ile genetigin iliskisini degerlendirmek icin 64 tek yumurta ve 53 cift
yumurta ikizinin dahil edildigi calismada, arastirmacilar yaptiklar1 klinik olctimler
sonunda tek yumurta ikizlerinde degerlerin birbirine daha yakin oldugunu
belirtmislerdir. Genetik farkliliklarin hastaligin siddeti ve yayginligi ile nemli derecede
iliskili oldugunu ortaya koymuslar ve periodontal hastaliklarin gelisiminde kalitimin

%350 oraninda etkili oldugunu ifade etmislerdir (Michalowicz ve ark., 2000).

Ikiz calismalari, periodontal hastaligin sadece mikrobiyolojik etkenlerin neden

oldugu bir hastalik olmayip, genetik alt yapisinin da bulundugunu kanitlamaktadir.

2.3.3. Segregasyon Analizleri

Segregasyon analizleri, ailesel gecisin hangi kalitm modeline gore
gerceklestigini  belirlemektedir. Kalittmin genetik modelleri  karsilastirildiginda
kalitimin tiirii (6rn: otozomal, X’e bagli, dominant, resesif, kompleks, multilokus ya da
rastlantisal cevresel), penetransi, fenokopi oranlar1 ve hastalikla ilgili olan ve olmayan
allel frekanslarinin farkli modellerdeki genetik karakteristigi incelenmektedir.
Segregasyon analizleri her zaman dogru modeli tespit edememektedir. Eger incelenen

modellerdeki varsayimlar hatali ise bu durum sonuglar1 etkilemektedir. Segregasyon
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analizlerinin sinirll oldugu unutulmamalidir. Segregasyon analizleri, alternatif modeller
icinde eldeki verilerle kalittmin karakteristigini en iyi tanimlayan tiirii tespit etmektedir.
Segregasyon analizleri kalitmdan sorumlu 6zgiin genleri bulmay1r amag¢ edinmemistir

(Kinane ve Hart, 2003).

Segregasyon analizleri bazi belirli Avrupali topluluklarda AgP’nin, major bir
gen lokusundan diisikk penetransla otozomal resesif kaliim gosterdigini ortaya

koymustur (Saxen ve Nevanlinna, 1984).

AgP’li bireylerde yapilan arastirmalarin bir kismu ise kadinlarin etkilenme
oraninin daha yliksek oldugunu gostermistir (Hart ve ark., 1991). Bu durum da
hastaligin hatali bir sekilde X’e bagh kaliim gosterdigini destekler sonuglara neden

olmustur (Hart ve ark., 1992).

Marazita ve ark. (1994) Kuzey Amerika’da yasayan AgP teshisi konmus 100
aile lizerinde yaptiklar1 inceleme sonucunda, hem beyaz irkta (%73 penetrans), hem de
Afro-Amerikalilarda (%70 penetrans) kalitimin otozomal dominant 6zellik gosterdigini
bildirmiglerdir. Elde ettikleri veriler neticesinde AgP’ye kadinlarda daha sik
rastlandigin1  sdyleyen arastirmalarda, calisma gruplart olusturulurken cogunlukla
kadinlarin bagvurmus olmasi nedeni ile 6rnek se¢iminin yanli oldugunu, bu nedenle de

X’e bagh kalittm modelinin gecerli olamayacagini ifade etmislerdir.

AgP’ye neden oldugu diisiiniilen genotipe sahip bireylerden bazilari klinik
olarak hastalik fenotipini gostermezken bazilar tiimiiyle gostermektedir. ‘Diisiik
penetrans’ terimi bu durumu tamimlamaktadir. Sigara ve oral hijyen kontrolii gibi
cevresel faktorler ile ¢cok sayida olasi genin etkilesimlerinin, klinik fenotipin ortaya

cikmasinda 6nemli rol oynadig diistintilmektedir.

Klinik bulgular ve laboratuvar sonuglar1 periodontitiste genetik heterojenitenin
varligina isaret etmektedir (Hart ve ark., 1993). Bu nedenle AgP’nin farkli ailelerde
farkli tiirde kalitim yollar izledigi fikri olasidir. Genetikte, bazi kalitimsal hastaliklarin

farkli ailelerde farkli tiirlerde gecis gosterdigi durumlara rastlanabilmektedir. Olayin
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genetik temeli anlasildiginda, farkli genlerdeki mutasyonlarin nasil benzer klinik

sonuglar yarattig1 da aydinlanacaktir.

2.3.4. Baglanti Analizleri

Baglant1 analizleri, kalittmda 6nemli etkisi olan bir genin kromozomdaki yerini
tespit etmek icin kullanilan bir yontemdir (Hart ve Kornman, 1997). Ayn1 kromozomda
yer alan birbirine yakin genetik lokuslarin ve/ya allellerin baglantili olduklar1 ve birlikte
gecis gosterme egilimi tasidiklart sdoylenmektedir. Bu durum Mendel kanununun
bagimsiz ayrigim ilkesinin ihlali anlamina gelmektedir. Genetikciler, bagimsiz ayrisimin
ihlalini tespit edecek cesitli analizler uygulayarak genlerin kromozomdaki yerlerini
belirleyebilmektedir. Gegmiste hiicre ylizeyi antijenlerini kodlayan genler belirleyici
olarak kullanilirken, ‘Insan Genom Projesi’nin uygulamaya konmasinin ardindan PCR
yontemi ile ¢ok daha kisa siirede ortaya cikarilabilen polimorfizmler belirleyici olarak
kullanilmaya baglanmistir. Baglanti analizleri, kullanilan polimorfik belirleyiciler
yardim1 ile genlerin haritalanmasina olanak saglamaktadir. Giliniimiizde insan
genomundaki milyonlarca polimorfik gen lokusunun yerini gosteren genetik haritalar
olusturulmaktadir (Dinger, 2005). Bilim adamlar1 belli 6zelliklerin ailelerde gecis
gosterdigini tamimlamiglardir. Baglant1 analizleri ile belli bir kromozomda yer alan
genetik polimorfizmin, bilinen genetik belirleyici ile tutarh tiirde segregasyon gosterip
gostermedigi incelenebilmektedir. Baglanti tespit edildiginde, Ozellikten sorumlu gen
baglantili genetik polimorfizmin komsuluguna yerlestirilebilmektedir. Hastaliktan
sorumlu mutasyonlarin tanimlanabilmesi i¢in ileri ¢alismalara imkan veren baglanti
analizleri, siklikla ilgili genin yaklasik konumunu tespit etmek icin ilk adim olarak
kullanilmaktadir. Baglanti calismalari, 6zellikle tek bir gendeki mutasyonun sebep
oldugu hastaliklar1 kapsayan klasik Mendelyen kalitmin genetik temelinin
aydinlatilmasinda etkindir. Kompleks genetik kalitimin incelendigi baglanti ¢alismalari
bazi nedenlerle basarili sonuglar verememektedir. Baglanti analizlerinin kompleks
hastaliklara uyarlanmasim1 smirlayan faktorlerden bir tanesi kompleks hastaliklarda
‘cok sayida genin mindr etkisinin’ bulunmasidir. Cok sayida gen, hastalik fenotipine

diisik miktarda etki ettiginden dolay1 geleneksel baglanti analizlerinin etkinligi
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azalmaktadir. Boyle durumlarda, yeni baglanti yaklasimlart ve iliski calismalart devreye

girmektedir (Kinane ve Hart, 2003).

Boughman ve ark. (1986), LAP’11 bir aile {izerinde yaptiklar1 incelemede tip III
dentinogenesis imperfekta varligina rastlamiglar ve her iki hastalik i¢in de kalitimin
otozomal dominant tiirde gecis gosterdigini tespit etmislerdir. Tip III dentinogenesis
imperfektaya neden olan genin 4. kromozomda yer aldigi onceden bilindiginden
baglant1 analizlerini bu kromozom {izerinde yiiriitmiisler ve AgP i¢in siipheli olan
lokusun cok yakin baglanti gosterdigini ortaya koymuslardir. Bu calisma, AgP’nin
etiyolojisinde major bir genin roliinii ortaya koyma acisindan Onemlidir. Hart ve
ark.(1993), Afro-Amerikan ve beyaz irka mensup aileler lizerinde yaptiklar1 aragtirmada
4. kromozomun baglantisin1 incelemisler ve AgP’nin genetik heterojeniteye sahip
oldugunu destekler nitelikte sonuclar elde etmislerdir. Li ve ark. (2004), LAP’a neden
olan genin kromozom, 1q25’te bulunduguna dair kanitlar sunmuglardir. de Carvalho ve
ark. (2009), AgP’nin olusumunda her biri kiiciik etkiye sahip birka¢c major genin rol
oynadigini belirtmislerdir. Cogunlukla Mendelyen tiirde kalittm gosteren hastaliklarla
ilgili genlerin kromozomdaki yerlesimini tespit etmeye yardimci olan baglanti
analizlerinin,  gelecekte aday gen yaklasimi gibi stratejilerle birlikte kompleks

hastaliklarin haritalandirilmasinda da 6nemli gelismeler yaratacagi diistiniilmektedir.

2.3.5. iligki Caligmalari

Periodontitis gibi kompleks hastaliklarda, hastalik modelini tespit etmek
olduk¢a giictiir. Ozgiin genetik modellerin izlenmedigi kompleks hastaliklarda,
birbiriyle etkilesime giren ¢ok sayida genin yatkinliga sebep olmasi ve buna ek olarak
cevresel faktorlerin de devreye girmesiyle mevcut hastalik durumu ortaya ¢ikmaktadir.
Diyabet, obezite, dudak-damak yariklar1 gibi kompleks durumlarda geleneksel baglanti
analizleri bazen negatif bazen de zayif sonuglar vermektedir, pozitif yanit almak
oldukca zordur. Bu tiir vakalarda arastirmalar baglanti analizi sonuclarinin belirsizligi
icin cesitli sebepler 6ne siirmektedir. Ilk olarak, hastalik geni hastaligm olusmas icin
ister yeterli olsun isterse gerekli bile olmasin, geleneksel baglanti analizleri ‘modifiye

edici gen’i tespit edemeyebilir. Ikinci olarak, genin hastalik fenotipine etkisi az ise, o
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geni tespit etmek oldukga giictiir. Bu nedenle, modifiye edici ya da zayif etkiye sahip
genleri degerlendirmek i¢in iligki analizleri kullanilmaktadir (Chen ve ark., 2007).
Genetik c¢alismalarda, toplumu ve/ya aileyi baz olarak alan iki tiir iligki analizi yaygin

olarak uygulanmaktadir.

Toplumu baz alan yaklasimda belirleyicinin allel sikligi, etkilenmis ve
etkilenmemis bireylerde karsilastirilmaktadir. Pozitif iliski bulundugunda bazi yorumlar
yapmak miimkiin olmaktadir:

e [liskili allelin kendisi bizzat hastalik hazirlayici alleldir;
e ligkili allel mevcut hastalik hazirlayici lokusa yakin bir yerde bulunmaktadir;
e Iligki toplumsal bir siniflanmadan kaynaklanmaktadr;

e ({liskide bir 6rnekleme ya da istatistik hatas1 bulunmaktadir.

Ik iki yorum gen haritalarinin olusturulmasina alternatif sunmaktadir. Ilk
durumda, belirleyicinin kendisi hastaliga yatkinlik gosteren lokustur. Bu sonug, hastalik
stireci ile direkt iligkili oldugu diisiiniilen aday gen caligmalarinin ardindaki mantikli
aciklamadir. Pozitif iliskinin kanmiti, fonksiyonel rolii belirlemeyi hedefleyen
arastirmalarla ilerletilebilir. Ikinci durumda, iliskili allelik polimorfizmin kendisi
hastalik olusturmada fonksiyonel rol oynamasa da yatkinlikla ilgili gene yakin bir yerde

bulunmaktadir.

Bu duruma klasik 6rnek insan 16kosit antijeni (HLA) sistemidir. Cesitli HLA
haplotipleri insiiline bagli diyabet, romatoid artrit ve ankilozan spondilit gibi ¢ok cesitli
sayida hastalikla ilgilidir (Thomson,1988). Hastaliklarla iligkili polimorfizmler icin
genetik testlerin klinik kullanimina yonelik ilgi her gecen giin artmaktadir. Fakat, bu
polimorfizmlere ait baglangic raporlarinin tekrarlanamamasi, klinik gecerliligi
saglayacak belli kriterlerin varligina gereksinim duymaktadir. Yeni yaklasimlarin bazi
hastaliklara ait iligkilerin aydinlatilmasina imkan saglamasi, kompleks hastaliklarda
yatkinligin anlagilmasi agisindan onemlidir. Son donemlerde insanlarda tek niikleotit
polimorfizmlerinin bu kadar ilgi olusturmasinin nedeni, yaygin hastaliklardaki rollerinin

degerlendirilebilir olmasidir (Kinane ve ark., 2005).
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2.4. Periodontal Hastaliklarda Genetigin Roll

Periodontal hastalik, biyofilmde yer alan patojenik mikrofloranin yaninda
etiyolojisinde cesitli cevresel ve genetik faktorlerin de rol oynadigi multifaktoriyel bir
hastaliktir (Hart ve Atkinson, 2007). Epidemiyolojik ¢alismalar periodontal hastalik
riskinin her birey i¢in esit olmadigim1 géstermektedir (Griffiths ve ark., 1988). Yiiksek
risk grubu hastalarda konak yatkinlik faktorleri periodontitis gelisiminde Onemli rol
oynamaktadir. Risk cogunlukla genetik kontrol altindadir. Ancak, genetik faktor tek
basina periodontitis olusturma potansiyeline sahip degildir. Genetik faktor ile beraber
cok sayida bagka faktoriin bir araya gelmesiyle olusan periodontitis kompleks genetik
bir hastalik olarak nitelendirilmektedir. Hastaligin ortaya cikisi, genellikle cevresel
faktorler ile etkilesime giren birka¢ genin varligiyla miimkiin olmaktadir. Bu da
periodontitisin tek bir gene baglh olarak gelisen bir genetik hastalik olmay1p, poligenik
bir hastalik oldugunu gostermektedir (Shapira ve ark., 2005).

Genetik faktorlerin periodontal hastalik gelisiminde énemli bir rol oynadigin
ifade eden ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (Sofaer, 1990; Hassell ve Harris, 1995;
Hart, 1996; Hodge ve Michalowicz, 2001). Bu arastirmalar igerisinde 6zellikle ailesel
gecis ve ikiz caligmalari, periodontitiste genetik unsurlarin roliinii kanitlama agisindan
ayr1 bir oneme sahiptir. Ikiz calismalari, tek ve c¢ift yumurta ikizlerindeki genetik
farkliliklarin fenotiple iligkisini incelemek ve hastaliklarin ortaya cikisinda cevresel
faktorlerin roliinii degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Michalowicz ve ark. (1991)
birlikte ya da ayn yetistirilen tek ve cift yumurta ikizleri lizerinde yaptiklar aragtirma
sonunda, birlikte biiyiiyen tek yumurta ikizlerinde klinik degerlerin, birlikte biiyiiyen
cift yamurta ikizlerine gore daha benzer oldugunu bildirmislerdir. Tek yumurta ikizleri
izerinde yapilan bir ¢calismada da periodontal hastaliga yatkinligin % 50 oraninda konak
faktorlerine bagli oldugu gosterilmistir (Michalowicz ve ark., 2000). Ortaya c¢ikan
sonuglar, genetik faktorlerin periodontal hastaliklar icin Onemli risk determinanti

oldugunu kanitlamaktadir.

AgP’deki ailesel gecise Ornek olarak Stabholz ve ark. (1998)'min LJP’li

bireyler ve ailelerini inceledikleri c¢alismay1 verebiliriz. Arastirmacilar yaptiklar
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degerlendirmeler sonunda LJP’li ¢ogu bireyin birden fazla kardesinin hastaliktan

etkilenmis oldugunu bildirmislerdir.

Onceki yillarda, AgP’deki ailesel geciste biiyiik patojenik etkiye sahip major
bir genin rol oynadig diisiiniilmekteydi ve calismalar bu dogrultuda yapilmaktaydi
(Saxen ve Nevanlinna, 1984). Arastirmalarin bazilar1 otozomal dominant kalitim
(Boughman ve ark., 1992; Marazita ve ark., 1994), bazilar1 otozomal resesif kalitim
(Saxen,1980a; Beaty ve ark., 1987; Long ve ark., 1987) ile uyumlu olabilecek sonuclar
elde ettiklerini bildirmislerdir. X’e bagli kalittm yoniinden inceleyen calismalar da
yapilmistir (Page ve ark., 1985; Spektor ve ark., 1985). Belli irklarda belli kalitim
modellerinin baskin oldugunu gosteren arastirmalar da mevcuttur. Ornegin Kuzey
Amerika’da yasayan hem beyaz irkta (%73 penetrans), hem de Afro-Amerikalilarda
(%70 penetrans) otozomal dominant (Marazita ve ark., 1994); bazi belirli Avrupali
topluluklarda ise otozomal resesif kalittmin (Saxen ve Nevanlinna, 1984) yogunluk
gosterdigi bildirilmistir. Fakat, aragtirmalar sonucunda tiim ailelerdeki genetik gecisi
izah edebilecek tek bir kalittm modeli tanimlanamamistir. Bu durum, AgP’nin basit bir
kalitm modeli izlemedigini, genetik heterojeniteye sahip kompleks bir hastalik

oldugunu ortaya koymaktadir (Schenkein, 2002).

Giiniimiizde AgP ile iliskili ¢cok sayida gen tanimlanmistir (Gwinn ve ark.,
1999; Parkhill ve ark., 2000; Loos ve ark., 2003). Bu nedenle AgP’li bireylerde artan
konak yatkinliginin, gevresel ve yerel hazirlayici faktorlerle etkilesime giren ¢ok sayida

genin kombine etkisi sonucunda oldugu diistiniilmektedir (Meng ve ark., 2007).

2.4.1. Agresif Periodontitiste Gen Polimorfizmi

Periodontal hastaliklarin etiyolojisinde birincil etken olan mikrobiyal dental
plak olmakla birlikte hastalik siirecini modifiye eden bazi baska faktorler de
bulunmaktadir. Son yillarda yapilan bircok arastirma periodontal hastaligin
baslamasinda ve/ya ilerlemesinde bireysel farkliliklara yol acan genlerin etkileri
oldugunu gostermektedir. Ozellikle, Kornman ve ark. (1997) ’nin interlokin-1A -889 ve

interlokin-1B +3954 polimorfizmleri ile siddetli kronik periodontitis arasindaki iligkiyi
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ortaya koymasmin ardindan periodontal hastaliklarin  patogenezinde  gen
polimorfizmlerinin roliinii ve Onemini incelemek ilgi odagi haline gelmistir. AgP’de
duyarhilig1 artiran ¢ok sayida olasi gen polimorfizmi incelenmistir. Fakat, AgP’ye
yatkinlik ile genotip iliskisi farkli toplumlarda birbiriyle celisen sonuglar vermektedir.
Bazi arastirmalar belli gen polimorfizmleri ile sigara (Kornman ve ark., 1997; Kocher
ve ark., 2002; Yamamoto ve ark., 2004) gibi cevresel faktorlerin kombine etkisinin
hastaliga duyarlilikla iligkili oldugunu bildirmektedir. AgP’ye yatkinlikta rol oynayan
polimorfik genler ile ilgili yapilan calismalar1 asagidaki bashiklar altinda toplamak
miimkiindiir (Meng ve ark., 2007):

1. Sitokinler
Insan 16kosit antijenleri (Human leukocyte antigens/HLA)
Immuno-reseptorler
Proteazlar

Yapisal molekiiller

AN U T

Diger

2.5. Matriks Metalloproteinazlar

‘Matriksinler’ olarak da adlandirilan MMP’ler, ekstraselluler matriks
bilesenlerinin yikimindan ve yeniden sekillenmesinden sorumlu olan proteolitik
enzimlerin olusturdugu biiyiik bir ailedir (Nagase ve Woessner, 1999). Bu molekiiller
interstisyel ve bazal membran kollajenleri, fibronektin, elastin, laminin ve proteoglikan

cekirdek proteinini yikima ugratmaktadir (Birkedal-Hansen ve ark., 1993).

Cinko (Zn*")-bagl endopeptidaz olan MMP’ler makrofaj, fibroblast, epitel
hiicreleri, osteoblast ve osteoklast olmak {iizere cok sayida hiicre tarafindan latent
proenzim formunda salgilanmakta ve ekstraselluler olarak aktive olmaktadir
(Nagase,1997; Ryan ve Golub, 2000). Bu proteinazlar embriyolojik gelisim, dokularin
yeniden sekillenmesi, yara yeri iyilesmesi, tiikiiriik bezi morfogenezi ve dis siirmesi gibi
cesitli sayida fizyolojik olayin yaninda artrit (Naito ve ark., 1999), ateroskleroz (Pearce
ve ark., 2005) ve periodontal hastalik (Ingman ve ark., 1996; Nomura ve ark., 2000;
Dahan ve ark., 2001; Tiiter ve ark., 2002; Alfant ve ark., 2008; Dong ve ark., 2009) gibi
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cesitli patolojik durumlarda da rol oynamaktadir. MMP ailesi belli alt gruplara

ayrilmaktadir (Tablo1):

1) Interstisyel kollajenazlar (MMP-1, MMP-8, MMP-13)

2) Jelatinazlar (MMP-2, MMP-9; aymi zamanda tip IV kollajenazlar olarak da
adlandirilmaktadirlar.)

3) Stromelizinler (MMP-3, MMP-10, MMP-11)

4) Membran tip grup (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17)

5) Matrilizinler (MMP-7, MMP-26)

6) Diger metalloproteinazlar (MMP-12)

Tablo-1. Matriks Metalloproteinazlar

ALT GRUP MMP ENZIM
Kollajenazlar MMP-1 Kollajenaz 1
MMP-8 Kollajenaz 2
MMP-13 Kollajenaz 3
MMP-18 Kollajenaz 4
Jelatinazlar MMP-2 Jelatinaz A

Jelatinaz B

Stromelisinler MMP-3 Stromelisin 1
MMP-10 Stromelisin 2

Stromelisin 3

Matrilisinler MMP-7 Matrilisin 1
MMP-26 Matrilisin 2

Membran-tipi MMPler MMP-14 MT1-MMP
MMP-15 MT2-MMP

MMP-16 MT3-MMP

MMP-17 MT4-MMP




28

MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP
Digerleri MMP-12 Makrofaj elastaz
MMP-19 (6zel bir ismi yok)
MMP-20 Enamelisin
MMP-21 Xenopus MMP
MMP-23 CA-MMP
MMP-27 CMMP
MMP-28 Epilisin

Her bir gruptaki MMP’lerin aminoasit dizilimlerinde biiyiik oranda benzerlik
bulunmaktadir. Bir MMP’nin yapis1 tanmimlanmis alti bolgeden olugmaktadir. Tiim
MMP’ler 80 aminoasitten olusan propeptit (1. bolge) yapiya sahiptir. Propeptit yapi
icinde yer alan sistein pro-MMP’lerin latent fazinin devaminm saglamaktadir. Bu sekans
MMP-23’te eksiktir.Katalitik alan denilen 2. bolge yaklasik 170 aminoasitten
olusmaktadir ve yapisinda Zn** baglayici ii¢ histidin kalintiss (HEXGHXXGXXH) ile
metionin icermektedir. Bu bolge 5 iplikli B-yapraklari, 3 a-heliks ve kopriilii
sarmallardan olugmaktadir. C-terminal bolge (3. bolge) matrilizin hari¢ tim MMP’lerde
bulunmaktadir. Yaklasik 210 aminoasitten olusan dort bicakli S-propeller goriiniimiinde
elips disk seklindedir. Her bir bicak dort antiparalel f-propeller ve bir a-heliksten
olugmaktadir. C-terminal bolge hemopeksin ve vitronektin ile baglanan disiilfit bag:
icermektedir. Hemopeksin yapi, kollajenazlarin ii¢lii heliks interstisyel kollajenlerinin
baglanmasi icin mutlaka gereklidir. Katalitik temel yap1 ise yalnizca diger substratlara
proteolitik aktivitenin etkimesini saglamaktadir. Matrilizin hari¢c diger MMP’ler
prolinden zengin eklem bolgesine (4. bolge) sahiptirler. Bu bolge katalitik alan ile C-
terminal bolgeyi birbirine baglamaktadir. Jelatinazlar ayrica katalitik alanla iliskili bir
kisma (5. bolge) sahiptirler. Membran tipi-metalloproteinazlarda (MT-MMP’ler)
enzimleri hiicre yiizeyine baglayan transmembran yapilar (6. bolge) bulunmaktadir

(Reynolds ve Meikle, 1999) (Sekil 5).
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2.5.1. MMP’lerin Agresif Periodontitisteki Rolu

Periodontal hastalikta gerceklesen ekstraselluler matriks yikimi  doku
harabiyetinin temelini olusturmaktadir. Matriks makromolekiillerinin yikiminda rol
oynayan proteinazlar metallo, serin, sistein ve aspartik aktif alanli olmak iizere dort
gruba ayrilmaktadir. Metallo ve serin ailesine ait proteinazlar cogunlukla yikimin

baslangi¢c donemlerinden sorumludur (Reynolds ve Meikle, 1997).

Periodontal hastaliklarda meydana gelen ve geri doniisiimii miimkiin olmayan
hasar bag dokusu elemanlarinin yikimiyla gerceklesmektedir. Bag dokusu, hiicreler ve

bunlarin arasini dolduran ekstraselluler matriksten olusmaktadir.

Fibroblastlar, savunma sistemi hiicreleri, osteoblast ve osteoklastlar ile
sementoblastlar bag dokusunun hiicresel elemanlarindan bazilaridir. Doku
biitiinliigiiniin saglanmasi, biiyiime, yara yeri iyilesmesi, hiicresel farklilasma gibi cok
saylida olayda rol oynayan ekstraseluler matriks, esas madde ‘ground substance’ ve
sekilli elemanlar olan fibrillerden meydana gelmektedir. Esas madde glikoprotein
(fibronektin, laminin, elastin, tenaskin), proteoglikan (versikan, dekorin, biglikan ve
sindekan) ve glikozaminoglikan (hyaluronik asit, kondroitin siilfat, heparan siilfat)
yapidadir (Kinane, 2000). Bag dokusunun iskeletini olusturan fibriller ise biiyiik olciide
kollajen yapidadir. Periodontal dokularda en fazla tip I, daha az oranda da tip III
kollajen bulunmaktadir (Embery, 1990; Bartold ve ark., 2000).

Matriks bilesenleri, hem ekstraselluler matriks metalloproteinazlara bagli hem
de plazmine bagli parcalanma reaksiyonlari ile yikima ugrayabilmektedir (Birkedal-
Hansen, 1993). Kollajen yikimi1 enflamasyon, doku hasari, yeniden sekillenme, doku
tamiri ve yara yeri iyilesmesi siirecleri boyunca meydana gelmektedir. Yikim
intraselluler ve ekstraselluler olmak {iizere iki farkli yolla gerceklesmektedir. Patolojik
olmayan durumlarda kollajen fibrillerin intraselluler yikimi diseti ve periodontal
ligament gibi dinamik bag dokularinda yiiksek oranda gozlenmektedir. Periodontitis
gibi patolojik durumlarda ise sentez ve yikim arasindaki denge bozulmaktadir. Erken

donemdeki gingiviste bile disetindeki kollajenlerin bir kismi enflamatuvar hiicrelerin



31

bolgeye gocii icin yikima ugramaktadir. Bakterilerin bag dokusuna invaze olmalar ile
olay periodontitise dogru ilerlemekte ve periodontal ligamentteki kollajen fibriller ile
birlikte destekleyici alveol kemigi de yikima ugramaktadir. Bu tiir patolojik durumlarda,
kollajen yikimi MMP’lere bagh ekstraselluler yolla ger¢eklesmektedir (Kinane, 2000).
Ozellikle kollajenazlar (MMP-1, MMP-8 ve MMP-13), periodontal dokularda en fazla
bulunan tip I, II ve III kollajeni parcalama yetenegine sahiptir (Murphy ve Nagase,
2008).

Gecmiste yapilmis calismalarda MMP’lerin hiicresel kaynagi tam olarak
tanimlanmamustir. A.a. ve P. gingivalis gibi periodontopatojenlerin bakteriyel
kollajenaz {iretebildigi bilinmektedir. Ancak bakteriyel proteinazlarin periodontal
kollajen yikimin da o©nemli bir rol oynadigi diisiinilmemektedir (Sodek ve
Overall,1992). Periodontitiste meydana gelen yikimlardan sorumlu kollajenazin
bakteriyel degil konak kaynakli oldugu fikri daha fazla kabul géormektedir (Knauper ve
ark., 1996). Bakterilerin hiicre yiizeylerinde bulunan antijenlerin dolasimdaki fagositler
yardimiyla sitokin iiretimini uyardigi, bu sitokin ve prostoglandinlerin de konak diseti
hiicrelerinde metalloproteinaz sentezini uyararak atagsman yikimini baslattig1 (Heath ve
ark., 1987; Meikle ve ark., 1989) ve kemik kaybini artirdigi (Meikle ve ark., 1986)

diistiniilmektedir.

Birkedal-Hansen (1993) yaptig1 aragtirma sonunda, saglikli ve enflame diseti
bolgelerinden aldig1 6rnekleri kiiltiire ettiginde hiicrelerin MMP ekprese edebildiklerini,
cesitli MMP’lerin diseti hiicrelerinde in vivo olarak bulundugunu, gingivitis ve
periodontitisli bireylerin diseti olugu sivilarinda polimorfoniikleer 16kosit, kollajenaz ve
jelatinaz bulundugunu ortaya koymustur. Bu calisma, periodontal dokulardaki her bir
hiicre tiiriiniin uyarildiginda metalloproteinaz sentezleyebilme yetenegine sahip

oldugunu kanitlamaktadir.

Matriks diizenleyici MMP’ler ve doku inhibitor (TIMP)’leri, kanser, artrit,
kardiyovaskuler hastaliklar gibi patolojik siireclerde oldugu kadar yara yeri iyilesmesi,
normal doku doniisiimii, tamir gibi fizyolojik olaylarda ve gingivitis gibi basit

enflamasyonlarda da iiretilmektedir. Bu unutulmamasi1 gereken onemli bir noktadir.
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Periodontitis gibi patolojik siirecleri fizyolojik olaylardan ayiran en 6nemli fark, MMP
ve TIMP iiretim miktarlarinin degismesi ve aralarindaki dengenin bozulmasidir

(Reynolds ve Meikle, 1997).

MMP’lerin AgP’deki roliinii ortaya koyan calismalar bulunmaktadir. Bu
arastirmalarin bazilar1 digsetinden alinan doku 6rneklerinde, bazilar1 da diseti olugu sivisi

(DOS) ve tiikiiriikte yiiriitiilmiistiir.

12 saghkli, 15 KP’li ve 15 AgP’li bireyden alinan diseti Orneklerinde
immunohistokimyasal ve ‘reverse transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)’
yontemi ile ekstraselluler matriks metalloproteinaz indiikleyici (EMMPRIN) nin MMP-
1 ve MMP-2 iiretimi ile iligkisinin degerlendirildigi calismada, EMMPRIN’nin
periodontitis grubunda daha yiiksek immunoreaktivite gosterdigi, EMMPRIN mRNA
seviyeleri ile MMP-1 ve MMP-2 iiretimi arasinda bir korelasyon oldugu belirtilmistir

(Dong ve ark., 2009).

Yagslar1 7 ila 19 arasinda degisen saglikli ve AgP’li 44 Afro-Amerikan ¢ocuk
ile KP’li yetigkinlerin DOS MMP-1, -2, -3, -8, -9, -12 ve -13 seviyelerinin florometrik
substrat yontemiyle degerlendirildigi c¢alismada, AgP’li bireylerin hastalikli
bolgelerindeki tim MMP diizeylerinin diger gruplara oranla yiiksek c¢iktig1 gozlenmis,
yine AgP grubunda hastalikli bolgedeki MMP-8 seviyelerinin aym bireylerin saglikli
bolgelerine oranla belirgin bicimde arttig1 ortaya konmustur (Alfant ve ark., 2008).

10 periodontal agidan saglikli birey ile 4mm ve {izerinde periodontal cebe sahip
10 KP’li bireyin dahil edildigi arastirmada, faz I periodontal tedavinin diseti olugu sivi
MMP-1 ve TIMP-1 seviyelerine etkisi ELISA yontemi ile incelenmistir. Tedavi
oncesinde MMP-1 seviyelerinin KP’li grupta kontrol grubuna oranla yiiksek oldugu,
tedavi sonrasinda MMP-1 diizeylerinde tedavi Oncesine gore azalma meydana geldigi
ortaya konmustur. TIMP-1 seviyelerinin ise tedavi Oncesinde diisiik iken tedavi

sonrasinda yiikseldigi ifade edilmistir (Tiiter ve ark., 2002).



33

13 ileri periodontitis ve 4 saglikli bireyden alinan diseti 6rneklerinde MMP-1,
MMP-2 ve MT1-MMP mRNA ekspresyonlarinin RT-PCR ve in situ hibridizasyon
yontemleri kullanilarak incelendigi c¢alismada, sadece hastalikli disetinde MMP-1
mRNA ekspresyonunun saptandigi belirtilmis, MMP-2 ve MT1-MMP mRNA seviyeleri
acisindan hastalikli ve saglikli doku Ornekleri arasinda belirgin bir fark olmadigi

bildirilmistir (Dahan ve ark., 2001).

Implantasyon sonras1 siirecte ve peri-implantitis lezyonlarinda implant
cevresindeki diseti sivisinda (PICF) TIMP-1, MMP-1 ve MMP-8 seviyeleri ELISA
yontemi ile degerlendirilmis, TIMP-1 seviyelerinin implantasyondan 1 hafta sonra
belirgin derecede arttigi, sonra giderek azalmaya basladigi ve 4 hafta sonra saglikli
bireylerdeki DOS degerleri ile aym seviyeye geldigi ifade edilmistir. Kollajenaz
aktivitesinin artigina bagl olarak MMP-1 ve MMP-8 seviyelerinin 1. haftada 2, 4 ve 12.
haftalara gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Peri-implantitiste ise, TIMP1/MMP-
1+MMP-8 oraninin periodontitise gore daha diisiik oldugu belirtilmistir (Nomura ve

ark., 2000).

Saglikli, KP’li ve LJP’li bireylerin DOS ve tiikiirik MMP-1, -3, -8 ve -9 ile
TIMP-1 degerlerinin ELISA yontemiyle incelendigi calismada, DOS MMP-1 ve TIMP-
1 seviyelerinin LJP grubunda diger gruplara oranla daha yiiksek oldugu, hem tiikiiriik
hem de DOS MMP-8 seviyelerinin KP grubunda belirgin sekilde arttig1 ifade edilmistir.
MMP-3 oranlarinin ise tiim gruplarda birbirine yakinlik gosterdigi, yine tiim gruplarda
tikiiriik orneklerinde benzer oranlarda MMP-1 ve TIMP-1"e rastlandig: rapor edilmistir

(Ingman ve ark., 1996).

Farkli MMP tiirlerinin AgP’te sergiledikleri yikic1 etkileri degerlendiren
calismalarin sonuglari birbirleriyle uyum gostermektedir. Hastalik ile direkt iliskili bir
MMP tiiriiniin varligim1 gosteren kanitlar bulunmamakla birlikte, doku yikim siirecinde
MMP’lerin gereklilikleri ve {iistlendikleri roliin 6nemi bilimsel arastirmalarla ortaya

konmustur (Kinane, 2000).
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2.5.2. MMP-1

Kollajenaz-1, fibroblast kollajenaz ve interstisyel kollajenaz olarak da
isimlendirilen MMP-1 tek bir polipeptittir ve proenzim formunda salgilanmaktadir.
Glikolize olmamis major yap: yaklasik 57 kDa agirligindayken glikolize olmus mindr
yap1 61 kDa agirligindadir (Pardo ve Selman, 2005).

8244 bazdan olusan MMP-1 geni kromozom 11q22.2-22.3 ‘te yer almaktadir
ve insanlarda 10 ekzona sahiptir (Sekil 6). Bu gen MMP-3, MMP-7, MMP-§, MMP-10,
MMP-12, MMP-13, MMP-20, MMP-27 ve iki psodogen ile yakindan baglantilidir
(Puente ve ark., 2003).
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Sekil 6. MMP-1 geninin 11. kromozom iizerindeki yerlesimi (CEEIIEID)

Normalde eriskin dokularinda MMP-1 seviyeleri genellikle diisiiktiir fakat
cesitli patolojik olaylarda ya da yara yeri iyilesmesi ve tamir gibi durumlarda miktarlari
artmaktadir (Brinckerhoff ve Matrisian, 2002). Yara yeri iyilesmesinin erken
doneminde gereken enflamatuvar infiltrasyon, damarlanma ve epitel olusumu gibi
hiicresel yanitlardan bazilar1 MMP’ler tarafindan baglatilmaktadir. Bu nedenle,
dokulardaki MMP seviyeleri iyilesmenin onemli belirleyicileri olarak goriilmektedir

(Kinane, 2000).

Cok sayida sitokin ve biiylime faktorin MMP-1 transkripsiyonunu
indiiklemektedir. MMP-1 geni promotor bolgesi yaklasik -30 baz ikilisi (bp) olusan bir
TATA bolgesi ile yaklasik -70 bp’den olusan aktivator protein-1 (AP-1) bolgesi
icermektedir (Vincenti ve Brinckerhoff, 2002). AP-1 bolgesi sistein-isleyen cesitli
sekanslarla isbirligi icindedir. AP-1 bolgesi -1602 bp 6zellikle 6nemlidir. Ciinkii -1607
bp bolgesinde yer alan SNP’de ilave olan/silinen ekstra guanin (G) Ets transkripsiyon
faktorleri icin bir baglanti alan1 (5’-GGA-3’) yaratmakta ve MMP-1 transkripsiyon
etkinligini 37 kata kadar artirabilmektedir. Olusan 2G allelinin, normal fibroblastlarda
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ve timor hiicrelerinde MMP-1 transkripsiyonunu artirdigr ve kanser gelisimi ile iliskili

oldugu ortaya konmustur (Rutter ve ark., 1998).

Epidermal biiytime faktorii, fibroblast biiytime faktorii -1, -2, -7 ve -9, hepatosit
biiytime faktorii, graniilosit-makrofaj koloni-stimiile edici faktor, IFN-a, IFN-f, platelet-
deriveli biiyiime faktorii, transforme olabilen biiyiime faktorii (TGF) — a, IL -1, -4, -6, -
8 ve -10 MMP-1 iiretimini indiikleyen sitokinlerdir (Woessner ve Nagase, 2000). TGF-3
ve A vitamini tiirevi olan retinoik asit ise MMP-1 transkripsiyonunu baskilamaktadir.
TGF-f etkisini TGF-B inhibitor eleman1 araciligiyla gostermektedir. TGF-f inhibitor
elemaninda var olan bir mutasyon hem bazal hem de doku polipeptit antijeninde
belirgin artisa neden olmaktadir. Buna baghh olarak fibroblastlarda MMP-1 gen
transkripsiyonunu indiiklenmektedir. Bu durum TGF-B inhibitér elemaninin bu
hiicrelerde asil MMP-1 baskilayic1 olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir
(White ve ark., 2000).

MMP-1 agrekan, versikan, perlekan, kazein, serpin ve tenaskin gibi cesitli
matriks molekiillerinin yikiminda rol oynamaktadir (McCawley ve Matrisian, 2001). Bu
durum, MMP-1'in ekstraseliller matriks bilesenlerinin yikimiyla gerceklesen

periodontal patogenezde onemli bir yere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son yillarda MMP-1 ‘in hiicre yiizey molekiilleri ile matrikste yer almayan
diger substratlar1 da aynistirdigi kanitlanmistir. Antikimotripsin, antitripsin, insiilin
biiytime faktoriine baglanan protein (IGFBP) -3, -5, IL-1p, L-selectin, ovostatin, TNF-a.
ve stromal hiicre deriveli faktor-1 bu substratlardan bazilaridir (McCawley ve Matrisian,
2001). Bu kadar cesitli substrata etkiyebilmesi MMP-1" in multifonksiyonel bir protein

oldugunun 6nemli bir gostergesidir.

MMP-1’in ¢esitli kanser tiirleri, romatoid artrit, kardiyovaskiiler ve
periodontitis gibi cok sayida hastalikla iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle yeni bir
calisma alam1 olan MMP-1 modiilasyonu, ileri arastirmalar ile aydinlatilarak basarili

klinik uygulamalar yapilmasina imkan saglayacaktir (Pardo ve Selman, 2005).
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2.5.3. Periodontal Hastaliklarda Matriks Metalloproteinaz-1

Polimorfizmleri

MMP’ler, ekstraselluler bag dokusunun yeniden sekillenmesinde gorev alan en
onemli proteolitik enzim grubudur. MMP-1, MMP ailesinin bir iiyesi olup bag
dokusunda en cok bulunan tip I, II, III, VII ile X kollajenin yikimindan sorumludur ve
periodontitisin patogenezinde énemli bir role sahiptir. Rutter ve ark. (1998), insanlarda
MMP-1 geni promotor bolgesinde bir polimorfizm varligim1 ilk olarak ortaya
koymuslardir. -1607 promotor bolgesinde Guanin ilavesi/silinmesiyle iki farkli (1G ve
2@G) allel meydana gelmektedir. Olusan 2G alleli transkripsiyon faktorlerinden biri olan
Ets transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma alan1 (5°-GGA-3’) yaratarak MMP-1
transkripsiyonunun artmasina neden olmaktadir. Bircok kanser tiirii ve enflamatuvar
hastaligin gelisiminde rol oynadig bilinen bu polimorfizmin, periodontal hastaliklar ile
olast iliskisi biiyilk merak uyandirmis ve farkli etnik toplumlarda incelemeler

yapilmasina neden olmustur.

MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin KP ile iligkisini inceleyen ilk ¢alisma
Brezilya toplumunda yapilmistir. Arastirma sonucunda, sigara i¢meyen siddetli KP’li
bireyler ile MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin iligkili oldugu ortaya konmustur (de
Souza ve ark., 2003). Yine Brezilya toplumunda bu kez daha genis hasta grubuyla
yapilan bir caligmada ise MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin KP’ye yatkinlikla
iliskisi bulunmadigi ifade edilmistir. (Astolfi ve ark., 2006).

Cek toplumunda yapilan arastirmada MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin
KP etiyopatogenezinde sadece kiiciik bir etkiye sahip oldugu sonucuna ulasilmistir
(Izakovicova-Holla ve ark., 2004). Tirk toplumunda MMP-1 -1607 1G/2G
polimorfizminin KP ile iliskisini inceleyen iki ¢calisma bulunmaktadir. Bu caligmalardan
bir tanesinde MMP-1 1G/2G polimorfizminin KP ile iliskili olmadig ifade edilirken
(Ustun ve ark., 2008), diger calismada MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin KP ile
sinirda bir iligkisi olabilecegi ifade edilmistir (Pirhan ve ark., 2008).
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Cin toplumunda yapilan bir arastirmada ise MMP-1 -1607 1G/2G
polimorfizmin siddetli KP ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Cao ve ark., 2006). Yine
Cin toplumunda yapilan bir diger ¢alismada MMP-1 geni -1607 1G/2G polimorfizminin
GAP ile de iliskili olabilecegi belirtilmistir (Cao ve ark., 2005).

Japon toplumunda yapilan calismada ise MMP-1 geni -1607 1G/2G
polimorfizminin AgP’ye yatkinlig1 etkilemedigi bildirilmistir (Itagaki ve ark., 2004).

MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin farkli etnik gruplara sahip bireylerdeki
periodontal hastaliklarla iligkisi degerlendirildiginde sonuglarin birbirleriyle uyum
gostermedigi goze carpmaktadir. Degisik etnik toplumlarda, genetik farkliliklar
bulunabilecegi gercegi, bu durumun sadece bir kismina agiklama getirmektedir (Sorsa

ve ark., 2006).

MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin periodontal hastaliga yatkinlikla iliskili
olmamasinin nedenleri su sekilde aciklanabilir. MMP gen transkripsiyonu sitokinler,
hormonlar, biiyiime faktorleri ve bakteriyel metabolitler gibi ¢ok sayida lokal faktoriin
etkisi altindadir (Ryan ve Golub, 2000). Baz1 MMP ailesi iiyeleri ekstraselluler matriks
substratlarinin bir kisminit ortak kullanmaktadir. Bu tiir bir durumda MMP’ler birbirinin
fonksiyonunu kompanse edebilmektedir. Fonksiyon kompansasyon mekanizmasi, MMP
geninde bulunan SNP’nin hastaliga yatkinlik ya da hastalik siddeti iizerine yeterli etkiyi
gosterememesine neden olmaktadir (Zhou ve ark., 2004). Genetik faktorler disinda
farkli faktorler de doku yikiminda etkilidir. Periodontal doku yikiminda bir¢ok basamak
bulunmakta ve her basamakta farkli mekanizmalar rol oynamaktadir. Sitokin, MMP ve
TIMP’ler bu mekanizmalardan bazilarinda diizenleyici gorevi yapmaktadir (Sorsa ve

ark., 2000).

MMP-1 geni 2G alleli tasiyiciliginda, MMP-1 gen ekspresyonundaki artisa
baglh olarak asirt MMP-1 iiretimi gerceklesmekte ve enzim etkinligi yiikselmektedir.
Boylesi bir durumda, asirt kollajenolitik etki periodontitis gibi lokal bir hastaligin
riskini, siddetini ya da yapilan periodontal tedaviye cevabi etkileyebilir. Ancak,

periodontitis gibi yaygin kompleks hastaliklar, genetik ve ¢evresel faktorlerin rol aldigi
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heterojen hastaliklar oldugundan, bu durum genetik iliskilendirme caligmalarini
giiclestirmektedir.

MMP-1, ekstraselluler matriksin yeniden sekillenmesi gibi fizyolojik olaylarda
oldugu kadar periodontitis gibi patolojik siire¢lerde de rol oynayan 6nemli enzimlerden
bir tanesidir. Bu nedenle, MMP-1 gen polimorfizminin genin transkripsiyon diizeyini
vel/ya enzim aktivitesini etkileyerek AgP’ye duyarlilikta rol oynayabilecegi hipotezi
kurulabilir. MMP-1 gen polimorfizminin AgP ile iliskisini inceleyen sadece iki tane
caligma bulunmas1 ve bu arastirmalarin yalniz Asya irklarim1 (Cin ve Japon toplumlar1)

kapsamasi nedeniyle Tiirk toplumunda yiiriitmeyi planladigimiz arastirmamizin amaci:

e AgPile MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizmi arasindaki iliskiyi incelemek,
e MMP-1 -1607 1G/2G genotip dagilimlarimin fenotipe yansimasini

degerlendirmekti.



3.MATERYAL-METOT

3.1.Calisma Grubu

Aragtirmamiza, 2007 ile 2009 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali klinigine bagvuran
kardiyovaskuler hastaligi, diyabeti, kronik bobrek yetmezligi olmayan, kronik
antienflamatuvar ila¢ kullanmayan, gebelik ya da siit verme doneminde bulunmayan,
Hepaptit A, B ve C viriisleri tasimayan toplam 165 birey dahil edildi. Calismaya dahil
edilen bireylere arastirmanin amaci ve igerigi anlatilip goniilli olarak arastirmaya
katildiklarina dair bilgilendirilmis goniilli onam formu imzalatildi. Arastirma igin
Ondokuz Mayis Universitesi Etik Kurulu’ndan onay alind1 (Toplant1 tarihi 25.12.2006,
Etik Kurul Karar No: 138).

3.2.Periodontal Degerlendirme

Klinik olarak plak indeksi (O’Leary ve ark., 1972), sondalamada kanama
(Bleeding on Probing-BOP) (Ainamo ve Bay, 1975), sondalanan cep derinligi ve klinik

atagsman seviyeleri ve mobilite l¢timleri ile radyografik degerlendirmeler yapildi.

Plak Indeksi (PI): Tim dislerin mezio-bukkal, mid-bukkal, disto-bukkal,
mezio-lingual, mid-lingual ve disto-lingual olmak iizere alt1 ylizeyinden plak boyayict
bir soliisyon olan bazik fuksin yardimu ile 6l¢iildii. iki damla bazik fuksin pamuk pelete
damlatilarak disler yiizeyine siiriildii. Fazla boyanin tiikiiriilmesinin ardindan boyanan

alanlar plak var (+), boyanmayan alanlar plak yok (-) seklinde degerlendirildi.

Sondalamada kanama (BOP): Tiim dislerin mezio-bukkal, mid-bukkal, disto-
bukkal, mezio-lingual, mid-lingual ve disto-lingual olmak {izere alt1 ylizeyinden Ol¢ctim
yapildi. Periodontal sonda yardimi ile sulkus icinde kuvvet uygulamadan hafifce
gezildi. 5 saniye sonra incelenen bolge kanama var (+) ya da kanama yok (-) seklinde

degerlendirildi.
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Sondalanan Cep Derinligi (SCD): Tim dislerin mezio-bukkal, mid-bukkal,
disto-bukkal, mezio-lingual, mid-lingual ve disto-lingual olmak iizere alti1 yiizeyinden
marjinal diseti kenarindan sondalanabilen cep tabami arasindaki mesafe milimetrik

olarak Williams sondu ile 6l¢iildii.

Klinik Atasman Seviyesi (KAS): Tim dislerin mezio-bukkal, mid-bukkal,
disto-bukkal, mezio-lingual, mid-lingual ve disto-lingual olmak {iizere alt1 yiizeyinden
mine-sement sinirindan sondalanabilir cep tabanina kadar olan mesafe milimetrik olarak

Williams sondu ile 6l¢iildii.

Mobilite: Mobilite degerlendirmesinde iki metal el aletinin arasina alinan dis
bukko-lingual yonde hareket ettirilmeye calisildi. Dereceler su sekildedir:

Derece 0: Fizyolojik hareketlilik

Derece 1: Bukkolingual yonde 1mm hareketlilik

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

Derece 3: 2mm’yi asan, dudak ve dil baskisiyla dahi meydana gelebilen

hareketlilik, dikey yonde hareketlilik de gozlenebilmektedir.

Periodontal teshis: Periodontal hastaligin teshisi sirasinda agiz i¢inde var olan
tiim disler degerlendirilerek hastalarin klinik ve radyografik muayenesi yapildi. Gruplar

asagidaki sekilde belirlendi.

Periodontal acidan Saghkh Grup: Sistemik acidan saglikli, yapilan klinik
degerlendirmede sondalanan cep derinligi 3mm’in iizerinde olmayan, klinik atagsman
kayb1 bulunmayan, radyografik degerlendirmede de herhangi bir patoloji ya da kemik
kayb1 gozlenmeyen, yaslar1 18-45 arasinda degisen (yas ortalamasi 24.8686+4.5036)
68’1 kadin (% 68) , 32’si (% 32) erkek olmak iizere toplam 100 birey bu gruba dahil
edildi.

Agresif Periodontitis Grubu (AgP): Sistemik acidan saglikli, yaslar1 18-41
arasinda degisen (yas ortalamasi 28.6406+5.8448) 47°si kadin (% 72,3), 18’1 (% 27,7)

erkek olmak iizere toplam 65 hasta bu gruba dahil edildi. AgP tanisi1 hastalardan alinan
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dental anamnez, klinik periodontal 6l¢iimler ve kemik kaybinin radyografik goriintiisii

degerlendirilerek Amerikan Periodontoloji Akademisi’nin belirledigi kriterlere gore

yapildi. Sekiz disten daha fazla sayida diste -bu dislerden ii¢ tanesi 1. biiyiikk az1 ve

kesici disler disinda olmali- en az bir bolgede Smm’den fazla klinik atagsman kaybi1

bulunan bireyler arastirmamizin AgP grubuna dahil edildi.

3.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana

Bilim Dali laboratuarinda yapildi. Calismamizin ilk donemlerinde DNA izolasyon kiti

elimize ulagsmadigi icin DNA eldesi manuel olarak asagidaki protokole gore yapildi:

1.

Calismaya dahil edilen bireylerden alinan 10 ml periferik kan materyali tizerine
25 ml Red Blood Cell lizis (RBC) soliisyonu eklendi. 10 dakika sert bir sekilde
calkalandi. 20 dakika buzda bekletildikten sonra +4 °C’de 4000 devirde 20
dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra tiipteki sivinin yaris1 dokiiliip iizerine tekrar RBC
solisyonu eklendi. 10 dakika sert calkalamanin ardindan 20 dakika buzda
bekletilip ve +4 °C’de 4000 devirde 20 dakika santrifiijlendi. Bu islem tiipteki

siv1 berraklasincaya kadar 3 defa tekrarlandi.

. Tiipteki biitiin s1iv1 dokiildii. Dipteki pelet RBC ile bir kere yikandi. Tiip 600

mikrolitre (ul) RBC soliisyonu eklenip vortekslendi. 600 pl olan s1vi 200 pl -400
pl seklinde ayrildi. 400 olan stok i¢in -20 °C’ye kaldirildi.

200 pl’nin i¢ine 30 pl sodyum dodesil siilfat (SDS) ve 500 pl sodyum tris-edta
(STE) ile 20 ul proteinaz K kondu. Eppendorflar 56 °C’de su banyosunda bir
gece bekletildi.

Ertesi giin su banyosundan alinan eppendorflarin icine 750 pl fenol konulup10
dakika sert calkalandi, 10 dakika buzda bekletildi ve +4 °C’de 4000 devirde 20
dakika santrifiij edildi.

Supernatant kisim yeni bir eppendorfa aktarilip iizerine 500 upl kloroform
eklendi. 10 dakika sert calkalanip, 10 dakika buzda bekletildi ve +4 °C’de 4000
devirde 20 dakika santrifiijlendi. Yine supernatant bagka bir eppendorfa alinip
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tizerine 75 pl sodyum asetat, 1000ml %95’lik etanol kondu. DNA iplikg¢ikleri
goriiniir hale getirildi. -20 °C’de bir gece bekletildi.

Sonraki giin eppendorflar -20 °C’den alimip +4 °C’de 4000 devirde 20 dakika
santrifiijlendi. Eppendorflar DNA dipte kalacak sekilde bosaltildi.

Uzerine 500 ul % 70’lik etanol eklenip vortekslendi. +4 °C’de 4000 devirde 20
dakika santrifiijlendi. Alkol dokiiliip eppendorflar agz1 acik bir sekilde ertesi

giine kadar kurumaya birakildi.

. Ertesi giin eppendorflara tris-edta eklendi. 37 °C’de bir gece su banyosunda

bekletildi.
Elde edilen DNA’lar kullanima hazir sekilde -20 °C’de saklanda.

Kitin elimize ulagsmasinin ardindan DNA izolasyonu High Pure PCR Template

Preparation Kit (Roche, Mannheim, Almanya) ile gerceklestirildi.

3.4.1. PCR

PCR, iki ‘primer’ arasinda yer alan bir DNA parcasinin enzimatik

amplifikasyonudur. Bir PCR siklusu 3 asamadan olusmaktadir:

1.

Cift sarmall1 halde bulunan DNA ortam 1s1s1 artirtlarak denature edilir ve tek
zincirli hale doniistiiriiliir. Bu asamaya ‘denaturasyon’ adi verilir.

Primer adi verilen sentetik oligoniikleotitler Taqg DNA Polimeraz enziminin
reaksiyonu baslatabilmesi i¢in tek zincir haline gelen DNA’nin hedef bolgesine

baglanirlar. Bu asamaya ‘primer baglanmasi’ (annealing) ad1 verilir.

. Taq DNA Polimeraz enziminin DNA sentezledigi fazdir. Bu asamaya ‘uzama’

(extension) ad1 verilmektedir.

Bu sikluslar her tekrarlandiginda hedeflenen DNA parcasinin ekspansiyonel

artis1 s6z konusudur. N adet siklus sonunda 2" hedef DNA elde edilmis olur (Yilmaz,

2005).
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3.4.2. Matriks  Metalloproteinaz-1 -1607  Polimorfizminin

Arastirilmasi

Matriks Metalloproteinaz-1 geninin -1607 promotor bolgesi asagida belirtilen

primerler kullanilarak PCR yontemi ile cogaltildi.

Arastirma Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana Bilim

Dal1 Laboratuvari’nda yapildi. Kullanilan primerlerin dizilimleri su sekildedir:

Forward: 5° TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 3’
Reverse: 5 TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC 3°.

PCR islemi 25ul hacmindeki ¢alisma soliisyonu kullanilarak gerceklestirildi.

Soliisyonun i¢indeki maddeler ve miktarlar asagida belirtilen sekildedir:

1.

Nk w D

1 ul DNA (100ng/pl)

19,6 ul distile su

2,5 ul 10x Taq Buffer (Dr Zeydanli Hayat Bilimleri Ltd. Sti., Ankara, Tiirkiye)

1 pl ANTP (her biri 2mM) (Larova GmbH, Teltow, Germany)

0,3 pl forward primer (440 pmol/ul) (Alpha DNA, Quebec, Canada)

0,3 pl reverse primer (480 pmol/ul) (Alpha DNA, Quebec, Canada)

0,3 wl Taq polimeraz (5tinite/ul)(Dr Zeydanli. Hayat Bilimleri Ltd. Sti., Ankara,
Tiirkiye)

3.4.3.PCR Protokolu

PCR islemi ‘Auto-Q Server Gradient Termal Siklus (Quanta Biotech, UK)

cihazi ile yapildi. PCR amplifikasyon kosullar su sekildedir:

95 °C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu

95 °C’de 30 saniye denatiirasyon
56 °C’de 30 saniye primer baglanmasi 35 sikliis

72 °C’de 30 saniye uzama reaksiyonu
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72 °C’de 5 dakika son uzama

Bizim ¢alismamizda yukarida belirtilen PCR protokolii sonucunda elde edilen

DNA 2% ‘tir.

3.4.4. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile Kesim Protokoli

Elde edilen PCR diiriinlerinde MMP-1 geni -1607 bolgesi icin 1G allellerinde
Xmnl restriksiyon enzimi icin bir tanima bolgesi olusturmaktadir. Xmnl enzimi,

5’ ..GAANNYNNTTC...3’

3’...CTTNN ANNAAG...5 bolgesini taniyarak kesim islemini uygulamaktadir.

MMP-1 geni -1607 promotor bolgesinde polimorfizm tayini i¢in Xmnl enzimi
ile kesim yapildiginda 1G/1G genotipine sahip bireylerde 89 base pair (bp:baz ikilisi)
ve 29bp’lik iki parca olusmaktadir. 1G/2G genotipine sahip bireylerde, 118bp’lik
kesilmemis bir parca ile birlikte kesime ugramis 89bp ve 29bp’lik iki parca olmak iizere
toplam i parca olusmaktadir. 2G/2G genotipine sahip bireylerde ise kesim
gerceklesmeyeceginden 118bp’lik tek bir parca olusmaktadir (Sekil 7).

Restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu protokolii asagidaki gibidir:
1. 10 pl PCR iiriinii
2. 2 ul 10xBuffer (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, USA)
3. 2 ul Bovine Serum Albumin (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA,
USA)
4. 0,5 pl Xmnl (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, USA)
5. 5,5 pl distile su

Enzimle kesim reaksiyonu, PCR iiriiniiniin 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe
edilip %3’lik agaroz jelde elektroforez cihazinda (Power Station 300,LabNet
International,Inc., NJ, USA ) 80V gerilimde 80 dakika yiiriitiilmesiyle incelendi.
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1- Molekiiler agwhk belirleyici S0bp DNA Ladder
2.10- 1G/1G homozigot (39bp+29bp)
11- 1G/2G heterozigot {(118bp+39hp+29bp)

3.4.56.7.8.9. 252G homozigot (118bp)
Sekil 7. MMP-1 geni -1607 bolgesi 1G/2G polimorfizminin jel elektroforezgoriintiisii

3.5.Verilerin istatistiksel Analizi

Bu calismanin istatistiksel analizleri R2.9.1 programi kullamilarak yapildi.
Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edildi. Genotip dagilimlarinin Hardy-
Weinberg esitligi ile uyumu Ki-kare (y2) ile test edildi. Allel frekanslar1 hesaplamasi
gen sayma metoduna gore yapildi. Allel frekanslarinin kontrol ve AgP’li gruplarda
karsilastirilmast Z testi ile yapildi. Kontrol grubu ve AgP grubu arasindaki genotip
frekanslar1 arasindaki farkliliklar y2 testi ile karsilastirildi. Genotip gruplart i¢in Odds
orani ve ilgili % 95 giivenlik araligr (confidence intervals) hesaplanarak, lojistik
regresyon analizinde yas, cinsiyet, sigara diizeltici faktorler olarak alindi. Saglikli
kontrol grubu ve AgP grubu arasindaki niimerik degiskenler (yas, cep derinligi, plak
indeksi, sondalamada kanama ve benzeri) bagimsiz iki grup student-t testi (2-tailed) ile

kategorik veriler ise x2 testi ile karsilagtirildi.



4. BULGULAR

4.1.Demografik Ozellikler

Arastirmamiza, 65’1 AgP hastas1 ve 100’ii periodontal acidan saglikli olmak
tizere toplam 165 (115 kadin, 50 erkek) birey dahil edildi. AgP grubunda 47 kadin (%
72.3) ve 18 erkegin (% 27.7), saghikli kontrol grubunda 68 kadin (% 68.00) ve 32
erkegin (% 32.00) yer aldig1 belirlendi. Gruplar arasindaki cinsiyet dagilimlar1 Pearson
Ki-kare testi (y2) ile degerlendirildi ve arada istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p=0,6592) (Tablo 2). Arastirmamiza katilan AgP grubundaki bireylerden 11
tanesi sigara kullanicisiydi. Kontrol grubumuz ise hi¢ sigara icmeyen bireylerden

olusturuldu.

Tablo 2. AgP ve saglikli kontrol grubunun cinsiyet dagilimlari

AgP Saghkh Kontrol
Cinsiyet Grubu Grubu p
n=65 % n=100 %
Kadin 47 72.3 68 68.00
Erkek 18 27.7 32 32.00 0.6592

AgP grubunda yas araligt 18-41 arasinda degisirken, yas ortalamasi
28.6406+5.8448 olarak saptandi. Saglikli grupta ise yas araligi 18-45, yas ortalamasi
24.8686+4.5036 olarak tespit edildi. Iki grubun yas ortalamalar1 Welch Two Sample T-
test ile degerlendirildi ve istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu ortaya kondu (p>

0.001)(Tablo 3).

Tablo 3. AgP ve saglikli kontrol grubunun yas dagilimlar

AgP Saghkh Kontrol
Grubu Grubu p
n=65 n=100
Yas ortalamasi 28.6406+5.8448 24.8686+4.5036 >0.001
Yas arahig1 18-41 18-45 > 0.001
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4.2 .Klinik Periodontal Bulgular

AgP ve saglikli kontrol grubu bireylerine ait sondalanan cep derinligi,
sondalamada kanama ve plak indeksi degerleri Welch Two Sample T-test kullanilarak

degerlendirildi ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (Tablo 4).

Sondalanan cep derinligi: Cep derinligi ortalamast AgP grubunda
3.7145+0.8149 mm iken saglikli kontrol grubunda 1,7046+0.3619 mm olarak bulundu
(p>0.001) (Tablo 4).

Sondalamada kanama: Sondalamada kanama degerleri ortalamasi AgP
grubunda 48.4377+31.0722 iken saglikli kontrol grubunda 15.5547+11.9096 olarak

bulundu (p>0.001) (Tablo 4).

Plak indeksi: Plak indeksi ortalamalart AgP grubunda 52.7964+38.4555
saglikli kontrol grubunda 24.8312+16.2930 olarak bulundu (p>0.001) (Tablo 4).

Tablo 4. AgP ve saglikli kontrol gruplarinda klinik periodontal degerlerin dagilim1

Klinik Periodontal AgP Saghkh Kontrol
Degerlendirme Grubu Grubu p
n=65 n=100
Sondalanan  cep 3.7145+0.8149 1,7046+0.3619 > 0.001
derinligi (mm)
Sondalamada
kanama (%) 48.4377+31.0722 15.5547+11.9096 > 0.001

Plak indeksi (%) 52.7964+38.4555 24.8312+16.2930 >0.001
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4.3.Laboratuvar Bulgulari

MMP-1 geni promotor -1607 bolgesi polimorfizmi 1G/2G genotip dagilimlari,
Hardy-Weinberg esitligi degerleri ile uyumlu bulundu (AgP p>0.05; x°<3.84).

AgP ve saglikli kontrol gruplarinin MMP-1 geni -1607 bolgesi 1G/1G, 1G/2G,
2G/2G genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p=0.79) (Tablo 5). 1G/1G genotipi dagilim1 AgP grubunda %15.38, kontrol grubunda
%18.00 olarak belirlendi. 1G/2G genotipi AgP grubunda %43.08, kontrol grubunda
%38.00 oraninda; 2G/2G genotipi ise sirasiyla %41.54 ve %44.00 olarak saptandi
(p=0.79).

MMP-1 geni -1607 bolgesi 1G allel sikligt AgP grubunda 0.369, saglikli
kontrol grubunda 0.370 olarak belirlendi. 2G allel siklig1 ise AgP grubunda 0.631,
kontrol grubunda 0.630 olarak tespit edildi (p=0.99) (Tablo 5). Calisma gruplari
arasinda gerek genotip dagilimlar1 gerekse allel frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak

bir fark bulunamadi.

Tablo 5. AgP ve kontrol grubunda MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizmine ait genotip ve allel siklig1
dagilim

AgP Kontrol
Genotip n /) n ¥/
1G/1G 10 15.38 18 18.00
1G/2G 28 43.08 38 38.00
2G/2G 27 41.54 44 44.00
Toplam 65 100

p=0.79

Allel sikhig p degeri
1G 0.369 0.370 z 0.99
2G 0.631 0.630

Yas, cinsiyet,sigara durumlar diizenlenerek OR

1G/1G vs. 1G/2G+2G/2G 0.75(0.28-2.01;p=0.57)
Diizenlenmeden OR 0.83(0.36—1.93;p=0.66)
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LAP ve saglikli kontrol gruplarinin MMP-1 geni -1607 bolgesi 1G/1G, 1G/2G,
2G/2G genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p=0.99) (Tablo 6). 1G/1G genotipi dagilimi LAP grubunda %18.37, kontrol grubunda
%18.00 olarak belirlendi. 1G/2G genotipi LAP grubunda %36.73, kontrol grubunda
%38.00 oraninda; 2G/2G genotipi ise sirasiyla %44.90 ve %44.00 olarak saptandi
(p=0.99).

MMP-1 geni -1607 bolgesi 1G allel sikligt LAP grubunda 0.367, saglikli
kontrol grubunda 0.370 olarak belirlendi. 2G allel siklig1 ise LAP grubunda 0.633,
kontrol grubunda 0.630 olarak tespit edildi (p=0.96) (Tablo 6). Calisma gruplar
arasinda genotip dagilimlar1 ve allel frekanslar1 acisindan istatistiksel olarak bir fark

saptanamadi.

Tablo 6. LAP ve kontrol grubunda MMP-1-1607 1G/2G polimorfizmine ait genotip ve allel frekansi
dagilim

LAP Kontrol
Genotip n %0 n %0
1G/1G 9 18.37 18 18.00
1G/2G 18 36.73 38 38.00
2G/2G 22 44.90 44 44.00
Toplam 49 100

p=0.99

Allel frekansi p degeri
1G 0.367 0.370 z 0.96
2G 0.633 0.630

Yas, cinsiyet, sigara durumlar1 diizenlenerek OR

1G/1G vs. 1G/12G+2G/2G 0.84(0.30-2.37;p=0.74)
Diizenlenmeden OR 1.02(0.42-2.48;p=0.96)
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Sigaranin yaratabilecegi etkileri goz Oniine alarak sigara igmeyen bireyleri
ayrica degerlendirdik. Sigara icmeyen 41 bireyin bulundugu LAP grubunda 1G/1G
genotip dagilimi %14.63, 1G/2G genotip dagilimi %39.02 ve 2G/2G genotip dagilimi
%46.34 olarak, 1G allel sikligi 0.341, 2G allel sikligi ise 0.659 olarak tespit edildi
(Tablo 7). Sigara icmeyen LAP’li hastalar ile kontrol grubunda yer alan bireylerin

genotip dagilimlar: ve allel sikliklart arasinda bir fark bulunamadi.

Tablo 7. Sigara icmeyen LAP ve kontrol grubu bireylerinde MMP-1-1607 1G/2G polimorfizmine ait
genotip ve allel frekans1 dagilimi

LAP Kontrol
Genotip n %0 n %0
1G/1G 6 14.63 18 18.00
1G/2G 16 39.02 38 38.00
2G/2G 19 46.34 44 44.00
Toplam 41 100

p=0.89

Allel frekansi p degeri
1G 0.341 0.370 z 0.64
2G 0.659 0.630

Yas, cinsiyet durumlari diizenlenerek OR

1G/1G vs. 1G12G+2G/2G 0.84(0.30-2.37;p=0.74)

Sigara icmeyen 54 bireyin bulundugu AgP grubunda ise 1G/1G genotip
dagilim1 %13.21, 1G/2G genotip dagilimi %43.40 ve 2G/2G genotip dagilimi %43.40
olarak, 1G allel siklig1 0.341, 2G allel siklig1 ise 0.659 olarak saptandi (Tablo 8). Sigara
icmeyen AgP ve kontrol grubundaki bireylerin genotip dagilimlar1 ve allel sikliklari

arasinda bir fark bulunamadai.
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Tablo 8. Sigara icmeyen AgP ve kontrol grubu bireylerinde MMP-1-1607 1G/2G polimorfizmine ait
genotip ve allel frekans1 dagilimi

LAP Kontrol
Genotip n % n %
1G/1G 8 13.21 18 18.00
1G2G 23 43.40 38 38.00
2G/2G 23 43.40 44 44.00
Toplam 54 100

p=0.69

Allel frekansi p degeri
1G 0.341 0.370 z 0.72
2G 0.659 0.630

Yas, cinsiyet durumlar1 diizenlenerek OR

1G/1G vs. 1G/12G+2G/2G 0.75(0.28-2.01;p=0.57)




5. TARTISMA

Arastirmamizda, Tiirk toplumundaki bireylerde MMP-1 geni -1607 1G/2G
polimorfizminin AgP’ye yatkinlik ile iligkisi ve genotip-fenotip iliskileri incelendi.
Calismamiz sonunda, MMP-1 geni -1607 1G/2G polimorfizminin AgP’ye yatkinlikla
iliskili olmadig1 ve 2G allel sikliginin hem AgP’li bireylerde hem de saglikli kontrol
grubunda birbirine ¢ok yakin oldugu sonucuna ulastik. Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma
Tirk toplumunda, MMP-1 geni -1607 1G/2G polimorfizminin AgP ile iliskisini

inceleyen ilk caligmadir.

Periodontal hastalik, dental plakta yer alan mikroorganizmalara karst konak
savunma mekanizmalar1 tarafindan verilen yanita bagli olarak gelisen, olusumunda
genetik ve cevresel faktorlerin de rol oynadigi kronik enflamatuvar bir hastaliktir
(Nares, 2003). Bir bireyde periodontal hastaligin olusabilmesi i¢in mikrobiyal dental
plak varligi zorunludur, ancak tek basina yeterli degildir. Hastaligin gelismesi ve
ilerlemesinde cevresel, genetik ve sistemik faktorlerin de etkileri bulunmaktadir. Dental
plakta yer alan patojen bakterilere karsi konak savunma sistemleri tarafindan
olusturulan immun ve enflamatuvar yanitlar periodontal hastalik patogenezinde biiyiik
bir oneme sahiptir ve biiyiik oranda genetik kontrol altindadir. Bu nedenle, periodontal
hastaliga sahip baz1 bireylerde goriilen asir1 diizeyde enflamatuvar yanit olusumunda

genetik farkliliklarin rol oynadig: diisiiniilmektedir (Salvi ve Lang, 2005).

Periodontal hastaliklar ile genetik faktorler arasindaki iliskiyi degerlendiren
cok sayida arastirma bulunmaktadir (Sofaer, 1990; Hassell ve Harris, 1995; Hart, 1996;
Hodge ve Michalowicz, 2001). Ikiz calismalar1 ve aile bireyleri arasinda gecis gosteren
AgP vakalari, genetik faktorlerin periodontal hastaliklarda rolii oldugunun en Onemli
kanmitidir (Spector ve ark., 1985; Stabholz ve ark., 1998; Michalowicz ve ark., 2000).
Gecmiste, AgP’nin patojenitesi yiiksek major bir genin Kkontroliinde olustugu
diisiiniilmekteydi (Saxen ve Nevanlinna, 1984; Marazita ve ark., 1994). Fakat yapilan
arastirmalar, hastaligin ortaya cikisinda hepsi kiiciik etkiye sahip birka¢ major genin
etkili oldugunu gostermistir (de Carvalho ve ark., 2009). Bugiine kadar AgP ile iliskili

oldugu diisiiniilen bir¢ok aday gen tanimlanmistir (Gwinn ve ark., 1999; Parkhill ve
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ark., 2000; Loos ve ark., 2003). Cevresel faktorler ile etkilesime giren sorumlu genlerin
kombine etkisinin AgP’ye duyarlilikta rol oynadigi diisiiniilmektedir (Meng ve ark.,
2007).

MMP’ler ekstraseluler matriksin hem fizyolojik hem de patolojik yikim
siireclerinde rol oynayan &nemli bir enzim ailesidir. Ozellikle kollajenazlar (MMP-1,
MMP-8 ve MMP-13) tip I, II ve III kollajeni parcalama yetenegine sahiptir (Murphy ve
Nagase, 2008). Periodontitisli bolgelerden elde edilen diseti dokusu ve DOS
orneklerinde saptanan kollajenaz seviyesi artisi, periodontal doku yikiminda MMP’lerin
roliinii kanitlamaktadir (Ingman ve ark.,1996; Nomura ve ark., 2000; Dahan ve ark.,
2001; Titer ve ark., 2002). Bu nedenlerle MMP genlerinin periodontitis patogenezinde

rolii olan sorumlu aday genler arasinda yer alabilecegi diistiniilmiistiir.

MMP-1 geni -1607 promotor bolgesinde bir polimorfizm varligina bagl olarak
iki farkli allel (1G/2G) meydana gelmektedir (Rutter ve ark., 1998). Bu durum
sonucunda olusan 2G alleli MMP-1 gen transkripsiyonunun ve enzim aktivitesinin
artmasina neden olmaktadir. Bu polimorfizmin farkli toplumlarda periodontal hastalikla
ile iliskisi incelenmis ve birbiriyle celisen sonuclar elde edilmistir. Sonuglarin degisik
etnik topluluklarda faklilik gosterdigi gozlenmistir. Incelenen periodontal hastaligin tiirii
ya da sigara kullanimi gibi ¢evresel faktorlere bagl olarak da sonuclarda farklilik ortaya
ciktig goriilmiistiir (Izakovi¢ova Holld ve ark., 2004; Astolfi ve ark., 2006; Cao ve ark.,
2006). Hatta, benzer etnik topluluklarinda bile hasta sayisindaki degisimlerin ya da
degerlendirme yapilirken kullanilan analiz yOntemlerindeki farkliliklarin degisik
sonuglar ortaya ¢ikmasina neden oldugu gozlenmistir (de Souza ve ark., 2003; Astolfi

ve ark., 2006).

Periodontitisli bireylerde MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin periodontal
hastaliga yatkinlikla iligskisini gosteren ¢ok sayida calisma olmakla birlikte
arastirmalarin biiylik bir kismu KP’li bireyler iizerinde yapilmistir. AgP’li bireyler
tizerinde yapilmis sadece iki calisma bulunmaktadir (Itagaki ve ark., 2004; Cao ve

ark.,2005). Hem AgP hem de KP ile ilgili yapilan caligmalar birbiriyle uyum
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gostermeyen sonucglar vermektedir. MMP-1 geni -1607 1G/2G polimorfizmininin

periodontal hastalikla iliskisini inceleyen tiim ¢alismalar Tablo 7‘de yer almaktadir.

MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin KP ile iliskisini inceleyen ilk arastirma
Brezilya toplumunda, de Souza ve ark. (2003) tarafindan yapilmistir. Caligmalarina
37°si saghikli, 24’1 orta siddette periodontitisli ve 26’s1 siddetli periodontitis olmak
tizere toplam 87 birey dahil etmislerdir. Saglikli grupta 2G allel frekansinin %48.7 iken
siddetli periodontitis grubunda % 69.2 oldugunu saptamislardir. 2G/2G genotip
dagilimini ise siddetli KP grubunda %46.15, orta siddette periodontitis grubunda %25,
saglikli grupta ise %24.3 olarak belirlenmislerdir. Arastirmacilar, Brezilya toplumunda
sigara igmeyen siddetli KP’li bireyler ile MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin iligkili
oldugunu ifade etmislerdir. Astolfi ve ark. (2006) hasta sayisini artirarak, 114 sigara
icmeyen KP’li ve 109 periodontal agidan saglikli Brezilyali bireyden olusan toplulukta
MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizmini yeniden incelemislerdir. Periodontitisli grupta 2G
allel sikliginin %58.8, kontrol grubunda %54.1 oldugunu, 2G/2G genotip dagiliminin
hasta grubunda %36.8, saglikli grupta ise %30.3 oldugunu bildirmislerdir. Her ne kadar
2G/2G genotip dagiliminin hasta grubunda daha yiiksek oldugunu belirtseler de,
dagilimm hasta ve kontrol gruplarinda benzerlik gosterdigini ve periodontitise
yatkinliga yol acamayacagini ifade etmislerdir. Arastirmacilar, Brezilya toplumunda
yapilan iki ¢calisma sonunda farkli sonuglar elde edilmesinin incelenen birey sayisindaki

ve/ya uygulanan metodolojideki farkliliktan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

KP ile MMP-1 promotor -1607 bdlgesi polimorfizminin incelendigi bir baska
calisma Izakovicova-Holla ve ark. (2004) tarafindan Cek toplumu iizerinde yapilmistir.
2G/2G genotip dagilimlar incelendiginde, KP’li grupta oranin %15.8, kontrol grubunda
%22.4 oldugunu bildirmislerdir. 2G allel sikligmmin ise KP grubunda %39.1 iken
kontrol grubunda % 46.2 oldugunu rapor etmislerdir. Arastirma sonucunda 1G allel

sikliginin KP’li bireylerde kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Itagaki ve ark. (2004) yaptiklart calisma ile Japon toplumunda MMP-1
promotor -1607 bolgesi polimorfizminin farkli periodontal hastaliklarla iliskisini

incelemislerdir. Arastirmalarina 37 GAP, hafiften siddetliye kadar ¢esitlilik gosteren KP



55

hastasi ile 142 periodontal acidan saglikli bireyi dahil etmislerdir. 2G/2G genotipine
sahip olanlarin oraninin AgP’lilerde %35.1, KP’lilerde %47.3, periodontal agidan
saglikli bireylerde ise %41.5 oldugunu tespit etmislerdir. 2G allel sikliginin ise AgP, KP
ve saglikli bireylerde sirasiyla %58.1, %67.3 ve %63.4 oldugunu saptamislardir.
Arastirmacilar 2G/2G genotipi dagiliminin Japon toplumunda Beyaz irka oranla
yaklagik iki kat fazla oldugunu belirtmislerdir. Fakat yine de Japon toplumunda genotip
dagilim, allel siklig1 ve tasiyicilik oranlar1 arasinda belirgin bir fark bulunmadigini ve
buna bagl olarak da MMP-1 promotor -1607 polimorfizminin periodontitise yatkinlikla

iliskisinin olmadigini bildirmislerdir.

MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizminin GAP ile iligkisini Cin toplumu iizerinde
inceleyen Cao ve ark. (2005), arastirmalarina 40 GAP’li ve 52 periodontal agidan
saglikli birey dahil etmislerdir. Elde ettikleri verilere gore 2G allelinin GAP’li
bireylerde (%68.7), kontrol grubuna (%49) oranla belirgin sekilde yiiksek oldugunu
ifade etmislerdir. 2G/2G genotipi dagiliminina baktiklarinda, oranin GAP’li bireylerde
%52.5 iken kontrol grubunda %?23.1 oldugunu bildirmislerdir. Elde ettikleri veriler
1s51g¢inda, 2G/2G genotipine sahip bireylerde hastalik gelisme riskinin 1G/1G ya da
1G/2G genotipine sahip bireylere oranla ii¢ kat fazla oldugunu belirtmislerdir. Cin
toplumunda MMP-1 promotor -1607 bolgesi polimorfizminin GAP i¢in risk faktorii
olabilecegi fikrini desteklemektedir. Yine Cao ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, bu
kez MMP-1 geni promotor -1607 polimorfizminin Cin toplumunda KP’li ile iliskisini
arastirmislardir. Calismalarina 60 KP’li, 50 periodontal agidan saglikli bireyi dahil
etmiglerdir. 2G allel sikliginin KP’lilerde %73.4, saglikli bireylerde ise %49 oldugu
sonucuna ulagsmislardir. 2G/2G genotipinin kontrol grubunda %24 iken hasta grubunda
%58.5 oldugunu ifade etmislerdir. Bu sonuclara gore 2G alleline sahip bireylerde KP
gelisme riskinin ii¢ kat daha fazla oldugu ve 2G/2G genotipine sahip bireylerde siddetli
kronik periodontitis gelisme riskinin dort kat fazla oldugunu bildirmislerdir. Cao ve ark.
Cin toplumunda, MMP-1 1G/2G polimorfizminin hem AgP hem de siddetli KP ile de
iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.

Tiirk toplumunda MMP-1 geni promotor -1607 bolgesindeki polimorfizmi ile

KP’nin iligkisini inceleyen iki ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan ilki Pirhan ve ark.
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(2008) tarafindan yapilan ¢alismadir. Arastirmalarina 102 KP hastasi ile periodontal
acidan saglikli 98 birey dahil etmislerdir. MMP-1 geni promotor -1607 bdlgesindeki
1G/2G polimorfizmine ilaveten promotor -519 bolgesi A/G polimorfizmini de
incelemislerdir. MMP-1 geni -1607 bolgesinde 2G/2G genotipine sahip bireylerin
oraninin KP’li bireylerde %17.8, saglikli bireylerde %11.4 oldugunu, 2G allel sikliginin
da KP’li grupta %33.7, saglikli grupta ise %25.3 oldugunu ifade etmislerdir. Calisma
gruplar1 arasinda genotip dagilimlart agisindan 6nemli bir fark bulunmadigin
belirtmislerdir. Fakat, 2G allel sikliginin KP’li grupta saglikli gruba oranla daha yiiksek
oldugunu ve istatistiksel olarak sinirda bir iligki gosterdigini bildirmislerdir. MMP-1 -
519 AA, AG ve GG genotip dagilimlarinin caligma gruplari arasinda farklilik
gostermedigini bildirmislerdir. AA, AG ve GG genotipinin oranlarini periodontitisli
grupta sirastyla %52, %39.2 ve %8.8 olarak, saglikli grupta ise sirasiyla %51.5, %41.3
ve %7.2 olarak saptamiglardir. Oranlarin birbirine ¢ok yakin oldugunu
gozlemlemislerdir. Elde edilen tiim veriler 1s1ginda arastirmacilar -1607 1G/2G ve -519
A/G genotip dagilimlarinin periodontitisli ve saglikli bireylerde benzerlik gosterdigini
sonucuna varmiglardir. Atagman seviyesi 4-6 mm arasinda degisen bolgelerde cerrahi
olmayan periodontal tedavi sonrasi, MMP-1 -519G alleli tasiyan bireylerde DOS MMP-
1 diizeylerinin AA genotipi tasiyanlara oranla daha yiiksek oldugunu ifade etmislerdir.
Sonug olarak, -519 AG ve GG genotiplerinin periodontal tedaviye yamt verilmesinde
rol oynayabilecegini belirtmislerdir. Ayrica, -1607 2G alleli tasiyicilarimin Tiirk

toplumunda KP gelisimine daha yatkin olabilecegini ifade etmislerdir.

Ikinci calisma ise Ustiin ve ark. (2008) tarafindan yapilmustir. Orta siddetli ve
siddetli KP’li 126 hasta ile periodontal acidan saglikli 54 birey iizerinde
gerceklestirdikleri arastirma sonucunda 2G/2G genotipinin saglikli grupta %?27.8, orta
siddette KP grubunda %23.8, siddetli periodontitis grubunda ise %29.8 oldugunu ifade
etmislerdir. 2G allel frekanslarim ise saglikli grupta %53.8, orta siddette periodontitis
grubunda %51.2, siddetli periodontitis grubunda ise %57 olarak saptamislardir. MMP-1
-1607 1G/2G polimorfizminin KP’ye yatkinlikla iligkili olmadig1 sonucuna
varmislardir.

Yapilan iki caligmanin sonuglar karsilastirildiginda, Tiirk toplumunda KP ile

MMP-1 geni -1607 polimorfizminin iligkisinin farkli sonuglar verdigini gérmekteyiz.
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Pirhan ve ark. (2008) 2G allelinin KP’ye yatkinlikla sinirda bir iliskisi oldugunu
belirtmigken, Ustiin ve ark. (2008) 1G/2G polimorfizminin KP ile iliskisi bulunmadigini
ifade etmislerdir. Ustiin ve ark. (2008)’nin saptadigi 2G allel frekansi Pirhan ve ark.
(2008)’nin allel frekansindan 1.7 kat fazladir. Ustiin ve ark. (2008)’ nin calismasinda
2G/2G genotip dagilimi Hardy-Weinberg esitliginde ve %29.8 olarak, Pirhan ve ark.
(2008)’nin ¢alismasi ise %17.8 olarak tespit edilmistir ve Hardy-Weinberg esitliginde
olmadig bildirilmistir. Hardy-Weinberg esitliginde sapma istatistikte rastlantisal olarak
gerceklesebilmektedir. Ancak, 6zellikle kontrol grubunda goriilen sapmalar laboratuvar

hatalar olabilecegine isaret etmektedir.

Calismamiza 65’1 AgP’li, 100’1 periodontal agidan saglikli olmak iizere toplam
165 birey dahil edilmistir. AgP’li grubun 49’u LAP, 16’s1 ise GAP’li bireylerden
olugsmaktadir. AgP  hastalarnm1  kendi i¢inde gruplandirmadan  yaptigimiz
degerlendirmede 2G/2G genotipi dagiliminin AgP’li grupta %41.54, saglikli kontrol
grubunda ise %44; 1G/1G dagiliminin sirasiyla %15.38 ve %18.0; 1G/2G dagiliminin
ise yine sirastyla %43.08 ve %38.0 oldugu tespit edilmistir. Calisma gruplar1 arasindaki
oranlarin birbirine yakin ¢ikmasi nedeniyle istatistiksel agidan bir fark bulunamamustir.
2G allel sikligr ise AgP’li grupta %63.1, kontrol grubunda %63 olarak saptanmustir.
Allel siklig1 acisindan calisma gruplarinin birbirine son derece yakin sonuclar vermis
olmas1 nedeniyle istatistiksel olarak fark bulunamamistir. Yapilan degerlendirmede

calismamizdaki genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg esitliginde oldugu gozlenmistir.

Allel sikliklar agisindan karsilastirildiginda, AgP ve kontrol grubumuzdaki 2G
allel siklig1 degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugunu gozlemledik. 2G allel sikligimiz
KP’li Tiirk topluluklarindaki degerler ile karsilastirildiginda, Ustiin ve ark. (2008)’na
oranla 1.1 kat, Pirhan ve ark. (2008)’na oranla ise 1.87 daha yiiksek ¢cikmistir. Astolfi ve
ark (2006) nmin KP’li Brezilyali toplumda rastladiklar1 2G allel sikligi calismamiz
sonucuna en yakin olan degerdir. 2G allel sikligimiz sirasiyla Itagaki ve ark (2004) nin
AgP’li Japon toplumunda, Cao ve ark (2005) nin AgP’li Cin toplumunda, de Souza ve
ark (2003)’min KP’li Brezilya toplumunda ile Ustiin ve ark.(2008)’min KP’li Tiirk
toplumunda saptadiklar1 2G allel sikligina yakinlik gostermektedir. Izakovicova-Holla
ve ark (2004)’min KP’li Cek toplumunda tespit ettikleri degerler ile Pirhan ve ark.
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(2008)’'min KP’li Tiirk toplumunda elde ettikleri degerler 2G allel siklig1 agisindan

calisgmamiza en uzak gruplari olusturmaktadir.

2G/2G genotip dagilimi acisindan bakildiginda, Pirhan ve ark. (2008)’nin KP’li
Tirk toplumunda rastladiklari oran %17.8 iken bizim AgP’li bireylerden olusan
grubumuzda oran %41.54’tiir. Ustiin ve ark (2008)’nin 2G/2G dagilimi ise KP’li grupta
%?29.8 olarak tespit edilmistir. Bizim verilerimizle karsilastirildiginda arada oldukga
belirgin bir fark oldugu goze carpmaktadir. Calismamizdaki hasta grubunun AgP’li
bireylerden olugmasinin sonuglardaki farkliligin nedeni oldugunu diisiiniiyoruz. AgP’li
Cin toplumunda 2G/2G dagilimi bize gore daha yiiksek bir oranda (%52.5)
gozlenmektedir (Cao ve ark., 2005). Japon toplumundaki dagilim (%35.1) ise bize en
yakindir (Itagaki ve ark., 2004). KP’li Brezilya toplumunda yapilan ilk (%46.15) ve
ikinci incelemelerden (%36.8) elde edilen 2G/2G genotip dagilim oranlart da oldukca
yakindir (de Souza ve ark., 2003; Astolfi ve ark., 2006). Tipki 2G allel frekansinda
oldugu gibi Izakovicova-Holla ve ark. (2004) ile Pirhan ve ark.(2008)’nin 2G/2G

genotip dagilimi ¢calismamiza en uzak gruplar1 olusturmaktadir.

Tiirk toplumunda MMP-1 geni promotor - 1607 bolgesinde yer alan
polimorfizmin KP ile iliskisini degerlendiren calismalar birbiriyle celisen sonuglar
vermistir. Ustiin ve ark.(2008) 1G/2G polimorfizminin KP ile iliskisinin bulunmadigin1
vurgularken, Pirhan ve ark. (2008) 2G allelinin KP’ye yatkinlikla sinirda bir iligkisi
olabilecegini ifade etmislerdir. Bizim ¢alismamiz da -1607 1G/2G polimorfizmi ile AgP

arasinda herhangi bir iliskinin varligini gdsterememistir.

Arastirmamizda inceledigimiz MMP-1 geni -1607 1G/2G polimorfizmi ile AgP
arasinda bir iligki bulunamamasi, MMP-1 geni promotor bdlgesinde yer alan diger
polimorfizmlerin AgP ile arasinda herhangi bir iliski bulunup bulunamayacagi sorusunu
aklimiza getirmektedir. Periodontitis gibi kompleks genetik hastaliklarda, hastaliga
yatkinlikta ¢ok sayida gende goriilen polimorfizmlerin kombine etkisinin rol oynadigi
goriisli bu fikrimizle bagdagmaktadir (Shapira ve ark., 2005).

AgP gibi periodontal hastaliklar multifaktoriyel hastaliklardir, yani hastaligin

patogenezinde hem genetik hem de cevresel faktorler rol almaktadir. Hastaligin genetik
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olarak kompleks olmasi, patogenezinde birden fazla genin rol oynamasi, yapilan genetik
iliskilendirme calismalarinin replikasyonunu giiclestirmektedir. Bazen ayni irkta yapilan

caligmalar bile farkli sonuclar dogurmaktadir.

Periodontal hastalikta rol oynayan en 6nemli ¢evresel faktor sigaradir (Kinane
ve Radvar, 1997; Tonetti ve Mombelli, 1999; Meisel ve ark., 2004). Sigara subgingival
flora ekolojisini direkt etkileyebildigi gibi, kullanicilarin agiz hijyeni islemlerine dikkat
etmemeleri ve plak birikimlerinin fazla olmasi sebebiyle indirekt olarak da periodontal
hastalig1 etkileyebilmektedir. Sigara icenlerde cep derinligi, klinik atasman kaybi ve
diseti cekilmesinin arttig1 kanitlanmis bir gercektir. Sigara kullaniminin dozu ve siiresi
risk oranim1 artirmaktadir (Mizrak ve Kaya, 2005). Kornman ve ark. (1997) yaptiklari
arastirmada, sigara icmeyen bireylerde, IL-la ve IL-1B polimorfizmlerinin siddetli
erigskin periodontitisi ile iligkili oldugunu kanitlamislardir. Fakat, sigara icen bireylerde
IL-1 gen polimorfizmi ile KP arasinda bu tip bir iliskinin s6z konusu olmadigim
ozellikle belirtmislerdir. Bu sonug, sigaranin periodontitis gelisimi i¢in 6nemli bir risk
faktorii oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, periodontitise genetik yatkinligi
degerlendirirken sigara kullanmayan bireyler ile calismak daha dogru sonuglar elde
edilmesine imkan tanimaktadir. Ciinkii var olan yikimin periodontal hastaliga m1 yoksa
sigaraya m1 bagh olarak gerceklestiginin ayrimimi yapmak zordur. Bahsi gecen tiim
nedenlerden dolay1r c¢alisma gruplarimizi olustururken sigara icmeyen bireyleri
arastirmamiza dahil etmeye calistik. Ancak hasta sayimizi yiiksek tutmak istememiz
nedeniyle sigara icen 11 kisiyi AgP grubumuza dahil ettik. Sigaranin yaratabilecegi
etkileri gz Oniine alarak analizlerimizi ayni zamanda sigara icmeyen grupta yaptik.
Sigara i¢gmeyen tiim AgP’li bireylerin (p=0.57) yaninda, sigara icmeyen LAP’li
(p=0.74) bireylerin ayrica incelendigi calismamizda, her iki degerlendirme sonunda
hasta ve kontrol gruplarinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamustir. Ayrica biitiin verilerin analizi yapilirken, periodontal hastaligin
etiyolojisinde etkili olan yas, cinsiyet, sigara gibi diger cevresel risk faktorleri lojistik

regresyon analizinde diizeltici faktorler olarak degerlendirilerek analiz yapilmistir.

Calismamizin limitasyonlarindan bir digeri, AgP (28.6406+5.8448) ile kontrol
(24.8686+4.5036) grubunda yer alan bireylerin yas ortalamalar1 birbirine yakin
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olmasina ragmen, arada istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasidir. Kontrol
grubunda yas araligi 17 ila 45 arasinda degismektedir. Ozellikle LAP’de hastaligin
baslama yasinin ergenlik donemi oldugunu diisiiniirsek kontrol grubundaki bireylerde,
eger bu kisiler bir risk grubuysa, hastaligin bu yasa kadar ortaya ¢ikmasi gerekirdi. Bu
sorun, yasin lojistik regresyon analizinde bir degisken olarak ele alinmasi ile bertaraf

edilmeye calisilmistir.

Diger bir limitasyonumuz ise LAP ve GAP’li hastalarin birlikte analiz
edilmesidir. Bu iki hastalik farkli genetik faktorlerden etkilenebilmektedir, ancak her
iki hastalikla ortiisen genetik faktorlerin olabilecegine dair deliller de bulunmaktadir (de
Carvalho ve ark., 2009). Calismamizda bu hastaliklarin birlikte ya da ayri1 analiz
edilmeleri sonuclar1 degistirmemistir. Yapilan bir arastirmada LAP’lerin bireylerin
yaklasik %35’inde hastaligin zamanla GAP’ye ilerledigi gozlenmesi bu iki hastaligin
benzer etiyolojiye sahip olabilecegine desteklemektedir (Brown ve ark., 1996). AgP’nin
alt tiirleri olan LAP ve GAP’nin aslinda birbirinden farkli iki hastalik olabilecegini ifade
eden bir goriis de bulunmaktadir (Armitage ve Cullinan, 2010). Bu goriise gore LAP
erken yaslarda baslamasi, etkilenmis dis yiizeylerinde sadece ince bir biyofilm tabakas1
bulunmas: ve klinik olarak diisiik derecede enflamasyon gostermesi ile GAP’den
ayrilmaktadir. Yine LAP ve GAP’ye ait subgingival mikroflorada (Armitage, 2010) ve
genetik risk faktorlerinde (Shapira ve ark., 1994) goriilen baz1 farkliliklar da bu goriisii
desteklemektedir. GAP, cogunlukla 30 yas altindaki bireyleri etkileyen (hastalarin yasi
bazen daha ileri olabilir), LAP’nin tersine dis yiizeylerinde yogun plak birikimi ve
siddetli enflamasyonla karakterize bir hastaliktir (Baer ve ark., 1971). GAP eskiden
generalize erken yerlesimli periodontitis ana bashigi altinda gecen, generalize juvenil
periodontitis ve hizli ilerleyen periodontitisin giiniimiizdeki karsiligidir (Tonetti ve
Mombelli, 1999). Bu hastaliklar karmagik bir yapi sergilediklerinden dolay:r klinik
goriiniimlerinin ve tedaviye verdikleri yanitin ayrimini yapmak olduk¢a zordur. Bazen
ileri yastaki bireylerde goriilen siddetli yikimlarin GAP mu yoksa siddetli KP mi
oldugunu ayirt etmek de problem olabilmektedir. Dissiz bireyler i¢in de durum
benzerdir. Bu nedenle heterojen yap1 gosteren ve en siddetli periodontitis tiirii olan GAP
teshisi koyarken tiim bu noktalar goz oniinde bulundurulmalidir. LAP ise daha 6zgiin

bir karakteristige sahiptir. Ozgiin kriterlerin varlign LAP teshisi koymak icin yeterlidir.
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Bu nedenle LAP’nin diger periodontitis tiirleri ile ayrimin1 yapmak daha kolaydir.
Homojen bir yapiya sahip olan LAP’li bireylerin MMP-1 1G/2G polimorfizmini
degerlendirmede daha dogru sonuclar verecegini diisiindiigtimiiz icin LAP ve kontrol
grubunu ayrica degerlendirmeye aldik. LAP’li bireyler ile kontrol grubu kendi icinde
tekrar degerlendirildiginde ortaya ¢ikan sonuglar yaptigimiz genel degerlendirme ile
birbirine ¢ok benzemektedir. LAP grubunda 2G/2G genotip dagilimi %44.9, 2G allel
siklig1 ise %63.3 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda 2G/2G genotip dagilimi
orani (%44) ve 2G allel siklig1 (%63) sabittir.

MMP-1 gen transkripsiyonunun sitokinler, hormonlar, biiyiime faktorleri,
konak savunma sistemi elemanlar1 ve bakteriyel iiriinler gibi ¢cok sayida yerel faktoriin
kombine etkisi altinda diizenlenmesi bir baska neden olarak diisiiniilebilir (Woessner ve
Nagase, 2000). Ayrica, MMP-1 gibi bazi MMP’ler ortak ekstraselluler matriks
substratlarina sahiptir (Zhou ve ark., 2000). Bu tiir durumlarda MMP’ler birbirinin
fonksiyonunu kompanse edebilmektedir. Kompansasyon mekanizmasinin devreye

girmesi 1G/2G polimorfizminin, hastalig1 etkileme kapasitesinde azalmaya yol acabilir.

MMP enzim ailesinde c¢alisilan polimorfizmlerin biiyiik bir kismi, genlerin
promotor bolgelerinde yer alan SNP’lerdir. Promotor bolgede yer alan polimorfizmler
genin transkripsiyon seviyesini artirmaktadir. Bunun bir sonucu olarak da enzim
etkinliginin arttig1 diisiiniilmektedir. Periodontitiste meydana gelen doku yikimi
kollajenolitik aktivitenin artisina bagl olarak gerceklesmektedir. Ancak, yikimdan
sorumlu olan enzim etkinligindeki artis sadece genetik faktorlerin kontrolii altinda
degildir. Periodontal doku yikimi bakteriyel enfeksiyondan konak yanitina kadar
degisen c¢ok sayida basamak sonunda gerceklesmektedir. Her basamakta farkli
mekanizmalar rol oynamaktadir. Sitokin, MMP ve TIMP’ler bu mekanizmalardan
bazilarinda diizenleyici gérevi yapmaktadir. Ornegin, MMP’lerin TIMP’ler tarafindan
ihbibe edilmesi, enzim etkinligini degistirebilmektedir (Birkedal-Hansen, 1993; Sorsa

ve ark., 2004).

Sonug olarak arastirmamizda, MMP-1 -1607 1G/2G polimorfizmi ile AgP’nin
Tirk toplumundaki iligkisini degerlendirdik. Arastirmamiz, MMP-1 geni -1607
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polimorfizminde gerek 1G/2G genotip dagilimi, gerekse 2G allel siklig1 agisindan AgP
ve saglikli kontrol grubu arasinda bir fark olmadigim ortaya koymustur. MMP-1 geni
biyolojik olarak periodontal hastaligin etiyolojisinde iyi bir aday gen olmasina ragmen
bizim calismamiz bu hipotezi dogrulamamaktadir. Ancak, MMP-1 genindeki diger
polimorfizmleri de inceleyen daha kapsamli c¢alismalar yapilmadan MMP-1 geninin
periodontal hastaligin etiyolojisindeki rolii konusunda bir sonuca varmak miimkiin

degildir.
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Tablo 9. MMP-1 geni -1607 1G/2G polimorfizmininin periodontal hastaliklar ile iligkisi

Arastirma Hastahk | MMP-1- | MMP-1- | MMP-1 | 1G Alleli | 2G Alleli
tiirii 1607 1607 -1607 (%) (%)
1G/1G 1G2G 2G/2G
(%) (%) (%)

de Souza ve | Siddethi | 7.7 46.15 46.15 30.8 69.2
ark. (2003) KP
Brezilya Kontrol | 27.0 48.7 24.3 51.3 48.7
Astolfi ve ark | Siddetli | 19.3 43.9 36.8 41.2 58.8
(2006)Brezilya. | KP

Kontrol | 22.0 47.7 30.3 45.9 54.1
Izakovicova- KP 37.6 46.6 15.8 60.9 39.1
Holla ve ark | Kontrol | 30.1 47.4 224 53.8 46.2
(2004) Cek
Itagaki ve ark. | KP-AgP | 12.7-18.9 | 40.0-46.0 | 47.3-35.1 | 32.7-41.9 | 67.3-58.1
(2004) Japon Kontrol | 14.8 43.7 41.5 36.6 63.4
Cao ve ark.| AgP 15.0 325 52.5 31.3 68.7
(2005) Cin Kontrol | 25.0 51.9 23.1 51.0 49.0
Cao ve ark. | Siddethi |9.8 31.7 58.5 26.6 73.4
(2006) Cin KP

Kontrol | 26.0 50.0 24.0 51.0 49.0
Pirhan ve ark. | KP 50.5 31.7 17.8 66.3 33.7
(2008) Tiirk Kontrol | 60.8 27.8 11.4 74.7 25.3
Ustiin ve ark. | Siddetli | 17.9 52.4 29.8 43 57
(2008) Tiirk KP

Kontrol | 20.4 51.9 27.8 46.2 53.8
Calismamiz AgP 15.38 43.08 41.54 36.9 63.1
(2010) Tiirk Kontrol | 18.0 38.0 44.0 37.0 63.0




6. SONUCLAR

1. Agresif periodontitis ve periodontal acidan saglikli kontrol grubunda MMP-1 geni -
1607 1G/2G genotip dagilimlar1 farklilik gostermemistir.

2. Agresif periodontitis ve saglikli kontrol grubu cinsiyet dagilimi agisindan farklilik
gostermemistir.

3. Agresif periodontitis ve saglikli grup, MMP-1 geni 2G allel siklig1 agisindan farklilik
gostermemistir.

4. Lokalize agresif periodontitis ve saglikli kontrol grubunda MMP-1 geni -1607 1G/2G
genotip dagilimlart farklilik géstermemistir.

5. Lokalize agresif periodontitis ve saglikli kontrol grubu MMP-1 geni 2G allel siklig1
acisindan farklilik géstermemistir.

6. Agresif periodontitis ve saglikli grup sondalanan cep derinligi, sondalamada kanama
ve plak indeksi acisindan degerlendirildiginde, sonuclar tiim klinik bulgularin agresif

periodontitis grubunda onemli derecede yiiksek oldugunu gostermistir.
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EK 1.Genetik Terminoloji

Genetik konularinin daha rahat anlasilabilmesi i¢in kullanilan terminolojinin
bilinmesi biiyiik onem tasimaktadir. Siklikla kullandigimiz bazi terimlerin anlamlari su
sekildedir:

Allel: Genlerin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan biri.

DNA (Deoksiriboniikleik asit): Canli organizmalarin yap1 ve fonksiyonlarindan sorumlu
genleri kodlayan ve genetik bilginin kusaktan kusaga aktarilmasini saglayan molekiil.
Ekzon: mRNA’da bulunan genin transkripsiyona ugrayan bolgesi.

Fenotip: Genotip ve i¢inde bulundugu c¢evrede gozlenen biyokimyasal, fizyolojik ve
morfolojik karakterler.

Gen: Kaliimda fonksiyonel iiriin i¢in gerekli olan kromozomal DNA dizisi.

Genotip: Bir lokustaki tiim alleller ya da fenotipten ayr olarak kisinin genetik yapisi.
Heterozigot: Bir genin belli bir lokusunda iki farkli allel tasiyan kisi veya genotip.
Homozigot: Bir genin belli bir lokusunda ayni allelleri tagiyan kisi ya da genotip.
Intron: Bir genin baslangicta transkripsiyona ugrayan ancak primer RNA dizisinde iki
yanindaki ekzonlarin birlesmesi sirasinda ¢ikarilan DNA dizisi.

Kromozom: Kromatinden olusan, DNA tastyan hiicre ¢ekirdegindeki ipliksi yapilar.
Lokus: Bir genin kromozom iizerindeki pozisyonu. Lokusta genin farkl sekilleri (allel)
yerlesik olabilir.

Mutasyon: Genomik DNA dizisinde kalic1 ve kalitilan degisiklik.

Polimorfizm: Tekrarlayan mutasyon sonucu meydana gelme olasiligindan daha yiiksek
oranda iki veya daha fazla genotip alternatifinin toplumda birlikte goriilmesi.

Primer: Tek iplikli DNA kalibina hibridize olarak DNA polimerazin kaliba
komplementer DNA sentezletmesi amaciyla serbest DNA ucu saglayan oligoniikleotit.
Promotor: Genin 5’ ucunda transkripsiyonun baglatildigi DNA dizisi.

Restriksiyon  Parca  Uzunlugu  Polimorfizmleri(Restriction — Fragment Length
Polymorphism)(RFLP): Bireylerde restriksiyon endoniikleaz enzimleri tarafindan
belirlenebilen DNA dizilerindeki polimorfik degisiklik.

Tek niikleotit polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)(SNP): Tek bir baz dizisi
degisikligine bagli DNA’daki polimorfik diziler.



78

ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
_ TIP FAKULTESI
ETiK KURUL BASKANLIGI

Sayt: EK: 4 29.12.2006

Sayin DULELf KONAS

Etik kurulumuza sunmus oldugunuz “Matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1) gen
polimorfizminin agresif periodontitis ile iligkisi” baghikh ila¢ dig1 aragtirma projeniz ile ilgili
degerlendirme ¢alismalan sonuglandiriimistir.

Projeniz amag. gerekge. yaklasim ve yontemle ilgili agiklamalanimzi dikkate alarak
degerlendirilmis olup, OMU Tip Fakiiltesi Etik Kurul yonergesinin 5. maddesi geregi
sorumluluk aragtirmacilara ait olmak iizere ve 6 ayda bir etik kurula bilgi verilerek etik yonden
uygulanabilir olduguna aragirma tamamlandiktan sonra sonucunun etik kurulumuza
bildirilmesi geregine 25.12.2006 tarihli etik kurulumuzda oy birligi ile karar verilmistir.

Ancak DNA ekstraksiyonu i¢in 20ml kan &rneg@i fazla bulunmugtur. Bu miktarin
azaltilmasi. goniillii olur formunuzun yeniden diizenlenmesi ve biitge hesaplanimzin kontrol
edilmesinden ve biitgenize fon destegi saglandiktan sonra aragtirmaniz igin etik kurul
olur’'umuz size verilecektir.

i
-

Bilgilerinize rica ederim. T e
M
Prof.Dr.Yiiksel KESIM

Etik Kurul Bagkam

Ekil. Alt: aylik bildirim formu
2. Sonug Raporu



OZGECMIS

7 Ekim 1981 yilinda Samsun’da dogdum. {lkokulu 23 Nisan ilkégretim Okulu’nda
okudum. Orta 6grenimimi Samsun Anadolu Lisesi’nde tamamladim. 1999 yilinda Istanbul
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’ne girdim ve 2004 yilinda mezun oldum. 2004 Eyliil
ayinda Ondokuz Mayis Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim
Dali’nda doktora egitimime basladim. 2005 Eyliil ayinda atandigim Arastirma Gorevlisi

kadrosunda halen calismaya devam etmekteyim.



