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OZET

PERIODONTITISLI HASTALARDA KALSITONIN GEN-ILISKILI PEPTID
(CGRP) GEN POLIMORFIZMININ INCELENMESI

Amir Masoud BOZORGI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Periodontoloji Ana Bilim Dali
Doktora, Aralik/2022
Danisman: Prof. Dr. Umur SAKALLIOGLU

Amagc: Ginlmuzde periodontal hastaliklarin patogenezi ve patolojisinde gen
polimorfizmlerinin potansiyel etkileri bilinmektedir. Caligmamizda, bu anlamda
literatiirde yeterli veri olmayan, CGRP gen polimorfizmi ve neden olabilecegi
fenotipik degisikliklerin periodontitis tizerine etkisi arastirilmistir.

Materyal ve Metot: Elli periodontitisli ve 50 periodontal saglikli birey
caligmaya dahil edildi. Bu popiilasyon 18 yas tsti, sistemik saglikli, sigara
kullanmayan ve akraba olmayan goniilliilerden olusturuldu. Periodontal muayene ve
degerlendirmelerle Periodontitis ve Kontrol ¢caligsma-gruplari belirlendikten sonra her
gruptan alinan kan o&rneklerinde CGRP geni -624 (T/C)/-590 (C/G) bolge
polimorfizmleri, DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu islemiyle
cogaltma sonrasinda DNA sekans dizileme islemiyle incelendi. Gruplarin Silness-L0e
plak indeksi (PI), Loe-Silness gingival indeksi (GI), sondalamada kanama (SK), cep
derinligi (CD) ve klinik atagsman seviyesi (KAS) verileri ¢alisma parametreleri olarak
kullanilarak polimorfizm-periodontal durum iliskisi degerlendirildi.

Bulgular: CGRP geni -624 (T/C)/-590 (C/G) bolge polimorfizimleri 2 grup
arasinda genotip dagilimlar1 (p= 0.175) ve alel ferekanslar1 (p= 0.0614) agisindan

anlamlhi bir fark gostermedi. Klinik parametreler ve genotipler arasindaki iliski
degerlendirildiginde ise gruplarda bu anlamda da bir fark bulunmadi (p> 0.05).

Sonug¢: Calismamiz  smirlart  dahilinde  bulgularimiz, CGRP  geni
-624 (T/C)/-590 (C/G) bolge polimorfizmlerinin periodontitis olusumunda etkili
degisimlere yol agmadig fikrini desteklemektedir.

Anahtar Soézcukler: Periodontitis, Noropeptid, CGRP, Genetik polimorfizm



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CALCITONIN GENE-RELATED PEPTIDE (CGRP) GENE
POLYMORPHISM IN PATIENTS WITH PERIODONTITIS

Amir Masoud BOZORGI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Periodontology
Ph.D., December/2022
Supervisor: Prof. Dr. Umur SAKALLIOGLU

Aim: Potential effects of gene polymorphisms on the pathogenesis and
pathology of periodontal diseases are known at the present time. In our study, the
impact of CGRP gene polymorphism and the possible phenotypic alterations it may
cause on periodontitis, on which inadequate data are provided to literature in this
regard, has been investigated.

Material and Methods: Fifty individuals with periodontitis and 50 individuals
without periodontitis were included in the study. This population was composed of
volunteers that were >18 years of ages, with systemic health, non-smoker and
unrelated genetically. Following allocation of Periodontitis and Control study-groups
by periodontal examination and assessments, the CGRP gene -624 (T/C)/-590 (C/G)
region polymorphisms were investigated in the blood samples taken from the groups,
by first DNA isolation and Polymerase Chain Reaction amplification and then by DNA
sequencing procedures. Silness-Loe plaque index (PI), Loe-Silness gingival index
(GI), bleeding on probing (BOP), pocket depth (PD) and clinical atachment level
(CAL) data of the groups were utilized as the study parameters for the evaluation of
polymorphism-periodontal condition relationship.

Results: There were no significant differences between the CGRP gene
-624 (T/C)/-590 (C/G) region polymorphisms of 2 groups, as the genotype
distributions  (p= 0.175) and allele frequencies (p= 0.0614). When the relationship
between the clinical parameters and genotypes was evaluated, it was also not
significant differences between the groups (p> 0.05).

Conclusion: Our findings, under the limits of our study, suggest that CGRP gene
-624 (T/C)/-590 (C/G) region polymorphisms may not entail alterations that are
effective in periodontitis formation.

Keywords: Periodontitis, Neuropeptide, CGRP, Genetic polymorphism
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1. GIRIS

Periodontal hastaliklar, mikrobiyal dental biyofilmin primer etiyolojik faktor
olarak gorev aldigi, cevresel faktorler ve konak cevabinin bu etiyolojik faktorle
etkilesimi neticesinde gelisen ve patolojisinde de periodonsiyumda degisik diizeylerde
yikimlarla karakterize enflamatuvar hastaliklardir. Periodontitis ise bu hastalik grubu
icinde doku yikimi en ileri diizeyde goriilen tipidir (Dommisch and Kebschull, 2015;
Kinane et al., 2008). Periodontitis atasman ve alveol kemigi kaybi ile birlikte, baglanti
epitelinin apikale migrasyonu ile karakterizedir. Esasen periodontal enflamatuvar
sure¢ hastaligin yayilimini sinirlamak i¢in aktive olmakla birlikte, bu yararli etkisinin
yani sira doku yikimina da yol acar. Enflamatuvar cevap gesitli faktorler tarafindan
baslatilabilir (Engebreston et al., 2003). Periodontal hastalik patogenezinde ve
periodontal hastaliklarin patolojisinde, 6zellikle enfektif bir antite olmasi nedeniyle,
mikrobiyal dental plak temelli bir tetikleme sartken, konak yanitinin da ¢cok degiskenli
ve karmasik bir sekilde hastalik siirecinde rol oynamasi sz konusudur. Bu agidan
bakildiginda periodontitis, fenotipi etkilenen bireydeki genetik yapi ve gevresel
etkenler ile sekillenen karmasik bir epigenetik hastalik olarak da degerlendirilebilir
(Hartung et al., 1986).

Son zamanlarda Periodontoloji ve Genetik iliskisine odaklanan ¢alismalar
artmig, giin gegtikge bu caligmalarin alan1 daha da kapsamli hale gelmistir. Tarihsel
olarak literatiirdeki 2 6nemli arastirma, periodontal hastalik-genetik iligkisine 151k
tutmustur. LOe vd. (1986), “Periodontal Hastaliklarin Dogal Gelisimi ve Ilerlemesi’’
isimli ¢aligmalarinda agiz hijyeni 1yi olmayan ve dis tedavisi olanaklar1 bulunmayan
Srilankali ¢ay iscilerinde benzer plak ve dis tagi varligina ragmen periodontal
hastaligin ilerlemesinde bireysel farkliliklar gézlemlemislerdir. Bu popiilasyonda yer
alan bireyler hastaligin ilerlemesi ve siddeti bakimindan hastaligin ilerleme
gostermedigi (% 8), orta derecede ilerleme gosterdigi (% 81), ve hizli ilerleme
gosterdigi (%11) bireyler olarak ii¢ gruba ayrilmistir. Bu sekilde periodontal
hastaliklar, baz1 bireylerin daha yiiksek risk tasidigi genis bir hastalik grubu olarak
tanimlanmistir.  Yine Michalowicz vd. (1991), yaptiklart ikiz ¢alismalarinda
periodontitisin yetigskinlerde goriilen formlarinda genetik faktorlerin etkisinin % 50

oldugunu bildirmislerdir.



Genetik polimorfizm, aynm1 kromozom iizerindeki genlerin toplumda
birbirinden kesinlikle ayrilabilen ve bir arada bulunan birden ¢ok fenotip olusturmasi
durumudur. Yani bir popiilasyonda mevcut olan genetik ¢esitlilige polimorfizm denir
(Rafalski, 2002). Gen seviyesinde olusan polimorfizmler, genin kodladigi polipeptid
yapisinda degisiklik meydana getirmektedir. Bu degisiklikler polipeptidin gorevini
yerine getirememesi veya eksik getirmesine, iiretilen polipeptid miktarinda artis veya
azalmaya yol agmaktadir (Ekmekgi, vd., 2008). Bu fenomen periodontal hastalik
enflamatuvar sureci igin de gecerlidir ve bu nedenle periodontitis patogenezi ve
patolojisinde etkilidir (Scarel-Caminaga et al., 2002; Diehl et al., 2012). Yapilan pek
cok aragtirma, periodontitis slirecinde enflamatuvar ve immiin yanitta etkili olan
faktorlerde goriilen genetik polimorfizmlerin hastalik seyrindeki olumsuz etkilerini
ortaya koymustur. Moreira vd. (2007), Brezilyal1 bir popiilasyonda IL-1A (-889) gen
polimorfizmi ile farkli periodontitis formlar1 ve hastalik siddeti arasindaki iligkiyi
degerlendirdigi ¢alismasinda, bu iki durum arasinda anlamli diizeyde pozitif bir
korelasyon bulmustur. Immiinitenin temel elemanlarindan olan HLA gen ailesine ait
polimorfizmler ile periodontitise duyarlilik arasindaki iliskiye yonelik olarak
Takashiba vd. (1994), Japonlar’da (-DQX) geni ile periodontitis gelisimi arasinda
pozitif korelasyon saptamistir. N-Formil-L-methiyonil-L-l6sil-L-fenilalanin (fMLP),
notrofil kemotaksisinde gorev alan bir bakteriyel-iiriin yapisal analogudur. Gwinn vd.
(1999), fMLP reseptor geninde iki adet tekil gen niikleotid (329 T/C ve 378 C/G)
polimorfizminin periodontitis ile iligskili oldugunu kaydetmistir. Bag dokusunun
fizyolojik ve patolojik yikim siireclerinde rol oynayan matriks metalloproteinazlarin
(MMP), ozellikle MMP-1 ve MMP-3 ile iliskili polimorfizmlerinin periodontitise
duyarlilikla iliskili oldugu kaydedilmistir (Yoshie et al., 2000).

Periodontal hastalik siirecinde savunma mekanizmasinda rol alan mediatorler,
enfeksiyona karsi verilen konak yanitimi kontrol ederler (Hanada and Yashimura,
2002). Birer mediator olarak noropeptidlerin enflamatuvar ve immdn cevaptaki temel
fonksiyonu vazodilatasyon, vazokonstriksiyon ve bagisiklik  hiicrelerinin
agregasyonunun saglanmasidir (Kvinnsland and Heyeraas, 1992). Bu nedenle, saglikli
ve hastalikli periodontal dokularda néropeptidlerin tanimlanmasi, periodontal hastalik
veya diger orofasiyal iltihapsal bozukluklarin belirli néropeptidlerin hem miktarinda
hem de yap1 ve fonksiyonlarindaki diizensizlikler sonucu meydana geldiginin daha net

bir sekilde anlasilmasina 6nciiliik edecektir.



Kalsitonin Gen iliskili Peptid (CGRP), 37 amino asit iceren ve baz1 sitokinlerin
regiilasyonunda ve enflamatuvar siirecte rol oynayan Onemli bir noropeptiddir
(Buckley, et al., 1991). CGRP, CALCA ve Kalsitonin iliskili polipeptid beta (CALCB)
izoformlarma sahiptir (Russell et al., 2014). Insan CALCA geni, kromozom 11
(11p15.2-p15.1) Gzerinde lokalizedir ve bu gen, kalsitonin ve CGRP'yi kodlar. CALCA
geni 1 promoter ve 6 ekson igerir. CGRP néropeptidinin periodontal enflamatuvar
siiregte de etkin bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (Luthman et al., 1988). Bu
noropeptid, naotrofillerin IL-1°e bagl olarak ortamda agregasyonunu arttirir ve T-
hiicrelerinden sitokin salgilanmasinin artisina neden olur (Buckley et al., 1991; Levite,
1998). T Zhang vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, CGRP’nin kemigin yeniden
sekillenmesinde rol oynadigini, osteoblast iiretimini artirdigin1 ve osteoklastlarin
aktivitesini azalttigin1 6ne siirmiislerdir. Bu nedenle CGRP’yi, periodontitisin
Onlenmesi veya ilerlemesini yavaglatacak koruyucu bir faktor olarak
degerlendirmislerdir. Lundy ve Lindeh (2004), CGRP diizeyinin saglikli periodontal
dokularda fazla olmakla birlikte, hastalikli periodontal dokularda hastalik ilerledik¢e
azaldigini bildirmislerdir. Yan vd. (2016), CGRP’nin siddetli periodontitiste azaldigini
ve tedaviden sonra tekrar arttigini gozlemlemislerdir. Dolayisiyla, CGRP bu anlamda
onemli bir marker olma potansiyeline sahiptir. Ciinkii, periodontal hastaliklarin
patogenezi ve patolojisi slirecinde meydana gelen/gelecek reaksiyonlarin hemen

hepsinde bu ndropeptidin bir sekilde rolii olacaktir.

CGRP’nin diger hastaliklarla ve farkli organlarla/dokularla  (6rn.:
serebrovaskiilar hastaliklar, yumurtalik kanseri ve Parkinson hastaligi) iligkisini
arastiran genetik polimorfizm ¢aligmalar1 yapilmistir (Alkanl vd., 2017; Goodman
et al., 2005; Bueryenich et al., 2001). Ancak giiniimiizde periodontal hastaliklar veya
saglikl1 ve hastalikli periodonsiyum ile ilgili bu anlamda yeterli veri bulunmamaktadir.
Bu nedenle c¢alismamizda, CGRP geninde olusan genetik varyasyonlarin
(polimorfizm) ve buna bagli CGRP’nin olusturdugu yapisal degisikliklerin ve sonug
olarak da periodontitis siirecinin nasil etkilediginin incelenmesi amaglanmistir.
Evrensel olarak degerlendirildiginde, periodontal hastaligin genetik karakteristiginin
tespit edilmesi bu hastaligin mekanizmalarinin anlasilmasinda, erken teshisinde ve
olusmadan Onlenmesinde yardimci olacak bilgiler saglayacaktir. Ayrica patogenezin
anlasilmasi1 yeni tedavi strajilerinin gelistirilmesine yardimci olacaktir. Bu nedenle

arastirmamizda, periodontal hastaligin patogenezinde rol alabilecek aday genlerden



biri olan CGRP genindeki polimorfizim ile hastalik iliskisinin ¢alisilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periodonsiyum ve Periodontal Hastalik

Periodonsiyum, disi destekleyen yapilarin tiimiinii ifade eden bir terim olarak
diseti, alveol kemigi, periodontal ligament ve sement olmak tizere dort farkli dokudan
olusmaktadir (Bosshart et al., 2022; Fiorellini et al., 2012). Periodontal dokularin
gelisimi dislerin gelisimi ve olusumu sirasinda gergeklesir. Periodonsiyumun temel
gorevi disleri cene kemigine baglamak ve ¢igneme mukozasimnin biitiinligiini
korumaktir. Saglikli periodonsiyumda periodontal dokularin yapisal ve islevsel
biitiinliigi bozulmamistir ve bu bitinligin devamliligint doku yikimi ile

rejenerasyonu arasindaki denge saglamaktadir. (Kinane, 2001; Bosshart et al., 2022).

Periodontitis, disleri destekleyen dokularin kronik enflamatuvar bir
hastaligidir. Periodontal hastaliga duyarh kisilerde konagin bagisiklik sistemi ile oral
bakteriler arasinda bir dengesizlik vardir. Bu bireylerde belirli mikrobiyal patojenler
cogalabilir ve bu da periodontal dokularda enflamatuvar reaksiyonlarin
indiklenmesine yol acar. Bu enflamatuvar reaksiyonlar zaman icinde periodonsiyuma
ciddi hasarlar verir. Tedavi edilmezse disler alveoler kemikle olan atasman destegini
kaybeder, alveoler kemik rezorbe olur ve bu durum dis mobilitesi ve sonucunda da dis

kaybina kadar gider (Schaefer et al., 2022).
2.2. Periodontal Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Periodontal hastalik i¢in smiflama yapilmasi teshis ve tedavi protokollerinin
hazirlanmasinda 6nem arz etmekle birlikte hastalik etiyoloji, patogenezi, patolojisi ve
tedavi yontemleri ile ilgili yeni arastirmalarin projeksiyonuna da olanak saglar.
Periodontal hastalik siniflamasi 2017 yilinda “Periodontal ve Peri-implant Hastaliklar
ve Durumlarin Siniflamasi1” adi altinda tekrar glincellenmistir. Bu siniflamada saglikl
ve hastalikli periodonsiyum; periodontal saglik, gingival hastaliklar ve durumlar,
periodontitis ve periodonsiyumu etkileyen diger durumlar olmak iizere ii¢ ana baslik
altinda incelenmistir (Tablo 1.1) (Papapanou et al., 2018Db).



Tablo 2.1. Periodontal hastalik ve durumlar

Periodontal ve Peri-implant Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Periodontal Hastaliklar ve Durumlar

Periodontal
hastaliklar ve durumlar

saglik,

gingival

Periodontitis

Periodonsiyumu etkileyen
diger durumlar

Periodontal saglik ve diseti

sagligt

Dental biyofilmle iliskili
gingivitis

Dental biyofilmle iligkili

olmayan diseti hastaliklart

e Nekrotizan periodontal
hastaliklar

e  Periodontitis

e  Sistemik hastaligin bir
belirtisi olarak periodontitis

Periodontal destek
dokular etkileyen
sistemik hastaliklar
veya durumlar
Periodontal apseler ve
endodontik
periodontal lezyonlar
Mukogingival
deformiteler ve
durumlar

Travmatik okluzal
kuvvetler

Dis ve protezden
kaynakli faktorler

Peri-implant Hastaliklar ve Durumlar

Peri-implant saglik

Peri-implant mukozitis

Peri-implantitis

Peri-implant
yumusak ve sert
doku defektleri

2.2.1. Periodontal Saghk

Periodontal saglik Klinik olarak saptanabilir enflamasyonun olmamasi ile

tanimlanir. Klinik diseti sagligi, saglam bir periodonsiyum ya da tedavisi bitmis bir
gingivitis ve periodontitis hastasinda gézlemlenebilir (Tablo 2.2) (Chapple et al.,
2018). Diseti saglig1 ve homeostazi ile uyumlu biyolojik bir bagisiklik seviyesi vardir.
Saglam bir periodonsiyumda klinik diseti sagligi sondalamada kanama, eritem, 6dem
semptomlarinin  ve atagsman ve kemik kaybinin olmamasiyla karakterizedir.
Radyografik bulgular, periodonsiyumun klinik olarak degerlendirmesinde 6nemli bir
etken olarak belirtilmektedir. Periodontal sagligin radyografik bulgular1 furkasyon
bolgelerinde kemik kaybinin olmamasi, devamliligi bozulmamis lamina dura, vertikal
kemik defektlerinin olmamasi ve alveoler kemik kretinin en koronal kismi ile mine
sement sinir1 arasinda 1.0-3.0 mm mesafe olmasi seklinde tanimlanmaktadir (Chapple

et al., 2018).



Tablo 2.2. Diseti saghgi ve plaga bagh diseti iltihabi igin tam kriterleri

Saglikli Azalmis bir Stabil bir periodontitis
Periodonsiyum periodonsiyum
periodontitisi olmayan
hasta
Saglik Gingivitis Saglhk Gingivitis Saghk Gingivitis
Atagman kaybi1
Yok Yok Evet Evet Evet Evet
Cep derinligi
<3 mm <3 mm <3 mm <3 mm <4 mm <3 mm
Sondalamada
kanama [Minimal < Evet Minimal Evet Minimal Evet
%10 > %10 <%10 > %10 <%10 > %10
Radyolojik
kemik kaybi Yok Yok Olabilir Olabilir Evet Evet
2.2.2. Gingivitis

Diseti hastaliklar1 (gingivitis) iki genis kategoriden olugmaktadir; dental plak
kaynakli diseti hastaliklar1 ve dental plaga bagli olmayan diseti hastaliklar1. Dental
plaga bagh olamayan diseti hastaliklari, plaktan kaynaklanmayan ve genellikle plak
uzaklastirdiktan sonra iyilesmeyen ¢esitli durumlar1 igerir. Bu tiir lezyonlar, sistemik
bir durumun belirtileri olabilir veya agiz boslugunda lokalize olabilir. Dental plak
kaynakli diseti hastaliklarinin gesitli klinik belirti ve semptomlari vardir ve hem lokal
predispozan faktorler hem de sistemik modifiye edici faktorler yayginligini, siddetini

ve ilerlemesini etkileyebilir (Chapple et al., 2018).
2.2.3. Periodontitis

Periodontitis, disbiyotik plakla iligkili ve periodontal dokularin yikimi ile
karakterize olan multifaktoriyel enflamatuvar bir hastaliktir. Primer 6zellikleri klinik
atasman kaybi ve radyografik olarak alveolar kemik kaybi, periodontal cep ve
disetinde kanama varlig1 seklinde ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Papapanou et al., 2018b).
Diinya Periodontoloji Calistayr’nin 2017°de hazirladig: bildiriye goére periodontitis;
komsu olmayan 2 veya daha fazla diste interdental atasman kaybi, 2 ya da daha fazla
diste 3 mm’den fazla periodontal cep olusmasi ile birlikte bukkal/lingual atasman

kaybinin 3 mm veya daha fazla olmasi olarak tanimlanmaktadir (Tonetti et al., 2018b).

Daha 6nce “kronik” veya “agresif” olarak kabul edilen periodontitisin, artik tek
bir kategori olarak, “periodontitis” adi altinda gruplandirildigi ve ¢ok boyutlu bir
evreleme ve derecelendirmeye dayali olarak ayrica karakterize edildigi yeni bir

periodontitis siniflama semasi kabul edilmistir (Tonetti et al., 2018a). Evreleme biyuk



Olcude hastaligin durumu ve karmagikligina baghdir. Derecelendirme ise periodontitis
ilerleme hizinin ge¢mise dayali bir analizi dahil olmak {iizere hastaligin biyolojik
ozellikleri hakkinda ek bilgi saglar. Bunun yani sira hastaligin ilerleme riskini,
tedavinin olasi kotli sonuglarinin analizini ve hastaligin genel sagligi olumsuz yonde
etkileme riskini degerlendirir (Papapanou et al., 2018b). Karakteristik klinik fenotip
ozellikleri (papill nekrozu, kanama ve agri) iceren ve konak¢r immiin yanit
bozukluklar: ile iligskili nekrotizan periodontal hastaliklar, ayr1 bir periodontitis
kategorisinde incelenmektedir. Son olarak sistemik hastaligin bir belirtisi olarak
periodontitis, siniflandirmanin {iglincii boliimiinii olusturmaktadir (Papapanou et al.,
2018b). Evreleme 4 kategoriye (evre 1, 11, 1l ve 1V), ayrilmaktadir (Tablo 2.3).

2.2.3.1. Evre | Periodontitis

Evre 1 periodontitis, gingivitis ve periodontitis arasindaki smir olarak
bilinmektedir ve atasman kaybinin erken asamalarini temsil eder. Bu nedenle, evre |
periodontitisli hastalarda diseti iltihabi ve biyofilm kaliciligina yanit olarak
periodontitis gelismistir. Bu durum erken tani i¢in 6nemlidir. Bu bireylerin erken yasta
hastalik baslangicina kars1 duyarliligi artmis olabilir. Duyarli bireylerden olusan bir
popiilasyonun erken teshisi tan1 ve erken miidahale i¢in olanak saglar, ¢iinkii baglangi¢
lezyonlar hem konvansiyonel mekanik biyofilm uzaklastirilmas1 hem de farmakolojik
ajanlar ile 6nlenebilen bir durumdur. Erken teshisin Dis Hekimligi pratiginde zorlu bir
stire¢ oldugu kabul edilmektedir ve erken klinik atagsman kaybini tahmin etmek igin
sadece periodontal sondalama periodontitisin tanimlanmasi igin yeterli olmayabilir.
Tukdrik biyobelirtegleri veya yeni gorintileme teknolojileri ile yapilan
degerlendirme, gesitli ortamlarda evre I periodontitisin erken teshis edilmesine olanak

saglar (Tonetti et al., 2018b).
2.2.3.2. Evre Il Periodontitis

Evre Il periodontitiste, kapsamli bir klinik periodontal muayene sonucunda
periodonsiyumda karakteristik hasarlar1 temsil eden yerlesik periodontitis teshisi
yapilabilir. Bununla birlikte, hastalik siirecinin bu asamasinda diizenli kisisel bakim,
profesyonel tedavi ve idameyi igeren standart tedavi ilkelerinin uygulanmasi hastaligin
ilerlemesini durdurmak icin en etkili yontemler oldugu bilinmektedir. Evre Il hastanin
standart tedaviye yanitinin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi Onemlidir, bu
asamada tedavi yanit1 belirli hastalar icin daha kapsamli tedavi islemlerine
yonlendirmeyi gerektirebilir (Tonetti et al., 2018b).
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2.2.3.3. Evre 111 Periodontitis

Bu evre de, periodontal atasman hasara ugramistir ve ileri tedavi yontemleri
uygulanmadig takdirde dis kayplari meydana gelebilir. Kokiin orta kismina kadar
uzanan derin periodontal lezyonlarin varligi ile karakterizedir ve derin kemik ici
defektlerin varligi, furkasyon tutulumu ve periodontal dis kayb1 dykiisii ile ortaya
cikmaktadir. Bu vakalarda implant tedavisi oldukga zordur. Dis kaybi olasiligina

ragmen c¢igneme fonksiyonu korunur ve periodontitis tedavisi karmasik fonksiyon

rehabilitasyonu gerektirmez (Tonetti et al., 2018b).

Tablo 2.3. Periodontitis evreleri (Papapanou et al., 2018b)

Periodontitis Evreleri Evre | Evre Il Evre 111 Evre IV
Interdental
Bolgede Klintk 1 5 mm 3-4mm >5 mm >5 mm
Atagman
Kaybi
Kok
Siddeti Radyografik Koronal 1/3  Koronal 1/3 gﬁ;}eay'?k'; K(;I:t;/;;z?i;r;m
Kemik Kaybr <%15 915-%33 P riarap
1/3'ne 1/3'tine uzanan
uzanan
. N Periodontal Periodontal
Dis Kayb1 Pe”Odc:ﬂtall(:eglenLie bagls kaynakl dis kaynakli dig
3 Kaybry kayb1 <4 kayb1 >5
Evre III’e ek
olarak:
Evre I’ye ek fleri
olarak: rehabilitasyon
Sondlama gereken
. derinligi durumlar;
Maksimum . -
Maksimum >6 mm Cigneme
sondlama | ikal fonksi
derinlii sonc_i ama Vgrtl a onksiyonunda
<4 mm derinligi kemik kayb1 bozukluk
Kompleksite Lokal S <5 mm >3 mm Sekonder okluzal
Genellikle . .
. Genellikle Sinif II veya travma (dis
horizontal . L .
kemik kaybi hor_lzontal Sinif 111 mobilite derecesi)
kemik kayb1 furkasyon >2
defektleri Siddetli kret
Orta defekti Kapanig
derecede kret bozuklugu
defekti Dislerde
migrasyon
<20 dis
Kapsam ve Tanimlayici Her bir evre igin dagilimin lokalize (<%30), generalize veya
Dagilim Alan molar/insizal bdlgede oldugu belirtilir




2.2.3.4. Evre 1V Periodontitis

En ileri periodontitis evresi olup periodontal dokular ciddi 6lgude hasar
gormistiir ve dis kayiplarina neden olabilir, bu da ¢igneme fonksiyonunun kayb1
anlamina gelir. Diizenli kontrollerin yapilmadig: ve yeterli rehabilitasyonun olmadigi
durumlarda dislerin kaybolma riski vardir. Bu asama, kokiin apikal kismina kadar
uzanan derin periodontal lezyonlarin varligi veya coklu dis kaybi oykiisi ile
karakterizedir ve sekonder okliizal travmaya bagli dis mobilitesi ile komplike hale
gelir. Bu durumda ¢igneme fonksiyonunun stabilizasyonunu gereklidir (Tonetti et al.,
2018b).

2.2.3.5. Periodontitis Dereceleri

Tamidaki evreden bagimsiz olarak periodontitis bireylerde farkli oranlarda
ilerleyebilir, baz1 hastalarda tedaviye beklenenden daha az yanit verebilir ve bireyin
genel saglig1 veya sistemik hastaligi bu durumu etkileyebilir. Gegmiste periodontitisin
derecesi, hizli ilerleme veya erken yasta daha siddetli yikim ile ortaya ¢ikan belirli
periodontitis formlar1 tanimlanarak smiflandirma sistemine dahil edilmistir (Tonetti,
1999). Bu durum tani agamasinda 6nemli bir siirlamaya neden olmus ve hastaligin
ilerlemesinde etkili olan faktdrlerden ziyade, formun tanimlanmasina odaklanilmistir.
Bu nedenden dolay1 periodontitisin ilerleme stirecinde ek olarak genel saglik durumu,
sigara kullanim1 ve diyabette metabolik degerlendirme gibi diger etkenleri de
kapsamas1 gerekmektedir. Obezite, spesifik genetik faktorler, fiziksel aktivite, yas ve
beslenme gibi risk faktorleri degerlendirmeye katkida bulunabilir ve bu faktorlerin
ileride hastaligin ilerlemesine etken olarak smiflamaya dahil edilmesi
ongorulmektedir. Periodontitis dereceleri ¢ seviyeden olusmaktadir (derece A-
hastalik ilerlemesi icin diisiik risk, derece B -orta risk, derece C-yiiksek risk)(tablo 2.4)
(Papapanou et al., 2018b).
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Tablo 2.4. Periodontitis dereceleri (Papapanou et al., 2018b)

Periodontitis Derecesi Derece A Derece B Derece C
Ilerlemenin Uzun Dénem
Dosrudan Veriler >5 yil >5 yil >5 yil
& (radyografik kay1p bulgusu <2mm >2 mm
Kanitlar .
kemik kayb1 yok
veya KAK)
. . % Kemik
Primer Kriterle . Kaybi/ <0.25 0.25-1.0 >1.0
Ilerlemenin v
Dolayli %
Kamtlar! Biyofilm Biyofilm Biyofilm
Vaka Fenotipi miktarina gore miktaryla miktarina gore
P dokularda dokulardaki dokularda
diistik yikim yikim orantilt yikim fazla
. . Sigara Sigara Sigara
Derece R'_,SK . Sigara kullanmayan <10/giin >10/giin
Belirleyicisi Faktorleri 5 -
Diabet yok HbAIc <%7 HbAlc > %7
diabetli hasta diabetli hasta
Periodontitisin Enflamasvon
Sistemik Etki Riski Y hsCRP <1l mg/L 1-3 mg/L >3 mg/L

Yk

2.3. Periodontitis Patogenezi

Her hastalikta oldugu gibi periodontal hastaliklarin da tedavi planlamasi,
sekilde
dayanmaktadir. Dental plaktaki bakterilerin gingivitis ve periodontitisteki etkisi

hastaligin  etiyolojisi ve patogenezinin kapsamli bir incelenmesine
yaninda, hastalik seyri ve sonraki ilerlemeyi belirleyen faktor, bakterilerden ziyade
konakta olusan immiin yanittir (Seymour, 1991; Socransky and Haffajee, 2005). Son
30 yildan

actinomycetemcomitans,

beri  periodontitisin, konak¢inin savunmasmin  Aggregatibacter

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia ve

Treponema denticola gibi kompleksler igeren biyofilmlerle etkilesiminden
kaynaklandig1 kabul edilmistir (Socransky et al., 1998). insan viicudu hastalik
progresyonu gdstermeden mikroorganizmalarla stabil bir denge icindedir, ancak bu
denge bozuldugunda hastalik ortaya ¢ikar. Sistemik ve ¢evresel etkenlerin olusturdugu
bu dengesizlik, firsatgr mikrorganizma sayisinda artisa veya konagin savunma

mekanizmasimin ¢okmesine neden olabilir (Sekil 2.1) (Bartold and VVan Dyke, 2019).
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Genetik Spesifik
Faktorler Bakteriler

Periodontal Hastalik Siddeti

Enflamasyon

Cevresel Sistemik
Faktorler Hastaliklar

Sekil 2.1. Periodontal enflamasyonun olusumu (Kornman, 2001°den uyarlanmistir)

2.3.1. Periodontitis Histopatolojisi

Brandtzaeg ve Kraus (1965), periodontitisli hastalarin digeti dokularinda
immiinoglobulin iireten plazma hiicrelerinin varligin1 gostermistir. Bu, adaptif immiin
mekanizmalarin periodontal inflamasyonun patojenezinde rol oynadigina dair ilk
kanittir. Ancak lvanyi ve Lehner (1970), periferik kan lenfosit transformasyon
deneylerini kullanarak hiicre aracili bagisikligin roliinii ortaya koymustur.
Periodontitis slrecinin agirlikli olarak B hiicrelerini ve plazma hiicrelerini igerdigi
bilinmektedir (Berglundh et al., 2011; Mackler et al., 1977; Seymour et al., 1978;
Seymour and Greenspan, 1979). Lenfositlerin gogunlugu immiinoglobulin tasiyan B
hiicrelerin’den olusmaktadir ve %30'a kadar1 T hiicreleri igermektedir (Sekil 2.2).
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7%
12%

= B ve Plazma Hucreleri = T Helper Diger Hicreler

PMN'ler = Makrofaj = T sitotoksik

Sekil 2.2. Periodontitis lezyonlarinda hiicre dagilimi (Berglundh et al., 2011)

Bazen diseti lezyonlarinda gdriilen B hiicreleri ve plazma hiicrelerindeki artis,
stabil bir gingivitisi temsil etmekle birlikte ilerleyici bir periodontitis baslangict
habercisi de olabilir, ancak bunu ayirt etmek miimkiin degildir. T huicreleri bu suregte
nispeten stabil kalirken, B/plazma hiicreleri ilerleyip periodontal cep gelisimine yol
acarlar. Bag dokusunun yapisinda olusan deformasyonlar, dise atagsman1 engeller ve
bunun sonucunda birlesim epiteli apikal yonde go¢ ederek periodontal cebi olusturur
(Seymour et al., 2022). PMNL’ler periodontal cebe go¢ etmeye devam eder, cep
epitelinde artan gecirgenlik ve ulserasyon mikrobiyal iriinlerin daha fazla girigine izin
vererek IL-1, TNF-o ve PGE2 gibi enflamatuvar sitokinlerin surekli tretilmesine yol
acar (Gemmell et al., 2007). Boylece bag dokusu ve kemik yikimiyla sonuglanan
enflamatuvar sirecin devam etmesine neden olur (Reynolds and Meikle, 1997).
Enflamatuvar bolgeyi cevreleyen fibrdz bir doku bandi vardir. Bu durum tim kronik
enflamatuvar lezyonlar i¢in ortaktir ve lezyonu g¢evre dokulardan ayirmaktadir.
Periodontitiste cep derinliginden bagimsiz olarak, alttaki alveoler kemik ve
periodontal ligamentte iltihabi durum gézikmemektedir. Lezyon ilerledikge klinik ve
histolojik olarak belirgin hale gelen atasman kaybi devam eder. Doku yikiminin
bagisiklik sisteminin olusturdugu yanitla gerceklestigi kabul edilmektedir (Birkedal
and Hansen, 1993) ve bakterilerin dogrudan olusturdugu bir sonuc¢ degildir.
Makrofajlar ileri lezyonun baskin bir 6zelligi degildir (hiicrelerin %5'inden daha az).
Bununla birlikte fibroblastlar IL-1, IL-6, TNF-a ve PGE2 gibi enflamatuvar sitokinler
tarafindan uyarildiginda birincil amaci hiicre dis1 matrisin bozulmasina neden olan

proteinaz ailesi enzimleri matriks metalloproteinazlarini Uretir. Kollajen molekiilleri,
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daha sonra hiicre dig1 ortamda denatiire olur veya fibroblastlar tarafindan fagosite
edilip daha kiguk parcalara bélinlr. Lezyon ilerledikge alveolar kemik kaybi
belirginlesir. Bununla birlikte, infiltre olmayan fibroz bant krestal kemige bitisik kalir
ve ilerleyen lezyonu kapsul halinde sararak onu ¢evre dokulardan ayirir. Altta kalan
alveol kemigi ve periodontal dokularin iltihaplanmadigi tekrar belirtilmelidir
(Seymour et al., 2022).

2.3.2. Periodontitis Surecinde B Hucreleri

Periodontitis sureci ¢ok sayida B hiicresi ve plazma hiicresi ile karakterizedir.
B hiicreleri, spesifik antijenler veya poliklonal aktivatorler tarafindan aktive edilebilir
ve belli bir seviyeye kadar antijene 0zgln induksiyonla da olusabilmektedir.
Periodontal dokularda tretilen baslica immiinoglobulin sinifi IgG'dir, bunu IgM ve bir

miktar 1gA takip eder (Seymour et al., 2022).

Kronik periodontitisin patogenezinde spesifik antikorlarin rolii tam olarak
anlagilamamistir. P. gingivalis ve A. actinomycetemcomitans'a karst spesifik
antikorlarm periodontal hastaligi olan bireylerin serum ve diseti olugu sivisinda
yuksek seviyede tespit edilmistir. Bununla birlikte, hastalik aktivitesi ile ilgili mevcut
raporlar hala ¢eligkilidir (Baranowska et al., 1989; Ebersole et al., 1995; Nakagawa et
al., 1994). Yuksek aviditeye (antikor ve kompleks bir antijen arasindaki baglanma
kuvveti) sahip antikorlar surekli veya tekrarlanan enfeksiyona direng gostermektedir,
ancak koruyuculugu olmayan diisiik aviditeli antikorlar, immiin yanita etkili bir

sekilde aracilik edemeyebilir (Lopatin and Blackburn, 1992; Kinane et al., 2008).

Giiglii bir antikor yanitinin genel olarak koruyucu oldugu, bakteriyel atilimi
kolaylastirdig1 ve hastaligin ilerlemesini durdurdugu o6ne siiriilmiistiir (Offenbacher,
1996; Kinane et al., 2008). Antikorlarin molekiiler boyutlari nedeniyle biyofilme niifuz
etmesi olas1 degildir ve bu nedenle subgingival enfeksiyonu elimine etme yetenekleri
sorgulanabilir. Aymi1 sekilde, PMNL'ler biyofilme nifuz edemez ve bdylece
enfeksiyonu temizleme yeteneklerini sinirlanir. Bununla birlikte, P. gingivalis'i
opsonize etmek icin artan serum kapasitesinin, daha 6nceden yikict periodontal
hastalig1 olan hastalarda ayirt edici bir 6zellik oldugu gosterilmistir (Wilton et al.,
1993). Yiksek dlzeyde opsonize edici antikorun bulunmasi, subgingival enfeksiyonu
elimine etme yeteneginden ziyade gecmisteki bakteriyemiler ve serumu temizleme
yetenegi ile iliskili olabilir. Devam eden B hiicresi aktivasyonu imminoglobulin /
antikor tiretmenin yani sira, doku yikimina katkida bulunan IL-1 ve 1L-10 dahil ylksek
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seviyelerde sitokin Uretiminde de rol oynar. Bununla birlikte P. Gingivalis’in, T
hicrelerinde IL-1p genini baskilarken periodontitis hastalarindan IL-1 tretmek igin
periferik kan B hicrelerini indiikledigi gosterilmistir (Gemmell and Seymour, 1998).
Makrofajlar, ilerlemis lezyonun baskin bir pargasi olmadigindan ilerlemis

periodontitiste IL-1'in ana kaynagi B hiicreleri olabilir (Chapple et al., 1998).
2.3.3. Periodontitiste Makrofajlar (M1 ve M2)

Aktive makrofajlarin en az iki farkli fenotipinin tanimlanmasiyla belli dereceye
kadar esneklik gosterdigi kabul edilmektedir. Klasik veya M1 makrofajin, IL-6 ve
TNF-o gibi pro-enflamatuvar sitokinleri retirken, M2 makrofajin enflamasyonun
ortadan kaldirilmasinda rol oynadigi bildirilmektedir. Bu makrofajlar ylksek
miktarlarda IL-10 ve diisiik seviyelerde 1L-6 da Uretir (Das et al., 2015). Yakin tarihli
bir ¢alismada Garaicoa-Pazmino vd. (2019), hem gingivitiste hem de periodontitiste
M1 ve M2 makrofajlarinin polarizasyonunu arastirmislardir. Bu ¢alisma periodontitis
lezyonlarinda diisiik seviyelerde makrofaj oldugunu dogrulamig, ancak gingivitis
lezyonlarinda makrofaj sayisi ¢ok daha yiiksek olmasina ragmen, iki lezyon arasinda

M1 ve M2 oranlarinda 6nemli bir fark olmadigin1 gostermistir.
2.3.4. Diseti ltihabmn Periodontitise Doniismesi

Periodontolojideki en temel fenomenlerden biri de periodontitisin neden bazi
insanlarda gelisirken bazilarinda gelismemesidir. Yapilan bir klinik ve radyolojik
caligmada Thorbert-Mros vd. (2017), 30-45 yagslar1 arasinda ilerlemis hastalig1 olan
bireylerin, 22-28 yaslari arasinda radyolojik olarak saptanabilir kemik kayb1 oldugunu
gostermistir. Daha 6nce tartisildigi gibi, gingival sulkustaki epitel bariyeri ve
antimikrobiyal peptitler ile birlikte olusan gii¢lii bir dogal immiin yanit, homeostatik
diseti lezyonunun korunmasinda esastir ve bu mekanizmalardaki herhangi bir kusur
veya eksiklik muhtemelen periodontitis gelisimine yol agacaktir (Seymour et al.,
2022).

2.3.4.1. Thl ve Th2 Seviyeleri

Periodontitis gelisimi, agirlikli olarak T hiicresi/makrofaj iceren lezyondan ¢cok
sayida B hiicresi ve plazma hiicresini i¢eren bir lezyona gegisinden ibarettir (Brecx et
al., 1988; Seymuor et al., 1988). Th2 hiicreleri ve diseti iltihabinin periodontitise
doniistimii, Thl'den Th2’ye gegisle gergeklesmektedir (Seymour et al. 1993). Bu
konseptte, glcli bagisiklik cevabinda hem PMNL'ler hem de makrofajlar tarafindan
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yuksek seviyelerde IL-12 iiretimine yol a¢tig1 ve bunun bir Th1 tepkisine, hiicre aracili
bagisikliga, koruyucu antikora ve stabil periodontal lezyon neden oludugu
bilinmektedir (Seymour et al., 2022). Bunun aksine, poliklonal B hicresi aktivasyonu
sonucu zayif bir bagisiklik tepkisi Th2 aktivasyonuna, koruyucu olmayan antikora ve
ilerleyici bir periodontal lezyona yol acar. Bununla birlikte, periodontitisin Th1 ve Th2
hicrelerinin bir Th2 profiline dogru yon degistirdigi genel olarak kabul edilmektedir
(Berglundh and Donati, 2005; Kinane and Bartold, 2007).

2.3.4.2. Hiicre Aracil Bagisikhigin Baskilanmasi

Ilerlemis periodontitis vakalarinda hiicre aracili  bagisikhigin  olasi
baskilanmasini bildiren ilk ¢alisma Ivanyi ve Lehner (1970), tarafindan yapilmistir.
Daha sonra bir dizi ¢alisma P. gingivalis, A. actinomyetemcomitans, T. denticola,
Capnocytophaga ochracea ve F. nucleatum dahil olmak (zere periodontopatik
bakterilerin in vitro olarak lenfosit baskilanmasini indiikleyebilecegini gostermistir.
Yine, periodontitis lezyonlarmndan ekstrakte edilen T hucreleri sadece otolog mikst
lenfosit reaksiyonunda yanit verme kabiliyetini azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda IL-
2 de Uretemez ve bu durum periodontitiste hiicre aracili yanitlarin baskilanmasina

neden olabilir (Seymour et al., 1985).
2.3.4.3. T hicreleri ve Homeostaz

T hiicreleri, hemen tim immiin diizenleyici etkilesimlerde yer alir ve immiin
homeostaz icin efektor ve dlzenleyici alt kimeleri arasinda hassas bir denge
gereklidir. Thl hicreleri sadece gecikmis tip asir1 duyarliliga aracilik etmekle kalmaz,
ayn1 zamanda makrofajlarin hiicre i¢i ve hiicre dis1 patojenleri 6ldiirme yetenegini de
arttirir (Romagnani, 1992). Ayrica, enfeksiyon bolgesine PMNL'lerin gogu ve
aktivasyonunda T hiicrelerinin rol oynadigina dair kanitlar vardir (Campbell, 1990).
Stabil lezyonda, PMNL'lerin aktif olmas1 enfeksiyonu kontrol altinda tutmada énemli
olabilecegini diisindirmektedir. Diseti dokularinda, dogustan gelen bagisiklik tepkisi
ve IL-12 Uretimi bir Th1 tepkisinin olusturulmasinda kritik 6Gneme sahip olabilir. Diseti
dokularinda dogal oldiiriicii hiicrelerin varhigi da gosterilmistir (Wynne et al., 1986)
ve bunlarin bir Thl yanitinin olusturulmasinda da rolii olabilecegi tahmin
edilmektedir. IFN-y dretimi, hem PMNL'lerin hem de makrofajlarin fagositik

aktivitesini ve dolayisiyla enfeksiyondan korumay arttirir.
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2.3.5. NoOropeptidler

Enflamasyon, vaskdler dokularin iritasyona veya yaralanmaya tepkisini temsil
eder. Genellikle koruyucudur, ancak neden olan ajan devam ederse iligkili dokunun
hasar1 ile kroniklesebilir. Plak mikroorganizmalarina, ozellikle lipopolisakkarit
bilesenlerine verilen enflamatuvar yanitlarin biiyiikliigi, gingivitis ve periodontitisin
kapsammi ve siiresini belirlemede Onemlidir. Son yillarda sinir sistemi,
enflamasyonun kritik bir diizenleyicisi olarak tanimlanmistir (Tracy, 2002). Tum sinir
hicreleri veya noronlarin temel gorevleri hemen hemen aynidir. Her néron, kimyasal
veya mekanik bir uyariya yanit olarak bir elektriksel dalga Uretir ve bunu hiicre yapisi
araciligiyla ileterek terminalinde elektriksel aktiviteyi kimyasal bir sinyale donistiiriir.
Norotransmitter olarak adlandirilan aktif kimyasal néronal devrede bir sonraki

ndronun zarina sinaps bolgesinden geger (Lundy and Linden, 2004).

Noropeptidler basit peptit noérotransmitterleridir. Bir peptidin noropeptid
olarak tanimlanmasi i¢in, ndronlardan sentezlenip salinmasi ve hedef hucrelere hiicre
dis1 reseptorler araciligiyla baglanmasi gerekmektedir (Hoyle, 1995). N6ropeptidler,
su anda bilinen en biiyiik transmitter madde smifin1 temsil eder ve ¢esitli islevlere

aracilik eder.

Son zamanlarda, sinir sistemi periodontal hastaliklarda Onemli bir iltahap
diizenleyicisi olarak tanimlanmistir (Tracy, 2002). Ayrica patolojik kosullar altinda
baz1 noropeptidler iltahapli hiicrelerden salinir ve sentezlenir (Metwali et al., 1994).
Bu nedenle, bagisiklik hiicreleri lizerinde noropeptid reseptorlerinin tanimlanmasi
immiin ve noérolojik sistemler arasinda iltahapsal yamitin diizenlenmesi ile
sonuglanabilecek bir iletisimin var oldugunu ortaya koymaktadir (Hartung et al., 1986;
McGillis et al., 1991). Noropeptidler hiicre membrani lizerinde yer alan G protein-esli
reseptorler yoluyla néron olmayan hiicreleri isaret etmektedir (Lundy and Linden,
2004; Yiangou et al., 2001). Hokfelt vd. (2000), memeli nd&ropeptidlerini

siiflandirmistir, buna gore 40°a yakin néropeptid bulunmaktadir.

Periodontal hastalik siirecinde (¢ ana noropeptidin  modulatér etkisi

saptanmistir;

e P maddesi (SP) ve Takikinler: Von Euler ve Gaddum (1931) tarafindan toz
halinde ekstrakte edilen vazoaktif materyal, “P  maddesi” olarak

adlandirilmistir. SP’nin, tim memeli tiirlerinde ayni oldugun diisiiniilmektedir.
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Onbir amino asitli bir peptid olan SP, nérokininler olarak da bilinen takikinin
noropeptid ailesinin bir Gyesidir. SP ve norokinin A, ortak bir transkripsiyon
Urdiniinuin sonucu olarak preprotakikinin A geninden tirer (Nawa et al., 1984).
Preprotakikin A geninin sitokinler, glukokortikoidler, noropeptidler ve

lipopolisakkaritler tarafindan indiiklendigi gosterilmistir (Rameshwar, 1997).

e Kalsitonin Gen Iliskili Peptid (CGRP): CGRP ilk olarak Amara vd. (1982)
tarafindan kesfedilmistir ve kalsitonin geninin CGRP adin1 verdikleri bir
peptidinin alternatif MRNA'larindan Uretildigi ortaya ¢ikmustir. Farkli memeli
tlirleri arasinda dizi homolojisinde kiigiik farkliliklar1 olan 37 amino asitli bir
peptiddir. Merkezi ve periferik sinir sistemleri boyunca yaygin olarak dagitilir
ve Ozellikle duyu sinirlerinde yiksek seviyelerde bulunur. CGRP, gucli
vazodilator aktiviteye sahiptir (Brain et al., 1985) ve siklikla SP ile birlikte
lokalizedir. SP’nin, CGRP'in vazodilatér aktivitesini diizenledigi

gosterilmistir (Brain and Williams, 1988).

e Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP): VIP, domuz bagirsak ekstraktlarindan
izole edilen (Said and Mutt, 1970) ve daha sonra merkezi ve periferik sinir
sistemlerinde yeniden kesfedilen, 28 amino asitli bir peptiddir. VIP'in diiz kas
hiicrelerinde gevseme ve tiikiiriik salgist dahil olmak iizere genis bir fizyolojik

etki profiline sahip oldugu bilinmektedir.

Son on yilda VIP, hem proenflamatuvar hem de antienflamatuvar mediatorlerin
Uretimini dizenleyebilen 6nemli bir imminomodulator peptid (Bellinger et al., 1996)

olarak tanimlanmistir (Ganea and Delgado, 2002; Pozo et al., 2000).
2.3.5.1. Sitokinler ve Sinyal SUpresorleri

Sitokin-noropeptid etkilesimleri ¢ift yonliidiir; sitokinler ve bagisiklik
hiicrelerinin diger {iriinleri néron hiicrelerinin eylemini, farklilasmasini ve hayatta
kalmasin1 diizenleyebilirken noronlardan saliman noropeptidler bagisiklik tepkisini
etkilemede farkli roller oynar. Ornegin sitokinlerin noropeptid ekspresyonunun
ozellikle sempatik ndronlarda SP ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (Kessler et
al., 1993). Noropeptidler sadece sitokin hareketlerini arttirmakla kalmaz (6rn.: CGRP,
IL-1 ile indiiklenen nétrofil birikimini arttirir (Buckley et al., 1991)), ayn1 zamanda T
hiicresi sitokin salgilanmasini da indiikleyebilir (Levite, 1998). LPS, sitokin liretiminin

indiiklenmesi yoluyla enflamatuvar yanitin aktivasyonu ile iliskilendirilmistir.
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Bununla birlikte, Toll-benzeri reseptorlerin (TLR'ler) tanimlanmadan once, spesifik
reseptorlerin bu yanitla baglantili oldugu sdylenememistir. TLR'ler farkli mikrobiyal
ozellikleri tanir ve LPS genellikle TLR4' aktive etse de P. gingivalis'ten gelen
LPS'min TLR2'yi de aktive edebilecegini gosteren bazi kanitlar vardir (Medzhitov,
2001).

Mikrobiyal istilanin Onleyicisi olarak adlandirilan TLR'ler, konak-mikrop
etkilesim bolgelerinde bulunur. TLR'lerden gelen sinyal yollar1 mitojenle aktive olan
protein kinazin aktivasyonunu gerceklestirir ve sitokin iireten genlerin aktivitesini
diizenleyen transkripsiyon niikleer faktor kappa B’ nin translokasyonu ile sonuglanir
(Baldwin, 2001). Bu nedenle, TLR'ler araciligiyla hareket eden LPS, noropeptidleri
dogrudan etkileyebilen néromodiilatérler olan proenflamatuvar sitokinlerin tiretimini
uyararak norojenik enflamasyon iizerinde dolayl bir etkiye olur. TLR'ler araciligtyla
LPS sinyali, sitokin {iretimi i¢in ¢ok dnemli bir mekanizma olarak tanimlanmistir,
bununla birlikte bu tiir sinyal iletim yollarinin inaktivasyonu hakkinda bilgiler
smirhdir. Son zamanlarda, sitokin sinyallesmesinin baskilayicilar1 (SOCS) olarak
bilinen bir protein ailesi, sitokinlerin inhibitdrii olarak tanimlanmistir (Auernhammer
and Melmed, 2001). LPS'nin SOCS-1 ve SOCS-3 ekspresyonunu indiikledigi
gosterilmistir ve bu ekspresyonun dogustan gelen immiin yanitin bir pargast olarak
TLR sinyal yollarmin tetiklenmesinden sonra indiiklenebilecegi varsayilmaktadir

(Dalpke et al., 2001).
2.3.5.2. Noropeptidlerin Etkileri

Duyusal néropeptidlerin vazodilatasyon, plazma ekstravazasyonu ve immin
hiicrelerin toplanmasi1 dahil olmak iizere nérojenik enflamasyonda 6nemli roller oynar,
bununla birlikte immdiin hicre aktivitesinin dizenlenmesi néropeptidler icin daha
kapsaml1 bir fonksiyon olarak ortaya ¢ikmistir. Enflamasyon sirasinda peptiderjik
periferal liflerin germinasyonu gerceklesir ve noropeptid iceriginde artis meydana
gelir (Awawdeh et al., 2002a; Byers and Taylor, 1993; Kvinnsland and Heyeeraas,
1992). Peptid igeren sinir lifleri siklikla bagisiklik hiicrelerine, 6zellikle makrofajlara
(Toriya et al., 1997) ve mast hiicrelerine (Kabashima et al., 2002) yakin olarak goriiliir.
Ayrica, bagisiklik hiicreleri {izerindeki fonksiyonel noropeptid reseptorlerinin
tanimlanmas1 (Hartung et al.,, 1986; McGillis et al.,, 1991), noropeptidlerin

noroimmiinomodiilasyonda rolii oldugunu ortaya koymaktadir.
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CGRP’nin, SP ile ayn1 anda salinmasina ve gii¢lii bir vazodilator olmasina
ragmen (Brain et al., 1985) immiinosupresif etkilere sahip oldugu diisiindiirmektedir
(Taylor et al., 1998). SP'nin aksine CGRP, IL-2 Uretimini ve murin T hicrelerinin
proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmistir (Wang et al., 1992). CGRP makrofajlarin
IF-y’ya yanit olarak hidrojen peroksit iiretme, antijen sunma (Nong et al., 1989) ve
farklilagma (Owan and Ibaraki, 1994) yeteneklerini inhibe eder. Ayrica, atipik sitokin
salgilanmasimi indiikleyerek (Levite, 1998) uyarilmamis Th fenotipini dogrudan

etkileyebilir.
2.3.5.3. Diseti ve Periodontal Dokularda Noropeptidler

Insanlarda periodontal dokular1 innerve eden lifler SP, CGRP, VIP ve
noropeptit Y (NPY) dahil olmak {izere bir dizi néropeptidlere karsi immiinoreaktiftir
(Luthman et al., 1988). Immiinohistokimyasal olarak bakildiginda SP, normal insan
diseti dokularinda perivaskiiler olarak ve rete peg i¢inde lokalize olmustur (Bartold et
al., 1994). Subepitelyal bag dokusundan kaynaklanan sinir lifleri de baglanti epiteline
nifuz edebilir. Intraepitelyal sinirler miyelinsizdir ancak bir dizi ndropeptit igerir
(Bartold et al., 2000). Yapilan galismalarda, birlesim epitelinin SP sinir lifleri
tarafindan yogun sekilde innerve edildigi gosterilmistir (Nagata et al., 1992). Ayrica,
Malassez epitel hiicre kalintilar1 i¢indeki néroendokrin hiicrelerinin SP, CGRP ve VIP
néropeptidlerini eksprese ettigi gosterilmistir (Kvinnsland et al., 2000).

CGRP, VIP ve NPY’nin sican periodontal ligamentindeki kan damarlar: ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Bu, molekiillerin bélgedeki kan akisini diizenlemede rolii
oldugunu diisiindiirmektedir (Kato et al., 1996). Periferik sinir yaralanmasini takiben
sicanlarda kesici disin lingual periodontal ligamentindeki miyelinli aksonlarda
NPY'nin uyarilmis olmasi, rejenerasyonda katkis1 bulunabilecegine isaret etmektedir
(Wakisaka et al., 1996). Periferik sinir yaralanmasini takiben trigeminal ganglionda

artan NPY seviyeleri daha dnceleri rapor edilmistir (Wakisaka et al., 1993).
2.3.5.4. Noropeptidler ve Periodontitis

Onemli bir ag1z saglig1 sorunu olusturan periodontitis, kronik enflamatuvar bir
durumdur ve norojenik bilesenlerden olusmaktadir (Gyorfi et al., 1992). Oral kavite
travmatik durumlara, PH degisikliklerine, sicaklik degisikliklerine ve endotoksik
degiskenlere siirekli maruz kalmaktadir. Bu faktorlerden herhangi birine uzun sure

maruz kalimmas1 duyarli dokularda nérojenik enflamasyonun uyarilmasi i¢in yeterli
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olabilir. Peptiderjik noronlarm disetini yogun bir sekilde innerve ettigini (Luthman et
al., 1989) ve DOS'ta néropeptitlerin tanimlanmasi (Hanioka et al., 2000; Linden et al.,
2002; Lundy et al., 1999) periodontitis ve diger orofasiyal enflamatuvar bozukluklarin
belirli ndropeptidlerdeki dengesizlikler tarafindan modiile edilebilecegi fikrini giderek
daha belirgin hale gelmektedir. Gingivitis ve periodontitisten etkilenen bolgelerden
elde edilen dokudaki ndrokimyasal belirteglerin dagilimi (Bartold et al., 1994;
Luthman et al., 1989), periodontitis patogenezinde noéropeptidlerin olast bir roli
oldugunu gostermektedir. Noropeptidlere ek olarak periodontal hastalikta
enflamasyonun yogunlugu ve siiresi ayn1 zamanda karmasik diizenleyici enflamatuvar
aracilar ve immiin hiicreler tarafindan da kontrol edilir. Sonug¢ olarak, periodontal
saglik ve hastaligin norojenik bilesenlerin anlagilmasi1 zordur, ¢iinkii néropeptid
seviyelerindeki degisiklikler list {iste binen kimyasal aktivite dizisinin sadece bir
parcasidir. Periodontitisten etkilenen deneklerde, saglikli bolgelere kiyasla hastaliktan
etkilenen dislerin DOS’unda hem SP hem de NKA seviyeleri 6nemli dl¢giide yiiksek
bulunmustur (Linden et al., 1997). Bu ¢alismada, DOS’taki SP ve NKA'y1 6l¢gmek i¢in
radyoimmiinoassay kullanilmistir ve izole edilen takikininlerin cepte mi, bag
dokusunda m1 yoksa her ikisinde mi islev gordiigii ortaya konmamuistir. Yine de bu
anlamda, SP'nin spesifik olarak insan disetindeki enflamatuvar odaklara karsi
bildirilen immiinolokalizasyonu ile ilgili olabilecegi sOylenebilir (Bartold et al., 1994).
Noropeptidler 6nce diseti bag dokusuna salmip buradan da epiteldeki difiizyon yoluyla
periodontal cebe yayilim gostermektedir. SP, DOS’ta ELISA yontemi kullanilarak da
iltihapli bolgelerde bulunmustur (Hanioka et al., 2000). SP PGE2, IL-1B ve TNF-a
dahil olmak tizere konakg¢1 yanitinin gostergeleri ile 6nemli bir korelasyon icerisindedir
(Hanioka et al., 2000). Ancak SP ve NKA ¢ok diisiik seviyelerde (<10 pg/mL) bulunur
ve serumda ¢ok kisa bir yar1 d6mre sahiptir ve bu nedenle, bu noéropeptidlerin DOS
kaynagimmi muhtemelen sinir lifleri veya enflamatuvar hiicreler olusturmaktadir.
Periodontitisten etkilenen bdlgelerde DOS’taki yiiksek SP ve NKA seviyelerinin
periodontal tedavinin bir sonucu olarak diistigli gosterilmis (Lundy et al., 2000b).
Dolayisila bu bulgu da takikininlerin yerel bir kaynagi oldugu ve periodontitis ile
iligkili enflamatuvar siirecle baglantili oldugu goriisiinii desteklemektedir. Plak SP'nin
periodontitisteki baz1 etkilerine aracilik eden 6nemli bir yardimer faktor olabilir (Lieb
et al., 1996), cunkl SP'nin in vitro olarak monositlerde 1L-6 sentezini yalnizca LPS
eklendiginde de indiikleyebildigi gosterilmistir. SP sitokin iiretimini artirmaya ek

olarak, LPS ile aktive olan makrofajlardan TGF-B iiretimini sinirlayarak da bir
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proenflamatuvar araci olarak gorev yapar (Marriott and Bost, 1998). Noropeptid
diizeylerinde 6zellikle periodontitis bolgelerindeki SP'de bireyler arasinda degiskenlik
gorilmketedir. Noropeptid doku seviyelerindeki bireyler aras1 degiskenligi daha 6nce
yorumlanmig (Maggi et al., 1987) ve duyu sinirlerinin efferent fonksiyonunun

yogunlugu ile dogrudan iligkili olabilecegi 6ne stiriilmiistiir.

CGRP, DOS’ta tespit edilmistir, ancak diseti iltithab1 olan bdlgelere kiyasla
periodontal saglikli olanlarda seviyesi daha yiliksek bulunmustur (Lundy et al., 1999).
CGRP herhangi bir periodontitis bolgesinde tespit edilememis ve hastalikli bolgelerde
bu noéropeptidin parcalanmasindan DOS bilesenlerinin sorumlu oldugu sonucuna
varilmistir (Lundy et al.,, 1999). Yine, matris destekli lazer spektrometrisi ile
karboksipeptidazin CGRP'yi yalnizca aktive etmekle kalmayip ayn1 zamanda biiyiik
Olciide degrade olmasin1 da sagladigi gosterilmistir (Lundy et al., 2000a).
Antienflamatuvar noropeptid olan CGRP'nin hizli degrade olmasi1 sadece SP veya
NKA degil (Lundy et al, 2000a), periodontal enflamasyondaki takikininlerin de
proenflamatuvar etkilerini arttirmaya yardimci olmaktadir. SP'nin 16kositler tizerinde
ortaya ¢ikan etkilerin daha ¢ok uyarici, CGRP'nin ise engelleyici oldugu bilinmektedir
(McGillis and Fernandez, 1999).

Mast hiicrelerinin degraniilasyon yoluyla karboksipeptidaz salinimi ilk olarak
Brain ve Williams (1989), tarafindan Onerilmistir. Bu hipoteze gore, lokal mast
hiicrelerinden SP ile uyarilmis proteolitik enzimlerin salinimimin CGRP'nin
hizlandirilmis degradasyonuna yol acabilecegi one siirilmiistiir. Bu ndropeptidin
osteoklastik kemik rezorpsiyonunu inhibe ettigi ve osteogenezisi uyardigi da
gosterilmistir. Bu nedenle CGRP'nin degradasyonu periodontal yikimla ilgili olabilir

(Konttinen et al., 1996).

DOS’ta rapor edilen VIP seviyeleri, bu noropeptidin periodontal saglik ve
hastalikta potansiyel bir patofizyolojik rolii oldugu fikrini desteklemektedir (Linden et
al., 2002). VIP, klinik olarak saglikli bolgelerdeki seviyelere kiyasla periodontitisten
etkilenen bolgelerde 6nemli 6l¢iide yiikselmistir. Cerrahi olmayan periodontal tedavi,
periodontitis bolgelerinde VIP diizeylerinde bir azalma ile birlikte klinik bir iyilesme
ile sonuglanmistir (Linden et al., 2002). VIP ¢ok diisiik seviyelerde (<2 pg/mL) ve
serumda kisa bir yar1 6mre sahiptir (Hoyle, 1995). Dolayisiyla, nispeten yiiksek DOS
VIP seviyelerinin kaynagmin sinir lifleri veya enflamatuvar hiicreler olmasi

muhtemeldir. Enflamatuvar bir yanit sirasinda VIP'nin zamaninda salimiminin, devam
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eden immiin yanitin regiilasyonunu etkileyen bir otokrin/parakrin faktor olarak hareket
etmesi olasidir. Bununla birlikte, SP'nin proenflamatuvar sitokinlerin salinimini tegvik
ettigi de bilinmektedir. SP ve VIP i¢in karsit roller daha dnce akciger paransimindeki

bir mirin enflamasyon modelinde tarif edilmistir (Kaltreider et al., 1997).

Noropeptidler periferik dokular Gizerinde trofik bir etki gostermektedir ve bu
sistem uyarict olarak hareket ederek normal duyusal uyaranlarin devamliliginin ve

doku biitiinliigliniin koruyucusu gibi fonksiyon gorir (Maggi and Meli, 1988).
2.3.5.5. Néropeptidlerin Kemik Uzerindeki Etkisi

Kemik rezobsiyonu ve olusumu arasindaki dengenin bozulmasi, romatoid
artritten periodontitise kadar ¢esitli hastaliklarin merkezinde yer alir. Kalsitonin,
paratiroid hormonu ve D3 vitamini gibi sistemik hormonlar kemik metabolizmasinda
onemlidir. Yerel mikro-cevre kemigin yeniden sekillenmesinde 6nemli bir faktordiir
ve sinir sisteminin bu baglamda Onemli bir rolii olabilecegine dair kanitlar
birikmektedir. Kemigin peptiderjik innervasyonu vaskiler sistemin duyusal
fonksiyonunu veya kontroliinli yansitabilir; bununla birlikte, néropeptidlerin kemik
metabolizmasinda 6nemli modiilator rollere sahip olabilecegi ortaya g¢ikmaktadir

(Lundy and Linden, 2004).

Kemik metabolizmas1 siirecine noropeptid katilimi ilk olarak, CGRP'nin
kalsitoninin N-terminal bolgesine amino asit dizisindeki benzerligiyle ortaya
cikarilmistir. CGRP'nin kan damarlariyla yakindan iliskili sinir lifleri yoluyla kemikte
bol miktarda dagildigi gosterilmistir (Hill and Elde, 1991). Ek olarak, CGRP lifleri de
spesifik bolgesel dagilim gosterir ve osteoklastlarla yakin temas halindedirler (Imai et
al., 1997). Periodontal ligamentte kok sementine yakin uzanan CGRP-immdiinoreaktif
sinir lifleri gozlenmistir (Heyeraas et al., 1993). Ayrica, deneysel olarak siganlarin
periapikal lezyonlarinda, CGRP-immiinoreaktif sinir liflerinin yogunlugunun zirveye
ulastig1 bolgelerde, osteoklastlarin sayisinin azalmaya basladig1 gosterilmistir (Toriya
et al., 1997). Bu da CGRP'nin kemik rezorbsiyonunu inhibe etmede olas1 bir rolii
oldugunu diisiindiiriir. Cesitli deneysel calismalar, CGRP'nin kemigin yeniden
sekillenmesine katilimimi desteklemektedir. Hukkanen vd. (1993), CGRP liflerinin
kallus olusumu ve ardindan yeniden sekillenme ile kirik ¢evresinde hizla cogaldigini
gostermistir. CGRP liflerinin ayrica ortodontik dis hareketinin neden oldugu mekanik
strese yanit olarak periodontal ligamentte artti§1 gosterilmistir (Kato et al., 1996). Bu
nedenle, sadece CGRP liflerinin dagiliminin degil, ayn1 zamanda dinamiklerinin de bu
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ndropeptidin kemigin yeniden sekillenmesinde onemli bir rolii oldugunu goriisiinii

desteklemektedir (Irie et al., 2002).

CGRP'nin kemik hiicreleri tizerindeki etkisi kapsamli bir sekilde arastirilmistir.
CGRP’nin yumurtaliklar1 alinmig sigcanlarda kemik rezobsiyonunu engelledigi
gosterilmistir (Valentijn et al., 1997). CGRP'nin osteoklastlar tizerindeki etkisi kismen
hiicre hareketliliginin inhibisyonu seklindedir (Alam et al., 1991) ve CGRP
osteoblastlarin farklilasmasii ve sitokin dretimini modile eder (Valentijn et al.,
1997). CGRP lifleri ve osteoblastlar arasindaki histokimyasal iliskiler de
gosterilmistir (Imai et al., 1997). CGRP dahil olmak Uzere bircok noéropeptid icin
osteoblastlarda reseptérler bulunur (Bjurholm et al., 1992). Yine, son zamanlarda
osteoblastlarin CGRP'yi endojen olarak eksprese ettigi gosterilmistir. CGRP'yi yliksek
seviyelerde eksprese eden osteoblastlara sahip transgenik fareler, artmig kemik
olusumu ve artmis kemik hacmi ile karakterize edilmistir. CGRP'nin kemige sadece
sinir yoluyla degil, ayn1 zamanda bir otokrin dongii yoluyla da etki ettigi gosterilmistir
(Imai and Matsusue, 2002). CGRP'nin osteoblast ve osteoklast kiltirlerindeki etkileri,
in vivo lokalizasyonu ile birlikte sinir sisteminin kemik metabolizmasini etkiledigine

de isaret etmektedir (Lundy and Linden, 2004).

Kemik dokularinda néropeptitlerin varligi sadece immiinohistokimya ile degil,
aynt zamanda radyoimmiinoanaliz ile de gosterilmistir (Ahmed et al., 1994).
CGRP'nin osteoklastik kemik rezorpsiyonunu inhibe ettigini ve osteogenezi uyardigini
gosteren deneysel calismalar (Konttinen et al.,, 1996), CGRP'nin kemik
metabolizmasinda merkezi bir roli oldugunu desteklemektedir. DOS’taki
ndropeptidlerle ilgili yapilan calismalardan elde edilen kanitlara bakildiginda,
hastaliga 6zgli karboksipeptidaz parcalanmast sonucu olarak periodontitis
bolgelerinde (Lundy et al., 1999) baslangicta sasirtici seviyede CGRP eksikligini
ortaya ¢ikmaktadir (Lundy et al., 2000a). Bu baglamda CGRP eksikligi, dengeyi

periodontal kemik kaybi lehine ¢evirmede onemli bir faktor olabilir.
2.4. Periodontal Hastalikta Genetik Duyarhhk

Periodontitis, disleri destekleyen dokularin kronik enflamatuvar bir
hastaligidir. Yikici periodontal hastaliga duyarl kisilerde, konagin bagisiklik sistemi
ile oral bakteriler arasinda bir dengesizlik vardir. Bu bireylerde belirli mikrobiyal
patojenler cogalabilir ve bu da periodontal dokularda enflamatuvar reaksiyonlarin
indiklenmesine yol agar. Bu enflamatuvar reaksiyonlar, zaman iginde periodonsiyumu
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tahrib eder. Tedavi edilmezse disler alveoler kemige olan bag destegini kaybeder ve
alveoler kemik rezorbe olur ve bunun sonucunda etkilenen disler mobil hale gelir ve
sonunda kaybedilir (Schaefer et al., 2022).

Agiz boslugu insan viicudunun en karmagsik ekosistemlerinden biridir ve
sayisiz farkli bakteri tiirlinii igerir. Bu tiirler, insan organizmasi ve konakg1 tarafindan
saglanan g¢evresel kosullara uyum saglayan oral mikrobiyota ile birlikte degisime
ugramistir. Normal oral mikrobiyota konagi dis patojenlerden korur ve bagisiklik
sistemi, homeostaz1 siirdiirmek igin bakteri ¢ogalmasini kontrol eder. Cevresel
faktorler, bagisiklik sistemi ve agiz boslugundaki patojenler arasindaki karmasik
etkilesim biiylik 6l¢iide genler tarafindan diizenlenir. Genler, reseptor 6zgiilliigiinii ve
bakteri tiirlerine duyarlilig1 etkileyen molekiillerin yan1 sira bagisiklik reseptorlerini
de kodlar. Bununla birlikte enflamatuvar sinyallere aracilik eden sinyal iletim yollarini
kodlayarak, enflamatuvar yanitin yogunlugunu diizenler ve etkilerler ve organizmanin

dis ve i¢ uyaranlara esnek bir yanit vermesine izin verirler (Schaefer et al., 2022).

Konagin bagisiklik sistemi zamanla degisir ve yasam tarzi faktorlerinden, diger
hastaliklardan ve yastan olumlu veya olumsuz sekilde etkilenebilir. Konagin genetik
yapisi, epigenetik etkiler veya somatik mutasyonlar yoluyla yasam boyunca
degisebilir. Sonug olarak, periodontitis karmasik bir hastalik olarak kabul edilir.
Genetik arastirmalar, bagisiklik tepkisine aracilik eden faktoérlerin anlasilmasina
yardimci olabilir ve bu tepkinin, ayni ¢evresel etkenler ve benzer yasam tarzina sahip
bireyler arasinda neden biiyiik 6l¢iide farklilik gosterdigini agiklayabilir. Genetik
aragtirmalarin 6nemli bir amaci, hastaligin altinda yatan genleri belirlemek ve bu
lokuslardaki potansiyel risk varyantlarinin genetik etkilerini tahmin etmektir. Genetik
varyasyon, c¢ogunlukla genlerin dulzenleyici bolgelerini etkiler ve bu da

ekspresonlarinda kiigiik degisikliklere yol acar (Schaefer et al., 2022).
2.4.1. Periodontitis ve Genetik liskisi

Gegen ylizyilin ortalarina kadar, uzun siire kotii agiz hijyeni gecmisi olan
kisilerde periodontitis gelisecegi disiiniilmekteydi. Bunun temel nedeni, yapilan
caligmalarda tiim periodontitis formlarmin biiyiik 6l¢iide bakteriyel patojenlerle iligkili
oldugunun ve bunlara kars1 immiinolojik tepkiler gerceklestiginin gosterilmesidir.
Ayrica periodontal patojenlerin prevalansi ve oranlarinin periodontitisli hastalarda
saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugu kabul edilmistir (Griffen et al., 1998; Van
Winkelhoff et al., 2002). Periodontitisin yalnizca bir veya daha fazla spesifik
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periodontal patojenden kaynaklanip kaynaklanmadigi agik bir tartigma olarak
kagimizdadir. Bu durumda enfekte olmus deneklerin ¢ogunda periodontitis
gelismelidir. Ancak periodontal patojenler saglikli kisilerde oldugu kadar gingivitisli
veya min0r periodontitisli hastalarda da nispeten yiiksek bir prevalans gostermektedir.
Ornegin, Ohio, ABD'de 0-18 yas aras1 222 saglikli ¢ocuk iizerinde yapilan bir
calismada, A. a ve P. gingivalis'in patojenik suslari sirasiyla ¢cocuklarin %48'inde ve
%?36'sinda saptanmis ve 20 giinliik bebeklerde her iki tiir de bulunmustur (Lamell et
al., 2000). Yine, gingivitisli veya minor periodontitisli genis bir hasta grubunda
(ortalama yas 52), A. a ve P. gingivalis benzer sekilde yaygin tespit edilmistir (sirastyla
%38 ve %32) (Wolff et al., 1993).

Son yillarda epidemiyolojik ve klinik ¢aligsmalar, bakteri varliginin her zaman
periodontal atasman kaybina neden olmadigini, ancak periodontitis i¢in konak
faktorlerinin de gerekli oldugunu gostermistir. Patogenez modeline, ylksek risk
gruplart kavrami da eklenmis ve bu periodontitisin genetik bir arka plana sahip

olabilecegi hipotezini gelistiren faktorlerden biri olmustur (Schaefer et al., 2022).

1966'da yapilan bir calisma, bazi bireylerin digerlerine gore periodontitis
acisindan daha fazla risk altinda oldugunu ortaya cikaran ilk arastirmalardan biridir
(Trott and Cross, 1966). Bu c¢alisma 1800'den fazla denekte dis kaybinin baslica
nedenlerini aragtirmistir. Calisma her yas kategorisinde az sayida hastada periodontitis
nedeniyle birgok disin kaybedildigini gdstermistir. Bu durum, dis kayb1 olamayan bir
Amerikan popiilasyonunsa yapilan 28 yillik bir calismada da dogrulanmistir. Dislerini
kaybeden bu populasyonun %14.4'Uniin o donemde kaybedilen tiim dislerin %64'ini
olusturdugu bulunmustur. Dislerini kaybeden ancak kismen dissiz kalanlarin %13.8'i,
bu grupta kaybedilen tiim diglerin %60.2'si kadar kalmistir. Yapilan analizler, diseti
iltthabinin dis kaybi1 i¢in en giiclii risk faktorii oldugunu gostermistir (Burt et al., 1990).
Ayni durum, 15 yildan uzun siiren periodontitis hastalarinda periodontal tedavinin
etkisini degerlendiren iki ¢alismada da bulunmustur (Hirschfeld and Wasserman,
1978). Bu calismalar, hasta popiilasyonunun %20'sinin tiim kaybedilen dislerin
yaklasik %75'ini olusturdugunu gostermistir.

Periodontitis gelisimi icin yiiksek risk kavrami, periodontal hastaligin dogal
seyrini arastiran ¢alismalarda dogrulanmistir. Bir ¢alismada, Bati Java'da diizenli dis
bakimindan yoksun uzak bir kdy halkinda periodontal sorunlarin baslamasi ve

ilerlemesi incelenmistir (Van Der Velden et al., 2006). Arastirmacilar, bireylerin
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%20'sinde siddetli yikim gelistigini, geri kalan popiilasyonda ise hafif-orta diizeyde
yikim gelistigini bulmuslar ve herkesin periodontitise esit derecede duyarli olmadigini
one siirmiiglerdir. Yapilan aragtirmalar, konak¢1 duyarliliginin genetik bir arka plana
sahip olabilecegi hipotezini sekillendirmistir. Konagin antimikrobiyal yanit1 kismen
genler tarafindan tanimlanir ve popiilasyona gore degisebilir. Konagin antibakteriyel
yanitini kodlayan genler ve bagisiklik sistemi tarafindan hedeflenen bakteriyel
faktorlerdeki genetik varyantlar, bagisiklik sistemi ve cevresel faktorlerin iligkisini
kotu yonde etkileyebilir ve bazi durumlarda hastalik gelisimine yol agabilirler (Sekil
2.3) (Foxman and Iwasaki, 2011).
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Sekil 2.3. Genotip ve periodontitis iligkisi (Foxman ve Iwasaki, 2011°den uyarlanmistir)
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Bireyin periodontal yikim boyutunu belirleyen bagisiklik yaniti, Sistemik
hastaliklar (6rn. diyabet), sigara kullanimi, stres, beslenme ve yas gibi diger i¢ ve dis
faktorler tarafindan da etkilenmektedir (Jauhiainen et al., 2020; Kinane et al., 2006)
ve bu etkenler ayn1 zamanda bireyin genetik yapisi ile iliskilidir. Oral mikrobiyota,
bagisiklik sistemini etkileyen i¢ ve dig faktorler ve konagin genel genetik yapisi
arasindaki bu etkilesim bireyin periodontitise karst duyarliligini olusturur (Schaefer et
al., 2022).

Periodontitisin genetik temeli bircok calismada gosterilmistir ve genetik
varyantlarin hastalik fizyolojisine etkileri analiz edilmistir. Son yillarda, genetik analiz
yontemlerinde ve hastaliklarin genetik agidan degerlendirilmesinde muazzam
gelismeler olmustur. Bir dokudaki hedef genlerin ekspresyonunun nasil
diizenlendigini anlamak icin genetik elementleri tanimlamak ve hareket tarzlarini

karakterize etmek énemlidir.
2.4.2. Genel Genetik Kavramlar

Genetik, organizmalarda kalittim ve varyasyonu arastiran bir bilim dalidur.
Genler, enzimler ve haberci molekiillerin yardimiyla proteinlerin iiretimini
yonlendirir. insanlarda genler 23 ¢ift kromozom iizerinde bulunur, 22 ¢ift otozomal
kromozom (otozomlar) ve bir ¢ift cinsiyet kromozomu (gonozomlar, disiler i¢in XX
ve erkekler igin XY). Her ciftten bir kromozom babadan ve bir kromozom anneden
alinir. Kromozomlarin tamamma genom denir. Her kromozom uzun bir
deoksiriboniikleik asit (DNA) cifti icerir. DNA, bir seker-fosfat omurgasi ile kimyasal
olarak baglanan niikleotid dizilerinden olusur. Niikleotidler, DNA'nin yapi taslarin
olusturur ve nitrojen iceren bazlardan ortaya ¢ikar. DOrt nitrojen igeren, baz mevcuttur:
adenin (A), guanin (G), sitozin (C) ve timin (T). Kromozomlarda DNA cift sarmal
seklinde diizenlenmistir, iki polinukleotid zinciri bazlar arasindaki hidrojen bagiyla
birbirine baglanir. Iki tek sarmall1 niikleotid zincirinin eslesmesi tamamlayicidir, G
sadece C ile ve A sadece T ile giftlesir, bunlara baz ciftleri (bp) denir. Bu dort
niikleotidin sirasi, DNA molekiiliiniin o kisminda kodlanan bilginin anlamni belirler,
bu tipki harflerin sirasinin bir kelimenin anlamini belirledigi gibidir (Strachan ve Read,
2019). Neredeyse viicuttaki her bir hiicre, genomu olusturan yaklasik 3 milyar DNA
baz ¢iftinin tam bir kopyasini igerir (Ulusal Insan Genomu Arastirma Enstitiisii

[NHGRI], Ulusal Saglik Enstitiileri [NIH], www.genome.gov).
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Genetik kod ¢ nukleotidlik gruplar halinde okunur, her bir trintkleotid
dizisine spesifik bir amino asidi kodlayan bir kodon adi verilir. Bir gen ¢esitli
bolumlerden olusur. Promotor bdlge, kodlama bdlgesinin transkripsiyonunun
diizenlenmesi ve baglatilmasi i¢in gerekli olan ve bu bolgenin yukarisindaki spesifik
bir niikleotid dizisidir. intronlar, protein kodlamayan niikleotidlerin dizileridir ve bir
proteinin amino asit dizisini kodlayan eksonlar1 gevreler (Strachan and Read, 2019).
Genomda bilinen ekzonlarm bir araya gelmesine ekzom denir. Insan genomundaki
tahmini 20.000 proteini kodlayan genlerin her biri, ortalama dort protein varyantini
kodlayacak sekilde alternatif yollarla kopyalanabilir (ENCODE-Project-Consortium,
2012). Proteinler organlar ve dokular gibi viicut yapilarimi taglarini olusturur, hiicreler
arasinda sinyaller tasir ve biyokimyasal reaksiyonlar1 kontrol eden enzimlerin
yapisinda bulunur. Bir hiicrenin DNA's1 mutasyona ugrarsa, viicudun olagan durumu
aksayabilir ve hastaliga yol agabilecek anormal protein veya anormal protein

miktarlar iiretilebilir (Schaefer et al., 2022).

DNA'da bulunan bilgilerin hticresel fonksiyona cevrilmesi igin bu bilgilerin
aktarilmasi gerekmektedir ve DNA’daki bilgiler ribontikleik asit (RNA) molekillerine
kopyalanir. Cesitli RNA transkriptleri vardir. Proteinlerin amino asit dizisini kodlayan
bilgiyi tasiyan tipe haberci RNA (mRNA) denir ve ekzonlardan kopyalanir.
MikroRNA'lar veya kodlamayan RNA'lar (ncRNA) gibi protein kodlamayan RNA'lar,
biiyiik 6l¢iide gen ekspresyonunun diizenlenmesinde islev goriir. (Strachan and Read,
2019). Belirli bir hiicrede bulunan tim transkriptlerin bir araya gelmesine transkriptom

denir.

Dizileme teknolojileri, bir DNA dizisindeki niikleotidlerin tam sirasini belirler.
Tum insan kromozom dizilerinin 2006 yilinda uluslararasi insan Genom Projesi
tarafindan yayinlanmasindan sonra, 1000 Genom Projesi ortak insan genetik
varyasyonunun kapsamli bir tanimmi saglamak icin Dbaslatildi. 26 farkh
popiilasyonundan 2504 bireyin genomlariin dizilenmesiyle, insanlarda toplamda 88
milyondan fazla varyant tanimlandi. Bu varyantlarin ¢ogu nadirdir ve yalnizca
yaklagik 8 milyonu %5'ten fazla sikliga sahiptir. DNA'nin belirli bir kromozomal
bolgesindeki (lokusu) alternatif varyantlara alel denir, ve bir bireyin kromozomlarinda
alellerin timine genotip denir. Belirli bir lokus i¢in iki veya daha fazla alel dogada
bulunabilir ve farkl frekanslarda ortaya cikabilir. Minor alel frekans1 (MAF), bir
populasyonda en az goriilen alel oranidir ve %0-50 arasinda degisebilir. MAF'si >%5
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olan varyantlar ortak varyantlar olarak adlandirilir. Bir varyantin MAF'si %]1-5
arasinda degisiyorsa, buna nadir varyant denir. Sikliklar1 %]1°den az olan genetik

varyantlara mutasyon denir (Schaefer et al., 2022).

Bir mutasyon veya bir genetik varyantin etkisi bulundugu gen bolgesine gore
degisebilir. Ornegin, bir genin kodlama bdlgesinde bir mutasyon meydana gelirse, bu,
bir amino asitin yer degistirmesine ve dolayisiyla proteinin islevini etkileyebilecek
sekilde degistirilmis bir protein yapisina neden olabilir. Veya bir genin diizenleyici
bolgesinde mutasyon meydana geldiginde, genin ekspresyon seviyesini degistirebilir.
Bir genetik varyantin hastaliga yatkinlig1 etkileme giicii, genotip iligki riski (GRR),
hastalik riskini 0 genotipe sahip olan ve olmayan bireyler arasindaki oran olarak
tanimlanir. 1,1'lik bir oran, riskte %10'luk bir artisa esittir ve genellikle olasilik orani
(OR) olarak ifade edilir. Bununla birlikte, bir genetik varyant veya mutasyonun
tastyiciligr kesin olarak hastaliga yol agmaz, ve mutasyon veya risk varyanti olan
bireylerin yalnizca bir kisminda hastalik gelisecektir. Bu oran penetrans olarak
tanimlanir (Schaefer et al., 2022).

2.4.3. Gen Polimorfizmi ve Periodontal Hastalhklarla iliskisi

Alel cesitliligi populasyonun genetik cesitliligini olusturmaktadir. Genetik
cesitliligi  tanimlamak igin ise “heterozigotluk” ve “polimorfizm” tanimlari
kullanilmaktadir. Bireylerin heterozigot oldugu, genlerin yiizdesi veya orani ile
tanimlanir. Her gen lokusu, bir allelin birbirinin ayni1 kopyasin1 (homozigot) ya da
farkli iki allelin birer kopyasini (heterozigot) tagimaktadir. Genom tizerindeki bir
bolgenin popllasyondaki bireylerde anlamli oranda farklilik gostermesine ise
“polimorfizm” denilmektedir. Gen polimorfizmleri, bireyler arasinda sekans olarak
degisir ve ¢ok yaygimn olarak (populasyonun en az %1'ini etkileyen) goriinmektedir
(Nielsen, 2004).

Polimorfizmlerin en yaygin sekli, genomik DNA'daki tek baz ciftindeki (bp)
bir degisiklik olan tek niikleotid polimorfizmidir (Sekil 2.4) (Nielsen, 2004). Insan
genomunda her 300 ile 1000 bazda bir gézlenmekte olup heterojenitenin en énemli
kaynagidirlar. Tek nukleotid polimorfizmleri (SNP) farkliliklar1 ¢ogu hiicre
fonksiyonu tizerine etki etmez. Etkileri, hastaliklara yatkin olma diizeyinde veya bir
ilaca verilen yanmttaki sekliyle kalir (Frazer et al., 2009). SNP gen fonksiyonunu
etkileyebilir. Ornegin, bir promotor bélgesinde bulunan SNP, (retilen mRNA
miktarini etkileyebilir.
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Sekil 2.4. Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) (National human genome research institute’ten
alinmustir)

Insan geninde polimorfizmin gelisebildigi bir veya birkag bélge bulunmaktadir
(Sekil 2.5)

1. Promoter bolge veya 5°- kenar (flanking) boélgsi

2. Ekzon veya gen kodlama bolgesi

3.Intron (Ekzonlar arasina yerlesen ve amino- asit kodlamayan) bslgesi

4. Kodlanmayan bdolge veya 3’- UTR bolgesi

(2) Ekzonlar
(kodlayic1 bolgeler)

Transkripsiyon
Baslama noktasi
\'4

5 3’

(1) Promotor A A (4) Kodlanmayan
bélge bélge
Baslatici Sonlandirma 8

kodon . kodonu
(3) Intronlar

(Duraklama bélgeleri)

Sekil 2.5. insan geninin genel yapisi ve polimorfizmlerin olusabilecegi bolgeler (Takashiba ve
Naurishi, 2006’dan uyarlanmistir)

Enflamasyon, doku travmasini takiben gelisen ve doku onarimimin
indlksiyonu ile tamamlanan karmasik bir siirectir. Dogustan gelen bagigiklik sistemi
enflamatuvar yanitin baslamasi, ilerlemesi ve kontrol altina alinmasi igin 6nemlidir.
Bu yiizden doku hasarina karsi olusan yanitta gozlenen farkliliklar ve klinik olarak
enflamasyonun olusumundaki cesitlilik genetik varyasyonlar ile iligkili olabilir ve
anormal enflamatuvar yanitin gelismesinde bu varyasyonlar bireyleri hastaligin

goriilme siklig1 agisindan etkileyebilir (Takashiba and Naruishi, 2006). Enflamatuvar
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strecin kontroliinde yer alan bu genlerde SNP’lerin arastirilmasina blyuk ilgi
olmustur. Boyle bir yaklagim, gesitli ilaglara ve tedavi yontemlerine yanit verenler ve
yanit vermeyenler i¢in potansiyel belirteglerin ortaya ¢ikmasi ve ayrica terapotik
miidahale i¢in hedeflerin belirlenmesine yardimci olabilir (Takashiba and Naruishi,
2006).

Periodontal hastaligin ilerlemesi, bireyin bagisiklik sistemi ile ilgilidir ancak
agirlikli olarak da kisinin genetik yapisindan etkilenen konak yaniti tarafindan
yonetilir. Bu nedenle, konak yanitindaki bir dizi genetik varyasyon veya eksiklikler
periodontitise yakalanma olasiligin1 arttirabilir. Genel olarak, bir gen tarafindan
belirlenen fizyolojik siire¢ hastali§in ortaya ¢ikmasi veya siddeti ile iliskilendirilmisse,
bu roll icin bir aday olarak kabul edilebilir (Tarannum and Faizuddin, 2012). Fakat
hastaligin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesindeki riskin sadece gen ile iliskili olmadig1, ayn
zamanda cevresel etkiler ile olusabilecegini diisiindiiren daha komplike patojeniteler

de olabilir (Dogan vd., 2012).
Bir hastaligi polimorfizm ile iligkilendirmek icin;
e Polimorfizm genin tirettigi tiriinii etkilemeli
e Popiilasyonundaki sapmalar tanimlanmali
e Sigara veya sosyo-ekonomik durum gibi faktorler degerlendirilmeli

e Polimorfik gen iirlinii hastalik etyopatolojisini etkilemelidir (Kinane et al.,

2005).

Periodontitisle ile ilgili farkli gen polimorfizm ¢aligmalar: yapilmistir, bunlardan
en 6nemlileri; sitokin geni, immuno-reseptor geni, metabolizma ve antijenin taninmast

ile ilgkili genlerde meydana gelen polimorfizmlerdir.

IL-1 geni polimorfizmleri, periodontal hastaliklar igin potansiyel genetik
belirtegler olarak Onerilmistir. Bircok arastirmaci, periodontitis ile IL-1 geninin
spesifik polimorfizminin varlig1 arasinda pozitif bir iliski oldugunu bildirmistir
(Takashiba and Naruishi, 2006). Bununla birlikte, IL-1 genetik polimorfizmi ile sigara
gibi ¢evresel faktorler arasinda agiklanmamis bir etkilesim de mevcuttur. Genotip-
pozitif IL-1 allel kombinasyonunu tasiyan sigara i¢enlerde periodontitis gelisme riski

daha yuksek olabilir. Bu durum, periodontitise yatkinligin belirlenmesinde genetik-
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cevresel etkilesimin tek basma genetik faktorlerden daha oOnemli oldugunu

diistindirmektedir (Meisel et al., 2004).

TNF-a, periodontitiste en ¢ok arastirilan sitokinlerden biridir (Endo et al., 2001).
TNF-a geninin promotor boélgesinde 238 (G-A) ve 308 (G-A) pozisyonlarinda
polimorfizmler oldugu bildirilmistir (Fassmann et al., 2003). Yiksek promotor
aktivitesi ve gelismis TNF-a Uretimi ile 308 A aleli iligkilendirilmistir (Fassmann et
al., 2003; Soga et al., 2003). Bununla birlikte, genel olarak TNF-a polimorfizmi ile
periodontitis arasinda yetersiz bir iliski rapor edilmistir. Ornegin, (¢ farkl cift alelik
polimorfizm (238, 308 veya +252 gen polimorfizmi) icin TNF-a genotiplerinin bir
calismasinda, hastalar ve kontroller arasinda veya farkli hastalik siddetine sahip
hastalar arasinda higbir fark gozlenmemistir (Galbraith et al., 1998). TNF-a genindeki
(376, 308, 238 ve +489 pozisyonlarinda) dort farkli ¢ift alelik polimorfizm (zerine
yapilan bir ¢caligsma da test ve kontrol denekleri arasinda hicbir fark ortaya ¢ikmamistir

(Craandijk et al., 2002).

Immiinoglobulin G (IgG)’nin Fc igin reseptorleri (Fc-y R, FCcR), spesifik
hiimoral tepkiler ile bagisiklik sisteminin hiicresel bolumi arasinda kritik bir baglanti
saglar (Kobayashi et al., 2000; Meisel et al., 2001). FCcR'ler, IgG antikorlarini ve
bagisiklik komplekslerini baglayan 16kositlerin hiicre yiizeyinde eksprese edilen bir
reseptor ailesi olarak kategorize edilir (Loos et al., 2003). Bir¢ok arastirmada, FCcR
gen polimorfizmlerinin tim periodontitis formlar ile baglantili olabilecegini 6ne

stirmiistiir (Chung et al., 2003; Colombo et al., 1998).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), periodontal bag dokusu yikiminda yer alan
en 6nemli enzim gruplarindan biridir (De Souza et al., 2003; De Souza et al., 2005).
Itagaki vd. (2004), bir Japon populasyonunda MMP1 veya MMP3 SNP’sinin
periodontitis duyarlilig: ile iliskili olmadigini bildirmistir. Baska bir arastirma da,
MMP?2 genindeki polimorfizmler arastirilmis ve periodontitis ile kesin bir korelasyon
bulunamamistir (Holla et al., 2005). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarin sinirl sayida
olmasi1 nedeniyle MMP genlerinde bulunan, SNP ile periodontitis slrecini

iliskilendirmek guctur.
2.5. CGRP
CGRP, kalsitonin genine, alternatif mRNA eklenmesi sonucu dretilen ve 37

amino asit iceren bir noropeptidtir. CGRP gen ailesi kalsitonin, adrenomedullin,
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adrenomedullin 2 (intermedin) ve amilin'den olusur. CGRP'nin kalsitonin iligkili
polipeptit o ve B (CALCA ve CALCB) olmak iizere iki dnemli izoformu vardir.
CGRP'nin bu izoformlar1 benzer yapilara ve biyolojik aktivitelere sahiptirler, ancak
ayr1 genler tarafindan olusturulurlar. CGRP, reseptor aktivitesini modifiye eden
protein (RAMP) ve kalsitonin reseptdrii benzeri reseptdrden (CLR) olusur. RAMP,
reseptor aktivitesini degistiren bir proteindir. CLR reseptéri de RAMP reseptoriine
bagli baska bir reseptordiir. CGRP, fizyolojik ve patolojik durumlar icin 6nemli
koruyucu mekanizmalara sahip son derece gliclii bir vazodilatérdiir. ilk olarak, duyu
sinirlerinden salinan CGRP, agr1 yollarini igerir. CGRP'nin igerdigi duyusal liflerin de
agn siiregleriyle ilgili oldugu bilinmektedir. CGRP, genis perivaskiiler lokalizasyon
ile vicutta innervasyon yapan duyusal liflerde lokalizedir. Bu liflerin duyusal ve

efferent (efektor) islevde ikili bir rolii oldugu bilinmektedir (Russell et al., 2014).

CGRP'nin vaskiiler koruyucu rolii, cesitli hayvan modellerinde yapilan
calismalarla tanimlanmistir. Bu nedenle CGRP'nin kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde énemli bir peptid olabilecegi one siiriilmiistiir. CGRP, ¢esitli yonleri olan
onemli bir ndropeptiddir. Ilk olarak CGRP salindiginda serebral dolasimda aktif olarak
bulunur. Gigli bir vazodilatdr olmasinin yani sira ortamdaki sempatik sistem ile
karsilikl1 bir etkilesimde bulundugu da bilinmektedir. Bunlara ek olarak enflamasyon

strecinde de ¢ok dnemli rolii bulunmaktadir (Russell et al., 2014).
2.5.1. CGRP'nin Yapisi

CALCA'nm yapisi, CGRP'nin diger izoformu olan CALCB'ye benzer. CALCA
izoformu dort alandan olusur. Ilk alan, NH2 terminalinin ilk yedi kalmtisindan olusur
ve bir disiilfid kopriisii ile bir arada tutulan halka benzeri bir yap1 olusturur. CGRP 8-
37, birinci alanin ¢ikarilmasindan olusan bir CGRP antagonistidir. Bir o sarmali
olusturan alan 2, 8 ila 18 kalintidan olusur ve bu kalintilar, afinitede 50 ila 100 kat
azalmaya neden olan delesyonlar meydana getirir. o sarmalinin hidrofilik yiiziinde 11.
ve 18. kalintilar1 bulunur. Bu kalintilar ayrica yiiksek afiniteli baglanmay1
desteklemede 6nemli rol oynar. Alan 3, 19 ila 27 kalintilarindan olusur ve 3 veya y
bikilmesinden meydana gelir. Dordlnci alan, COOH terminalini igerir ve 28'den
37'ye kadar olan kalintilardan olusur. Bir baglanma bolgesi olusturmak icin Alan 4'Un
gerekli oldugu ve bu alanin iki alan doniisiine sahip oldugu diisiiniilmektedir. CGRP

icin tiir farkliliklar1 ve yapi-aktivite iliskileri arastirildiginda gesitli amino asitler
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tanimlanmistir. Reseptor baglanmasi ve aktivasyonunda bu amino asitlerin oldukca

onemli iglevleri bulunmustur (Sekil 2.6) (Russell et al., 2014).

1 5-5 1]

Human-a-CGRP: - H,N-Ala-Cys-Asp-Thr-Ala-Thr-Cys-Val-Thr-His-Arg-Leu-Ala-Gly-Leu-Leu-Ser-Arg:Ser-Gly-Gly-Val-VakLys-Asn-Asn-Phe-Val-Pro-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Lys-Ala-Phe-C=ONH,
Human--CGRP: H,N-Ala-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Val-Thr-His-Arg-Leu-Ala-Gly-Leu-Leu-Ser-Arg-Ser-Gly-Gly-Met-Val-Lys-Ser-Asn-Phe-Val-Pro-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Lys-Ala-Phe-C=ONH,

Sekil 2.6. Insan CALCA ve CALCB izoformlarinin amino asit kalintilari

2.5.2. CGRP'nin Molekiiler Genetigi

CALCA geni, kromozom 11 (11p15.2-p15.1) iizerinde lokalizedir ve alt1 ekzon
igerir. Ekzon I ¢evrilmemis bir bélgedir, Ekzon Il sinyal peptidini kodlarken, ekzon 111
N-terminal propeptidi kodlar. Kalsitonin ve CGRP ekson IV ve V'e lokalizedir.
Cevrilmemis ekson VI, CALCA'nin bir pargasidir. Altt ekzonun timda birincil mRNA
transkriptini olusturur ve ardindan kalsitonin veya CGRP mRNA olusur. Ilk ii¢
eksonun V ve VI ekzonlar ile birlestirilmesi sonucunda CGRP i¢ceren mRNA iiretilir.
Exon V, CGRP'yi kodlar. Ekson VI, poliadenilasyon (polyA) sinyalinin yani sira
CGRP mRNA'nin ¢evrilmemis 30 bolgesini de kodlar. mMRNA, ¢ift bazli amino
asitlerden pargalanan pro-CGRP peptidini tretmek Gzere cevrilir ve CGRP’nin 37’inci
amino asit olarak salinir. CALCB geninin kromozom 11 {izerindeki yapist CALCA
geninin aynisidir. Ancak ekson 4'te polyA yoktur ve bu nedenle alternatif baglanma
onlenir. Bu gen transkripsiyonu sonucunda sadece CGRP dretilir (Sekil 2.7)
(Udayasankar, 2004).

Calsitonin geni

s Kodlanan Poly Aalan  CGRP CGRP 3’ PolyA alani
Kodlanmayan  bslge Kalsitonin kodlayan  kodlanmayan
kzon ekzon

bolge ¢t ¢z kodlayan ekzon

Tiroid C hiicreleri

Kalsitonin habercisi
Calsitonin mRNA (17.4 kba)

’ N-terminal kalsitonin ~~ Cterminal
Kalsitonin
6aa oo 162a Translasyon  peptid peptid
sonrasi

- e BT B

Noronal hiicraler

CGRP habercisi
CGRP mRNA (15.9 kDa)

+4aa CGRP 4aa N-terminal CGRP C-terminal
(37aa) Translasyon peptid peptid

Translasyon sonrasi

Sekil 2.7. CALC | geninden kalsitonin ve CGRP Uretimi
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2.5.3. CGRP izoformlar

CGRP'nin CALCA ve CALCB izoformlari, CGRP | ve CGRP Il olarak da
adlandirilir. Bu izoformlar, kromozom 11 {izerinde farkli bolgelerdeki iki farkli genden
sentezlenir. CALCB, CALC Il geninden kopyalanir, CALC | geni, kalsitonin veya
CGRP iiretmek i¢in alternatif baglayicidir. CALCA ve CALCB benzerdir ve %90
homologdur, ancak insanlarda sadece ii¢ amino asit agisindan farklidirlar. Bu nedenle,
bu izoformlarin biyolojik aktiviteleri benzerdir. CALCA, merkezi ve periferik sinir
sisteminde bulunan temel formdur. CALCB, enterik sinir sisteminde bulunan
izoformdur. Kalsitonin, ekzon 1V'ln ekspresyon sonucu, CALC | geninden uretilir.
Ekson V ve ekson VI, ekspresyon sonucunda 121. amino asit prohormonuna
dontstirtliir. CALCA daha sonra 37 amino asitli peptidi Uretmek i¢in bolunir ve
MRNA dretilir. Agirlikli olarak merkezi ve periferik sinir sistemi boyunca ifade edilen
CALCA igin alternatif baglanmay1 belirleyen mekanizma hala tam olarak

anlasilmamistir (Russell et al., 2014).
2.5.4. CGRP'nin Fizyolojik Fonksiyonlari

CGRP insan viicuduna bircok etkiye sahiptir. Hipofiz hormonu
salgilanmasiin diizenlenmesinde, pankreas enzimlerinin salinmasinda, mide asidi
salgisinin kontroliinde, termoregtilasyonda ve insilin etkisinde rol oynar. CGRP etkisi,
kalsitonin reseptorleri araciligiyla kemiklerde indiiklenir. Bu indliksiyon sonucunda
hipokalsemi ve osteoklastlarin proliferasyonu meydana gelir. Ayrica CGRP’nin kemik
dokularinda da dagildigi bilinmektedir. Hamilelik, adet kanamasi veya oral
kontraseptif kullanim1 gibi durumlarda plazma CGRP seviyeleri yikselir. Rahim ve
fallop tiiplerinde olusan spontan kasilmalar da CGRP etkisi ile engellenir.
Mikrovaskiiler gecirgenligi artiran CGRP enflamatuvar hiperemi, nétrofil birikimi ve
lokalize 6dem olusumunda da etkilidir. Endotel hicrelerinin gogiinii artirma islevine
sahip CGRP iskemi, iltihaplanma ve yara iyilesmesi gibi durumlarda 6nemli rol oynar
(Russell et al., 2014).

2.5.4.1. Kardiyovaskiiler Sistemde CGRP Fonksiyonlari

Sinoatriyal diigiim, koroner arterler, atriyal ve ventrikiler kas sistemleri gibi
kalp dokularinda CGRP ve reseptorlerinin dagilimi kalp hizi, kasilma kuvveti, koroner
kalp akis1 ve mikrovaskiiler gecirgenlik gibi fonksiyonlarda artisa neden olur. CGRP,

vaskiler tonus ve anjiyogenezin dizenlenmesinde énemli bir rol oynar. CGRP
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inflzyonu sonucunda kalpte perfiizyon basinci diiser ve koroner damarlarda
vazodilator etki gorulir. Ayrica, CGRP kardiyoprotektif bir etki gosterir. Boylece
kapasitans kan damarlar1 dogrudan etkilenir ve c¢evresel vazodilatasyon gelisir.
Agirlikli olarak bobrek kan damarlarinda bulunan CGRP reseptorlerinin gesitli
islevleri vardir. Bu islevler arasinda renal kan akisini artirmak, glomeriiler filtrasyon
hizin1 artirmak, glomeriiler afferent arteriyolleri rahatlatmak, renin tiretimini artirmak

ve arteriyel natritiretik peptit salinimini uyarmak yer alir (Udayasankar, 2004).
2.5.4.2. Merkezi Sinir Sisteminde CGRP Fonksiyonlari

CGRP merkezi sinir sisteminde motor, duyusal ve biitiinlestirici sistemler gibi
cesitli islevlerde 6nemli rol oynar. Bunun disinda CGRP ¢esitli duyular1 modiile eden
bir peptidtir ve otonom islevlerle iliskili olarak merkezde yayilir. CGRP ayrica
kardiyovaskiiler, solunum ve uyku fonksiyonlar1 gibi fonksiyonlarin diizenlenmesinde
rol oynar. Bu islevlerin yan1 sira CGRP'nin duizenleyici bir rolii vardir. Biiyiime
hormonu salinimi, hipertermi, katalepsi, motor aktivitesi ve nosiseptif yanitlarda
CGRP'nin dizenleyici bir etkisi vardir. Ek olarak, CGRP uyaric1 amino asit salinimini
artirarak uyarict eylemleri arttirir. Efferent sinir liflerinde bulunan CGRP asetilkolin
iceren noronlarla birlikte bulunur, boylece asetilkolin salinimint modiile eder. Ayrica
asetilkolin reseptdrlerinin sentezini arttirir ve norotrofik bir faktor olarak islev goriir

(Udayasankar, 2004).
2.5.5. Periodontitis Siirecinde CGRP’nin Rolii

Daha o6nceki boliimlerde bahsedildigi gibi CGRP, periodontitis siirecinde
onemli rol oynar. CGRP guclu bir vazodilatordur (Brain et al., 1985) ve siklikla SP ile
birlikte lokalizedir. Saglikli hastalarla karsilastirildiginda, periodontitis hastalarinda
CGRP yapisinda pargalanmalar gozlenmektedir (Lundy et al., 2000a). Diseti iltihab1
ve periodontitisten etkilenen bolgelere kiyasla periodontal saglikli hastalarda CGRP
immdunoreaktivitesinde kayda deger bir artis tespit edilmistir (Lundy et al., 1999). Sert
vd. (2019), hastalikli durumlarda CGRP diizeylerinin diistiigiinii gostermistir. Saglikli
periodontal dokularda CGRP seviyeleri 48.99 + 0.78 pg/uL 30 s iken hastalikli
durumlarda 23.93 £ 1.80 pg/uL 30s'ye diismektedir. Bazi ¢aligmalar, sigara igen
periodontitisli bireylerde periodontal saglikl1 dislere sahip sigara igcenlere veya sigara
icmeyenlere gore daha yiksek SP ve CGRP seviyeleri ortaya ¢ikarmistir. Leira vd.

(2019), saglikli hastalara kiyasla kronik migren hastalarinda artmis periodontal
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enflamasyonun dolasimdaki daha yiiksek CGRP seviyeleri ile iliskili oldugunu

gostermigtir.

CGRP, T hicreleri yoluyla sitokin Uretimini arttirabilir ve IL-1 yoluyla nétrofil
birikimini arttirabilir (Audrey et al., 2020). CGRP ayrica IL-2 Uretimini azaltma,
kemik rezobsiyonunu énleme ve kemik olusumunu uyarma gibi enflamatuvar yanitlari
da azaltabilir (Cekici vd., 2014).

2.5.6. Kalsitonin iliskili Polipeptit a (CALCA)
2.5.6.1. CALCA Geninin Yapisi

Kalsitonin ve CGRP'yi kodlayan insan CALCA geni, kromozom 11 (11p15.2-
p15.1) Uzerinde lokalizedir. CALCA geni 1 promotor ve 6 ekzondan olusur ve islevini
CGRP reseptorleri araciligiyla gergeklestirir (Sekil 2.8) (Alkanli vd., 2017).

11. Kromozom
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Sekil 2.8. CALCA Geni Yapisi
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2.5.6.2. CALCA Gen Polimorfizmi

CALCA geninde meydana gelen birgok gen polimorfizmi tespit edilmistir. Bazi
calisgmalarda CALCA genindeki polimorfizmlerin iskemik inme gibi serebrovaskiler
hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak CALCA gen polimorfizmlerinin
iskemik inme gelisimi i¢in genetik bir risk faktorii olmadigini gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur. iskemik inme disinda, CALCA gen polimorfizmlerinin Parkinson hastaligi,
yumurtalik kanseri, kemik mineral yogunlugundaki bozukluk, migren, sizofreni ve
esansiyel hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar igin de genetik risk faktorl olabilecegi
bilinmektedir (Sutherland et al., 2013; Wedemeyer et al., 2009).

CALCA genindeki en yaygin polimorfizm, CALCA T692C gen
polimorfizmidir. Bu polimorfizm disinda CALCA geninde, -1786T>C, -624(T/C),
4218(T/C), -1784 (T/C), -1750 (C/G), -1218 (C) /T), -1036 (G/A), rs7948017 (A/C),
rs5241 (C/A), rs 2956 (A/T), -855 (G/A), -590 (C/G), CALCA (I/D), 2 bp
mikrodelesyon ve CALCA A4218T>C gen polimorfizmleri tespit edilmistir (Alkanlt
vd., 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmamiz vaka-kontrol ¢aligmasi seklinde dizayn edildi ve Ondokuz May1s
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nca onaylandi (20.07.2020/546).
Calismaya katilan tim gondllilere projenin amaci ve kullanilan yontemler hakkinda
sozlii olarak detayli bilgilendirme yapildi ve yazili onaylart alindi. Klinik muayene,
degerlendirme ve drnek toplama islemleri Ondokuz Mayis Universitesi Dis Hekimligi
Fakltesi Periodontoloji Anabilim Dali’nda, 6rneklerin saklanmas1 ve tim laboratuvar
islemleri ise Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde

gerceklestirildi.
3.1. Klinik Degerlendirme

Calismaya dahil edilen bireylerden sistemik anamnez alindiktan sonra, ag1z igi
muayenesi yapildi, mevcut tim disler degerlendirildi ve radyografik inceleme yapildi.
Periodontal degerlendirmeler yapilirken tim-agiz olarak Silness-Loe plak indeksi (PI)
(Silness and Loe, 1964), Loe-Silness Gingival indeksi (GI) (Loe and Silness, 1963),
sondalamada kanama indeksi (SK) (Ainamo and Bay, 1975), cep derinligi (CD) ve
klinik atagman seviyesi (KAS) olgiimleri dislerin 6 bolgesinden (bukkal/labial ve
lingual/palatinal yiizeylerin mezial, mid ve distal bolgelerinden) yapildi ve Olgulen en
yiiksek deger o dise ait skor/deger olarak kabul edildi. Daha sonra her hastada klinik

parametrelerin tim-agiz ortalama degerleri hesaplandi.

Pi: Periodontal sond (Sekil 3.1), dis eti, dis yiizeyine paralel sekilde gingival
oluk bdlgesinde gezdirildi ve mevcut dislerin alt1 bolgesinde plak degerlendirmesi

yapilip skorlandi:

0- Dis eti bolgesinde plak yok

1- Gozle fark edilmeyen ancak serbest diseti kenarinda ve komsu dis
yiizeyinde film tabakasi halinde, sond yardimu ile fark edilebilen plak
varlig

2- Diseti bolgesinde inceden orta kalinliga kadar plak mevcut, gozle fark
edilen plak varligi

3- Yumusak eklenti fazla ve plak sulkusu doldurur

GI: Periodontal sond, disin uzun aksma dik sekilde yerlestirilip diseti kenarina
temas ettirilerek meydana gelen kanama ve diseti yiizey durumuna gore tim dislerin

alt1 ylizeyinden 6l¢lim alind1 ve skorlama yapildt:
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0- Saglikh diseti

1- Hafif renk degisikligi, hafif édem, sondalamada kanama olabilir

2- Eritem, diseti parlak, 6dem, sondalamada kanama var

3- Belirgin kizariklik ve 6dem, spontan kanamaya egilim var, Ulserasyonlar

olabilir

SK: Periodontal sond sulkus icerisinde gezdirilip yaklasik 20 saniye sonra

incelenerek kanama var (+) ya da kanama yok (-) seklinde tiim disleri degerlendirildi.

CD: Periodontal sond yardimi ile marjinal diseti kenar1 ve sondalanabilen cep

taban1 arasindaki mesafe tiim dislerin alt1 ylizeyinden 6lgiildii.

KAS: Periodontal sond yardimi ile mine-sement siirindan cep tabanina kadar

olan mesafe tiim dislerin alt1 yiizeyinden 0l¢tldu.

Sekil 3.1. Periodontal sonda (William’s sondu, Hu-Friedy Mfg. Co., LLC, Chicago, USA)

3.2. Cahsma Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma popiilasyonuna periodontitisli hastalar ve periodontal saglikli bireyler

dahil edildi. Calisma gruplar1 asagidaki kriterler dikkate alinarak olusturuldu:

e Herhangi bir saglik problemi olmayanlar

e Dizenli olarak ilag kullanmayanlar

o Gebelik veya emzirme déneminde olmayanlar

e Sigara kullanmayan veya madde bagimlisi olmayanlar
e lsbirligi iyi olanlar

e Onsekiz yas tistii bireyler

e Bireyler arasinda akrabalik bagi bulunmamasi

e Cinsiyet dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasi
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Periodontitis grubu: Bu gruba, komsu olmayan >2 diste interdental bdlgede
KAS >5 mm ve CD >6 mm ile birlikte bukkal/lingual bolgede bu degerleri >5 mm
olan hastalar dahil edildi. Bu kriterlere ek olarak kok ylizeyinin orta kismina veya
apikal ti¢liisiine kadar uzanan kemikigi defektleri, furkasyon tutulumu (smif 11 ve I11),
periodontal kaynakl dis kayiplari ve lokalize kret defektleri, % kemik kaybi-yas orani
>0.25 olan ve mevcut biyofilm miktarina gére doku yikimi orantili veya fazla olan
durumlar da dikkate alindi. Bu sekilde grup generalize veya lokalize, evre II-1V ve

derece B-C periodontitis hastalarindan olusturuldu (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Periodontitis grubundaki bir hastanin radyografik ve agiz i¢i goriintiisii

Kontrol grubu: Kontrol grubu, intakt periodonsiyuma sahip bireylerde tim-
agiz i¢in GI >0 <%10, SK (+) <%10, CD <3 mm, KAS <3 mm degerlerine sahip,
herhangi bir patolojik durum ve kemik kayb1 saptanmayan ve daha 6nce periodontal

tedavi gormemis bireylerden olusturuldu (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Kontrol grubundaki bir hastanin radyografik ve agiz i¢i goriintiisii

Her iki grubun tim-agiz klinik verileri g¢alisma parametreleri olarak

kullanilmak iizere kaydedildi.
3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi

Calisma grubundaki her bireyden CGRP geni -624(T/C)/-590(C/G) promotor
bolge polimorfizmlerinin incelenmesi igin, 2 ml periferal kan 6rnegi EDTA igeren
vakumlu tiiplere alindi. Bu 6rnekler DNA izolasyonu yapilmak iizere buzdolabinda

muhafaza edildi. DNA izolasyon islemi kan ornekleri dondurulmadan ayni giinde
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yapildi.

3.4.

DNA izolasyonu

Genomik DNA standart yontemler ile DNA izolasyon kiti (ROCHE High Pure
PCR Template Preparation kit, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Vienna, Austria)

kullanilarak izole edildi.

DNA izolasyonu su protokolle yapildi:

16-

17-
18-

Her bir 6rnege ait kan tiipiinden 200 pl kan pipetaj yapilarak steril
eppendorf tiipe aktarildi

Her tiipe 200 ul “binding buffer” konuldu ve pipetaj yapildi

Her tupe 40 pl proteinaz K konuldu ve 10 saniye vortekslenerek iyice
karistirildi

Tiipler kuru bloklarda 70°C’de 10 dakika inkube edildi. Her tlp igin 100
pl “elution buffer” eppendorf tiipe aktarildi ve yine kuru blokta 70°C’de
bekletildi

Her bir 6rnek icin filtre iceren kolon ve toplama tiipi hazirlandi ve
etiketlendi

Kuru bloktan alinan tiiplere 100 ul izopropanol eklendi ve pipetaj
yapilarak karigimin tamamu filtreli tiiplere aktarildi (yaklasik 700 pl)
Tupler 8000 “relative centrifugal force” (rcf)’de 1 dakika santriftijlendi
Toplama tlpleri degistirilerek her tiipe 500 ul “inhibitor removel buffer”
eklendi

Tiipler 8000 rcf’de 1 dakika santriftjlendi

Toplama tiipleri degistirilerek 500 ul “washing buffer” konuldu

Tiipler 8000 rcf’de 1 dakika santrifiijlendi

Toplama tipleri degistirilerek tekrar 500 ul “washing buffer” konuldu
Tiipler 8000 rcf’de 1 dakika santrifujlendi

Toplama tiipleri degistirilereck maksimum hizda 10 sanie santrifijlendi
Filtreler toplama tiiplerinden ayrilarak toplama tiipleri atildi. Filtreler
onceden etiketlenmis 1.5’lik steril eppendorf tiiplere yerlestirildi
Filtrelerin ortasina gelecek sekilde her bir tiipe 100 ul 1sitilmis “elution
buffer” eklendi ve 10 saniye oda sicakliginda inkiibe edildi

8000 rcf’de 1 dakika santrifujlendi

Filtreler atild1, eppendorf tliplerin kapag1 sikica kapatildi ve parafinlenerek
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hemen kullanicaksa + 4°C’ye buzdolabina, daha sonra kullanilacaksa -
20C’ye dondurucuya kaldirildi
Izolasyonu yapilan 6rnekler “Thermo Scientific Nanodrop 2000 (Fisher
Scientific Co. LLC., Pittsburgh, ABD) kullanilarak konsantrasyon ve saflik dereceleri
Olglldi (Sekil 3.4). Saflik derecesi yeterli olan her Ornekten Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) kuruldu.

Sekil 3.4. Thermo Scientific Nanodrop 2000

3.5. Primer Dizaym ve PCR

CGRP geni promotor bdlgesinde bulunan polimorfik iki bélge icin Genbank
X15943.1 dizisi kullanildi. Bu iki bélgenin birbirine uzaklig1 sadece 34 bp oldugu i¢in
her iki bolgeyi de iceren bir primer ¢ifti (307 bp uzunlugunda) tasarlandi. Primer
dizayni, “NCBI PRIMER BLAST” kullanilarak yapild: (https:/ /www. ncbi. nlm. nih.
gov/tools/primerblast). Primer dizileri su sekildedir olustu:

“Forward primer”: 5’>-CTGAAGAGTACCCCGGGACAG-3’
“Revers primer”: 5°-GCTCGTGGGAAACAAGAGACG-3’

Reaksiyonlar, “Thermo Scientific Master mix (2x)” kullanilarak ve her bir

ornek i¢in toplam hacim 25 pl olacak sekilde yapildi. Reaksiyon karigimlar: “Thermo
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master mix.” 12.5 ul, “F primer” 0.5 ul, “R primer” 0.5 pl, DNA 2 ul ve su 9.5 pl
olarak hazirlandi1 ve “Bioer Genepro Thermal Cycler” (Hangzhou Bioer Technology
Co., Ltd., Zhejiang, China) igerisine yerlestirerek PCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi
(Sekil 3.5). PCR kosullari; 95°C 3 dakika denatiirasyon, 95°C’de 30 saniye/58°C’de
30 saniye/72°C’de 1dakikalik 40 dongii ve 72°C’de 15 dakika uzama seklinde olustu.

PCR sonrasinda elde edilen iiriinler Biorad® marka yatay eletroforez (Bio-Rad
Laboratories, Inc., California, USA) kullanilarak %1°lik agaroz jelde 90 voltta 90
dakika yiiriitiildii. PCR iiriinlerine ait spesifik bantlar gériintiileme cihaz1 (Biorad®

Chemidoc, Bio-Rad Laboratories, Inc., California, USA) yardimiyla goriintiilendi
(Sekil 3.5).

Sekil 3.5. A: Bioer Genepro thermal cycler, B: Biorad Chemidoc

3.6. Sanger Dizileme Yontemi

Sanger dizileme yontemi icin 6ncelikle, PCR {irlinleri enzimatik saflagtirma
kiti (CleanSeq, Beckman Coulter, Inc., Indianapolis, USA) yardimiyla saflagtirma
islemi yapilarak artik primerler ve niikleotidler ayrigtirildi. Saflagtirma islemi igin 7 pl
PCR Urune 2 pl “cleanseq” reaktifi eklendi. Toplam 9 ul karisim 37°C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda “cleanseq” reaktifini inaktive etmek icin 80°C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Saflagtirilmig PCR iiriinleri sanger dizileme i¢in sekans reaksiyonuna

tabi tutuldu. Reaksiyon toplam hacmi 10 ul olacak sekilde 1 ul “big dye”, 2 pul 5x
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“buffer”, 0.5 pl “F primer”, 2 ul saflagtirllmis PCR iriinii ve 4.5 ul su seklinde
hazirland1 ve “thermal cycler” igerisinde sekans reaksiyonuna tabi tutuldu. PCR
programi  96°C’de 1 dakika denatiirasyon, 96°C’de 10 saniye/50°C’de 5
saniye/60°C’de 4 dakikalik 25 dongii seklinde gergeklesti.

Reaksiyon sonrasinda arttk PCR iriinlerinden arindirma igin “magnetic bead”
kullanilarak ikinci bir saflagtirma islemi daha uygulandi. Bunun igin 6rnekler “plate”
icine yerlestirilerek her bir 6rnek toplam hacmi iizerine 10 pl “magnetic bead”
cozeltisi ve 42 pl %85°1ik alkol ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi ve magetik stand
tizerine yerlestirildi. Dort dakika bekletildikten sonra berrak hale gelen supernatant
uzaklastirilarak {izerine 150 pl %85°lik alkol ¢ozeltisi eklendi ve 30 saniye
bekletildikten sonra alkol uzaklastirildi. Bu sekildeki alkolle yikama islemi bir kez
daha tekrarlandi. Sonrasinda “plate” manyetik stand zerinden alinarak her bir 6rnek
50 pl su ile ¢ozdirildi ve “plate” tekrar magnetik standa yerlestirildi. Dort dakika
bekletildikten sonra her bir 6rnek steril bir PCR tupiine konuldu.

Sonrasinda 6rnekler ABI 310 genetik analyser cihazina (Applied Biosystems,
Inc., california, USA) yiklenerek tek yonlii dizileme islemi yapild: (sekil 3.6). Elde
edilen diziler Snapgene viewer 6.0.5 kullanilarak goriintiilendi ve polimorfik
bolgelerdeki baz degisimleri tespit edildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. ABI 310 genetik analyser
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Sekil 3.7. CGRP -624 (T/C) /-590 (C/G) polimorfik bélgeleri

3.7. istatistiksel Analiz

Calismamizda 6rnek sayisinin uygunlugu icin giic analizi (Openepi Version
3.01, Epidemiologic Statistics For Public Health. Dean et al., 2013) kullanarak daha
once yapilmis benzer bir calismaya gore (Sumer vd., 2007), %95 giiven araliginda %5
duyarliliga sahip olacak sekilde minimum 6rnek sayis1 tespit edildi. Elde edilen klinik
ve laboratuvar verilerin incelenmesi icin SPSS 21 (International Business Machines
Co., Armonk, USA) veri analiz programi kullanildi ve istatistiksel anlamlilik smnir1
p< 0.05 olarak belirlendi. Hasta ve Kontrol grubu arasinda yas, PI, GI ve SK
parametrelerinin  karsilastirmast  Mann-Whitney testi ile; CD ve KAS
parametrelerininki ise Bagimsiz t grup testi ile yapildi. Ayrica cinsiyet, genotip ve alel
frekanslarin karsilastirilmasi i¢in Ki-Kare analizi kullanildi. Genotipler ve klinik
parametrelerin arasindaki farklar1 ortaya c¢ikarmak icin tek yonlii ANOVA ve

Kruskal-Wallis testi yapildi.

46



4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Calismamiz, gii¢ analizi sonucu her grup i¢in en az 30 kisilik bir popiilasyon
say1st ¢itkmasina ragmen, 50 Periodontitis ve 50 Kontrol grubu olmak tzere toplam
100 (55 kadin, 45 erkek) bireyin katilimi ile gerceklestirildi. Periodontitis grubu 30
kadin ve 20 erkek, Kontrol grubu ise 25 kadin ve 25 erkekten olustu. Gruplar
arasindaki cinsiyet dagiliminda istatistiksel olarak anlaml bir fark ortaya ¢ikmadi

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Periodontitis ve Kontrol grubunda cinsiyet dagilimi

Periodontitis Grubu Kontrol Grubu
Cinsiyet p”
(n=50) % (n=50) %
Kadin 30 60 25 50
Erkek 20 40 25 50
TOPLAM 50 50 0.317

*: ki-kare testi

Periodontitis grubunda yas araligi 26-68 ve yas ortalamas1 43.62+11.308
olarak tespit edildi. Kontrol grubunda ise yas arahigi 22-57 ve yas ortalamasi
35.5+10.037 olarak belirlendi. iki grubun yas ortalamas: istatistiksel olarak anlamli
bir fark gosterdi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Periodontitis ve Kontrol grubunda yas dagilimi

Periodontitis grubu Kontrol grubu p"*
(n=50) (n=50)
Yas ortalamasi£SS 43.62+11.308 35.3+10.037 P<0.001
Yas arahig: 26-68 22-57

*: Bagimsiz grup t testi, SS: standard sapma
4.2. Klinik Bulgular

Periodontitis ve Kontrol grubu arasinda tiim klinik parametrelerde istatistiksel
olarak anlaml fark ortaya ¢iktr. PI, Gi, SK, CD ve KAS degerleri Periodontitis
grubunda Kontrol grubundan daha yuksek dizeyde tespit edildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Periodontitis ve Kontrol grubunda klinik bulgular

Klinik Periodontitis grubu Kontrol grubu
Parametreler (n=50) (n=50) p*
Ortalama Ortalama
+SS +SS
Pi 1.323 0.322 0.001
+0.647 +0.444
Gi 1.692 0.411 0.001
+0.594 +0.478
SK 0.505 0.041 0.001
+0.272 +0.037
CD 3.868 1.680 0.001
+1.230 +0.643
KAS 4.380 1.696 0.001
+1.212 +0.725

*: Bagimsiz grup t testi, SS: standard sapma (P, GI ve SK degerleri igin Mann-Whitney testi yapild)

4.3. Laboratuvar Bulgularn

Periodontitis ve Kontrol grubu arasinda CGRP geni -624 (T/C) TT, CT, CC
genotip dagilimlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. TT
dagilimi Periodontitis grubunda %42, Kontrol grubunda %60; CT genotipi
Periodontitis grubunda %46, Kontrol grubunda %34; CC genotipi ise Periodontitis
grubunda %12 ve Kontrol grubunda %6 olarak tespit edildi. CGRP geni -624 (T/C) T
alel siklig1 Periodontitis grubunda 0.65, Kontrol grubunda 0.77 olarak tespit edildi. C
alel siklig1 Periodontitis grubunda 0.35, Kontrol grubunda 0.23 olarak bulundu.
Gruplar arasinda alel frekanslari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. CGRP -624 (T/C) gen polimorfizmi, genotip ve alel frekanslari

Genotip Periodontitis Kontrol ' [ OR (95 %Cl)
Alel grubu grubu
(n=50) (n=50)

Genotip n % n %
TT 21 42 30 60
CT 23 46 17 34 x=3488  p=0175
CcC 6 12 3 6
TT+CT:.CC 44:6 47:3 p=0.296 0.471
TT:CT+CC 21:29 30:20 p=0.109 0.486
Toplam 50 100 50 100
Alel n % n %

T 65 65 77 77

C 35 35 23 23 v>=3.497 p=0.0614 1.803(0.96-3.35)

*: ki-kare testi
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Periodontitis ve Kontrol grubu CGRP geni -590 (C/G) CC, GC, GG genotip
dagilimlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. CC dagilimi
Periodontitis grubunda %42, Kontrol grubunda %60; GC genotipi Periodontitis
grubunda %46, Kontrol grubunda %34; GG genotipi ise Periodontitis grubunda %12
ve Kontrol grubunda %6 olarak tespit edildi. CGRP geni -590 (C/G) C alel siklig1
Periodontitis grubunda 0.65, Kontrol grubunda 0.77 olarak tespit edildi. G alel siklig1
Periodontitis grubunda 0.35, Kontrol grubunda 0.23 olarak bulundu. Gruplar arasinda

alel frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. CGRP geni -590 (C/G) gen polimorfizmi, genotip ve alel frekanslari

Genotip Periodontitis Kontrol 2 p* OR (95 %Cl)
Alel grubu grubu
(n=50) (n=50)

Genotip n % n %
CcC 21 42 30 60
GC 23 46 17 34 ¥*=3.488 p=0.175
GG 6 12 3 6
CC+GC:GG 44:6 47:3 p=0.296 0.471
CC:GC+GG 21:29 30:20 p=0.109 0.486
Toplam 50 100 50 100
Alel n % n %

C 65 65 77 77

G 35 35 23 23 y*=3.497 p=0.0614 1.803 (0.96-3.35)

*: ki-kare testi

Klinik parametreler ve laboratuvar verileri arasindaki iliski PI, GI, SK, CD ve
KAS ile caligma gruplarinin genotipleri i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi. Bu anlamda
klinik parametreler ile genotipler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad:

(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Klinik parametreler ve genotipler arasindaki iligki

Klinik parametre|er CGRP -624/-590 gen olimorfizmi
+SS Homozigot Heterozigot Yabanil tip p*

Periodontitis 1.05+0.375 1.3534+0.535 1.45310.226 p=0.471
Pi Kontrol 040 0.375+0.25 0.337+0.187 p=0.368
Periodontitis | 1.5134-0.309 1.74240.4 1.688+0.336 p=0.711
Gi Kontrol 040 0.456+0.255 0.44040.238 p= 0.186
Periodontitis | 0.453+0.0629 0.527+0.069 0.496+0.0888 p=0.827
SK Kontrol | 0.035+0.0017 | 0.0407+0.0012 | 0.0450+0.00157 p=0.472
Periodontitis 3.32540.9 4.162+1.706 3.680+1.443 p=0.211
CD Kontrol 1.54540.672 1.75740.372 1.65740.431 p=0.363
Periodontitis 3.59640.665 4.768+1.497 4.179+1.384 p=0.063
KAS Kontrol 1.66740.786 1.79440.574 1.65510.487 p=0.564

“p: Tek yonlt Anova ve Kruskal-Wallis testi
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5. TARTISMA

Calismamizda, CGRP geni promotor bdlgesindeki -624 (T/C)/-590 (C/G)
polimorfizmleri ve periodontitisle olasi iligkisi arastirilmis, bu bolgelerde polimorfizm
varliginda periodontal hastaliga yatkinliktaki rolii ele alinmistir. Literatiir bu anlamda
incelendiginde ve kapsamli bir literatiir taramast yapildiginda, CGRP -gen
polimorfizmi ve periodontitis iliskisi ile ilgili yeterli veri olmadig1 goriilmektedir. Bu
nedenle arastirmamiz, konuyla ilgili veri ve bulgu sunan oncii ¢alismalardan biri

olmustur.

Periodontitis bakteri plagi, konagin immiin yaniti, genetik ve cevresel
faktorlerin karmasik etkileriyle ortaya ¢ikan multifaktoriyel enflamatuvar bir hastalik
olarak tanimlanabilir. Ancak, hem patogenezi hem patolojisi hem de seyri oldukca
karmasik bir hastalik olarak da degerlendirilebilir. Benzer bir tanimlama yapilabilecek
bazi hastaliklar (6rn.: Alzheimer hastaligi, Crohn hastaligi ve kardiyovaskiiler
hastaliklar) incelendiginde, hepsinin ortak 6zelliginin ¢ogunlukla hafif bir fenotiple
ortaya ¢ikmalari, dogalari geregi yavas ilerlemeleri ve kronik seyir izlemeleri oldugu
sOylenebilir (Tabor et al., 2002). Bu karmasikliga neden olan veya yol agan en énemli
faktor ise poligenik Ozelliklerinin olmasi yani, hastaligin baslamasi ve siirecinin
sekillenmesinde biiyiikk bir rolii olan genetik varyasyonlardan kaynaklanan risk
faktorlerinin olmasidir (Tabor et al., 2002).

Genetik faktorlerinin periodontitisin dogal seyrini etkiledigi bilinmektedir
(Michalowicz et al., 1991; Hart, 1994; Hart and Kornman, 1997; Hart et al., 1997;
Page and Sturdivant, 2002). Bireyin genetik yapisi, hem periodontal hastaligin
enflamatuvar siirecinde olugan immiin yanittan hem de bu siiregte diizenleyici rolii
olan mediatOrlerin diizenlenmesinden ve aktive edilmesinden sorumludur. DNA
yapisinda olusan hasarlar ve ortaya ¢ikan farkliliklar, immiin yanit1 etkiler ve salinan
mediatorlerin miktarinda ve yapisinda degisikliklere yol agar ve bu durum, periodontal
enflamatuvar siirece olan etkisinden dolay1 hastaliga yatkinliga sebep olabilir. Spesifik
olarak, farkli gen formlar1 (alelik varyantlar) doku yapisinda (dogustan gelen
bagisiklik), antikor yanitlarinda (adaptif bagisiklik) ve enflamatuvar mediatorlerde
(spesifik olmayan enflamasyon) varyasyonlar Uretebilir (Kinane ve Hart, 2003).
Birden fazla farkli gen lokusundaki alelik varyantlar muhtemelen periodontitis
duyarliligini etkiler. Bu genetik varyantlarin bazilarinin etkileri biiyiik ve klinik olarak

oneme sahip olabilirken, bazilarmin etkileri 6nemsiz kalir ve klinik olarak anlamli
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yansimalart olmaz. Genetik degiskenligin periodontitis ile potansiyel klinik iligkisini
anlamak i¢in, farkli genlerin hastaliga nasil katkida bulunabilecegini anlamamiz

gerekir (Kinane and Hart, 2003).

Bir genin farkli formlar1 alelik varyantlar veya aleller olarak adlandirir. Bir
genin alelik varyantlar1 niikleotid dizilerinde farklilik gosterir. Belirli bir alel,
popiilasyonun en az %]1'inde meydana geldiginde, bunun bir genetik polimorfizm
oldugu sdylenir. Cogu alelik varyant, dort niikleotidde (A, T, C, G) birinden digerine
bir degisiklik icerir. Bazi alelik varyantlar, genlerin protein iriinlerinin amino asit
bilesimini degistirir. Bir proteinin amino asit bilesimini degistiren nikleotid
degisiklikleri islevsiz bir protein Uretimi ile sonuglanabilir veya degisiklik daha makul
diizeyde olabilir. Tkinci durumda, protein islevi biraz degisebilir. Sonug olarak, farkli
alellerin spesifik protein drinleri farkli diizeyde islev gorur. Farkli proteinlerin
fizyolojik isleyisindeki bu farkliliklar, belirli gevresel faktorler (6rn.: diyet, sigara,
mikrobiyal faktorler) tarafindan arttirilabilir. Etkilenen protein bir biyolojik suregte
gorev yapiyorsa (Orn.: belirli bir mikrobiyal ajana kars1 enflamatuvar yanitta) belirli

polimorfizmler bir kisinin hastalik fenotipi riskini artirabilir veya azaltabilir.

CGRP guglu bir vazodilator ve anti-enflamatuvardir. Bu noéropeptid,
periodontitis surecinde natrofillerin IL-1’e bagli olarak ortamda agregasyonunu
arttirir ve T-hiicrelerinden sitokin salgilanmasinin artigina neden olur (Buckley et al.,
1991; Levite, 1998). CGRP, vaskiiler tonus ve anjiyogenezin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynar. Bununla birlikte merkezi sinir sisteminde motor, duyusal ve biitiinlestirici
sistemler gibi cesitli islevlerde roll vardir (Alkanli vd., 2018). Dolayisi ile bu
mediatorii kodlayan gende olusan polimorfizimler birgok aragtirma ve bilimsel
calismaya konu olmustur.

Bizim g¢aligmamizda, periodontal hastaligin genetik mekanizmalarinin daha
detayli arastirilmasi, CGRP gen polimorfizminin periodontitis ile iliskisinin tespit
edilmesi, genotip-fenotip arasindaki iligkinin incelenmesi ve bu polimorfizmin
periodontal hastaliga etkisinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Gunimiize kadar
periodontitis ile ilgili farkli gen polimorfizm ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢calismalarda
daha ¢ok sitokin geni, immiino-reseptor geni, metabolizma ve antijenin taninmasi ile
iliskili genler ve bunlarin polimorfizmleri ile ilgili incelemeler 6n plana ¢ikmuistir.
Yapilan pek ¢ok ¢alisma konak cevabini etkileyen proteinleri kodlayan genler izerine

yogunlasilmistir (Greenstein and Hart, 2002; Kinane et al., 2005).
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2017 yilina kadar kullanilan periodontal hastalik siniflamasina gore yapilan
caligmalar, periodontitisin agresif veya kronik olarak tanimlanmasini temel alarak
dizayn edilmistir. Buna gore kronik periodontitis aksine agresif periodontitis, spesifik
veya basit ailesel gegis ortaya koyabilen bir antite olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla
bir¢ok arastirmada, hastaligin genetik yonii bariz bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Bunun
yani sira diyet, sigara kullanimi, ¢evresel faktorler, sosyo-ekonomik ve sistemik
durumun da hastalik patogenezi ve patolojisinde rolii oldugu bildirilmistir (Boughman
et al., 1992). Agresif periodontitis, hizli atagman ve alveol kemik kayiplariyla
karakterizedir, bu durumu g6z Oniinde bulundurarak, 2017 periodontal hastalik
smiflanmasina gore hizli atagman ve alveol kaybi1 olan hastalar1 ¢caligmaya dahil ettik.
Genetik polimorfizmlerin periodontitisle olan iligkisini inceleyen c¢alismalar,
polimorfizme ait genotip ve alel frekansi1 degerlendirmelerinde farkli sonuglarin ortaya
c¢ikmasinin 1k, etnisite ve cinsiyet farkliliklardan kaynaklanabilecegini ortaya
koymustur. Bagka bir etken de yapilan caligmalarda periodontal hastaligin
tamimlanmasinda ve teshisinde kullanilan kriterlerdir, bu durum calisma ve kontrol
gruplarmi olustururken yapilan arastirmalar arasinda farkliliklara neden olabilir
(McGuire and Nunn, 1996; McDevit et al., 2000; Greenstein and Hart, 2002; Kinane
and Hart, 2003). Bizim ¢alismamizda, ¢alisma gruplari olusturulurken bu durumlar
dikkate alindi ve 2017 yilinda yapilan periodontal ve periimplant hastaliklar ve
durumlarin smiflamasina gore hizl ve ileri kemik kaybi olan bireyler hasta grubuna
dahil edildi (generalize veya lokalize, evre 111-1V ve derece B-C).

Periodontitis multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul edilir. Sigara, ¢evresel
faktorler, diyabet ve diger sistemik hastaliklar periodontitisin goriilme sikliginda
onemli rol oynar. Bu nedenle soz konusu durumlar genetik ¢aligmalarin sonucunu
golgeleyebilir. Genetik ¢alismalarda bu smirlamalar yorumlama ve degerlendirme
asamasinda dikkate alinmalidir (Potter, 1990; Schenkein, 2002). Arastirmamizda,
hasta ve kontrol gruplarini olustururken buna dikkat edilerek, sigara kullanmayan ve
herhangi bir sistemik hastalig1 olmayan bireyler ¢alismaya dahil edildi. DNA’da yasla
birlikte polimorfizm siklig1 ve ortaya ¢ikmasi agisindan degisim olmadigi goriilmiistiir
(Hodge et al., 2001); bununla birlikte, periodontitisin goriilme sikliginda yasla birlikte
artig da vardir (Kinane et al., 2006). Bundan dolay1 ¢calismamizda, hatalar1 6nlemek
adma bireylerin yas ortalamalari benzer olarak secildi. Ayn1 zamanda hasta ve kontrol

gruplarinda cinsiyet dagiliminin esit oranda yapilmasina 6zen gosterildi.
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Polimorfizm ¢alismalarinda, polimorfik boélgeyi tespit etmek icin farkli
yontemler kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan yontemlerden bir olan Sanger dizileme
yontemi, dideoksi ya da zincir sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da bilinir. Tehlikeli
kimyasallardan uzak ve diger yontemlere gore daha hizli olmasi ve Kkitlere
uygulanabilirligi agisinda daha ¢ok tercih edilir. Son yillarda geleneksel sanger
dizileme yontemi, ozellikle tek nukleotid polimorfizmleri i¢in dizi varyasyonlarinin
belirlenmesinde “altin standard” olarak kabul edilmistir. Pek ¢ok klinik uygulamada,
kesin dizi varyasyonu bilinmediginden veya yeni varyantlarmm kesfi ve
karakterizasyonunun tanisal 6neme sahip olmasi nedeniyle bu yaklagim gecerliligini
korumakta ve tercih edilmektedir. Bununla birlikte, hedeflenen farmakogenetik testler
anlaminda, genotip-fenotip korelasyonu olan varyantlar icin hedeflenen genotipleme
doz optimizasyonu ve tedavi rejimini yonlendirmede genellikle daha faydalidir. Bu
gibi durumlar dikkate alinarak biz de ¢alismamizda polimorfik bolgelerin tespitinde
“sanger dizileme” yontemini kullandik.

Literatirde CGRP gen polimorfizmleri ve periodontitis arasindaki iliskiyle
ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Bu nedenle, bulgularimiz ancak ayni genle ilgili
farkli hastaliklar ve etnik gruplarda yapilan ¢alismalarin bulgulariyla karsilastirilabildi
ve tartisildi.

CGRP kafa travmasinda, ndrolojik enflamasyon ve vazodilatasyondan sorumlu
olan bir néropeptiddir. Migren gelisim riski ile CALCA gen polimorfizmleri arasindaki
iliskiyi arastirmak i¢in birgok c¢alisma yapilmistir. Trakya popiilasyonunda 134
migrenli ve 96 saglikli kadinda yapilan bir ¢alismada, CALCA -692 (T/C) gen
polimorfizmi genotipi ve aleli migrenli hastalarda saglikli kontrollerden farkli olarak
dagilim gostermemistir (Guldiken vd., 2013). Lemos ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir calismada, migrenli hastalarda beyin kaynakli noérotrofik faktér (BDNF)
rs7124442, rs6265, rs11030107 ve rs2049046 gen polimorfizmleri ve CGRP
rs1553005 gen polimorfizmi arasindaki iliski aragtirilmig ve sonugta, migren hastalari
ve kontroller arasinda gen polimorfizmi agisindan anlamli fark saptanmamustir.
Bununla birlikte, BDNF ve CGRP arasinda, rs2049046'nin AT genotipi ve
rs1553005'in GC genotipi i¢in artan bir risk gosteren 6nemli bir etkilesim bulunmustur
(Lemos et al., 2010).

Bazi tek niikleotid gen polimorfizmlerinin esansiyel hipertansiyon gelisiminde
etkili oldugu bulunmustur (Deng et al., 2004). Deney hayvanlar ile yapilan bazi

calismalarda, CALCA gen polimorfizmleri sonucunda sistolik kan basincinin arttigi
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gozlenmistir (Deng et al., 2004). Japonya'da yapilan bir ¢calismada, CALCA geninin
intron 1'inde 2-bp mikrodelesyon polimorfizmi gosterilmistir. (Morita et al., 2007). Bu
gen polimorfizmi, esansiyel hipertansiyon gelistirme riski ile iliskilidir (Morita et al.,
2007). Cin populasyonunda 293 hasta ve 208 kontrol grubu bireyinde yapilan bagka
bir calismada, CALCA 692 (T/C) gen polimorfizminin esansiyel hipertansiyon
gelisiminde genetik bir risk faktorii oldugu belirlenmistir (Xin-Lin et al., 2008).

Serebrovaskiiler hastaliklar, lokal veya genel norolojik semptomlarin aniden
ortaya ¢ikmasi sonucu ortaya cikar. Iskemik inme bu hastaliklardan biridir ve beynin
herhangi bir bolgesine kan akisinin engellenmesi sonucu ortaya ¢ikar. CGRP insanda
serebral arterlerin genislemesinde dnemli rol oynar. Trakya popiilasyonunda yapilan
bir ¢alismada, CALCA -692 (T/C), -1786T>C ve -624 (T/C) gen polimorfizmlerinin
iskemik inme gelisimi i¢in genetik risk faktorleri olmadig: belirlenmistir (Alkanl vd.,
2018).

Japon popilasyonunda 182 hasta ve 219 kontrol grubu bireyin katildig1 bir
calismada, CALCA -624 (T/C) gen polimorfizminin C alelinin over kanseri ile anlamli
diizeyde iligkili oldugu bulunmustur (Goodman et al., 2005). Yine, TT genotipli
kadinlarda over kanserinin CC genotipli kadinlara gére daha yaygin oldugu saptanmis
ve daha az kalsiyum tiiketen kadinlarda C alelinin genetik bir risk faktorii oldugu
belirlenmistir. Ayrica kalsiyum aliminin azalmasi1 nedeniyle serum kalsiyum seviyeleri
diistiigli ve gerekli kalsitonin konsantrasyonunun azaldigi tespit edilmistir. Bizim
caligmamizda, CC genotipli periodontitisli bireylerde KAS degerlerinin diger
genotiplere gore istatistiksel diizeyde anlamli olmasa da, daha diisiik oldugu ortaya
¢ikti. 1210T>C ve 1244C>G bolgelerinin -624 (T/C) ve -590 (C/G) baz konumlarin,
yakindan baglantili bir ¢ift baz degisiminden olusur. Buervenich vd. (2001),
Stockholm bolgesinden 75 sizofreni hastasi, 79 Parkinson hastasi ve 150 kontrol
bireyinden olusan gruplar Uzerinde yaptiklar1 ¢alismada, CGRP-a gen promotorunda
bu dizi degisiklikleriyle kesintiye ugrayabilecek herhangi bir diizenleyici 6ge
tanimlayamamislar. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak, bu gen bolgelerinde tespit
edilen polimorfizmler ve periodontitis arasinda anlamli bir iligki bulunamadi.

Almanya'da yapilan bir ¢alismada total kalga protezi sonrasi aseptik gevseme
riski ile CALCA-1786T>C gen polimorfizmi arasindaki iligki arastirilmis ve protez
kalga eklemlerinin aseptik gevsemesi icin ameliyat edilen Alman kokenli 87 Kafkas

hasta arastirmaya dahil edilmistir. Sonu¢ olarak, CALCA-1786T>C gen
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polimorfizminin aseptik gevseme riski icin genetik bir risk faktorii olmadigi
belirlenmistir (Wedemeyer et al., 2009).

Yi vd. (2015), 92 birey iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, CGRP-a 4218T/C
polimorfizmi ile fentanilin analjezik etkisi arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi
amaclamiglar ve CGRP 4218T/C polimorfizminin, analjezi icin postoperatif fentanil
tilketimi ile iliskili oldugu ortaya ¢ikarmiglardir.

Cin toplumunda yapilan bir ¢alismada, CGRP mRNA ekspresyonu ve plazma
CGRP duzeylerinin psoriazis gelisimine etkisi arastirillmis ve CALCA genindeki
692(T/C) gen polimorfizmi ile psoriazis gelisme riski arasindaki iliski incelenmistir.
CALCA 692(T/C) gen polimorfizminde TT genotipinin, alkol aligkanlig1 olan kisilerde
psoriazis gelisiminde genetik bir risk faktorii olabilecegi bildirilmistir (Guo et al.,
2015). Calismamizda benzer bir durum olarak, TT genotipine sahip kontrol
bireylerinde SK seviyesinin diger genotiplere gore istatistiksel diizeyde anlaml
olmasa da, daha yuksek oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, CALCA gen polimorfizmleri ile bazi hastaliklar arasindaki
iliskiyi arastirmak i¢in gesitli calismalar yapilmistir. Bu caligmalarin bazilarinda
CALCA gen polimorfizmlerinin bu hastaliklarin gelisiminde genetik risk faktorleri
oldugu belirlenmistir. Ancak CALCA gen polimorfizmleri ile bu hastaliklar arasinda
anlaml bir iligki olmadigin1 gosteren caligmalar da mevcuttur. Calismalarda ortaya
cikan farkli sonuclar, hasta ve kontrol gruplari i¢in farkli se¢im kriterlerinden
kaynaklanabilir. Ayrica az sayida olgu ile yapilan ¢aligmalar da farkli sonuglarin bir
baska nedenidir. Farkli irk ve etnik popiilasyonlarla yapilan gen polimorfizm
caligmalarinda yine farkli sonuglar bulunmustur. Calismamizda bu sinirlamalar1 g6z
oniinde bulundurarak CGRP geni promotor bdlgesindeki -624 (T/C)/-590 (C/G)
polimorfizmleri ve periodontitisle iligkisi arastirilmis ve bu iki bolgede tespit edilen
polimorfizmler ve alel frekanslarinin periodontitisle iliskisinin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica, periodontal parametreler ve gruplarin
genotip dagilimi arasindaki iliski degerlendirildiginde de istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Tum periodontal klinik parametreler Periodontitis grubunda Kontrol
grubuna gore yiiksek diizeyde tespit edildi ve aradaki fark istatistiksel olarak anlami
bulundu (p< 0.001).

2. iki grup arasinda cinsiyet dagilimi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmad1 (p= 0.317), bunun yani sira, yas ortalamas1 bakimindan, periodontitis
grubunun yas ortalamasi kontrol grubuna gore daha fazla oldugu ve iki grubun yas
ortalamasi agisindan, istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu ortaya ¢ikt1 (p<0.001).

3. Periodontitis ve Kontrol grubunda CGRP geni promotor bolgesindeki
-624 (T/C) polimorfizmleri degelendirildiginde TT, CT, CC genotip dagilimlart
agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.175).

4. Periodontitis ve Kontrol grubunda CGRP geni promotor bdlgesindeki
-624 (T/C) polimorfizmleri degerlendirildiginde alel ferekanslari agisindan istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.0614).

5. Periodontitis ve Kontrol grubunda CGRP geni promotor bdlgesindeki
-590 (C/G) polimorfizmleri degerlendirildiginde TT, CT, CC genotip dagilimlari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.175).

6. Periodontitis ve Kontrol grubunda CGRP geni promotor bdlgesindeki
-590 (C/G) polimorfizmleri degerlendirildiginde alel ferekanslari agisindan istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.0614).

7. Bu bulgular, CGRP geni -624 (T/C)/-590(C/G) bolgesindeki
polimorfizmlerin periodontitis olusumunda etkili degisimlere yol agmadig1 fikrini
desteklemektedir.

8. Klinik parametreler ve genotipler arasindaki iligki degerlendirildiginde
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. (p>0.05).

9. Calismamizin sonuglarini etkileyebilecegini diisiindiigiimiiz sinirlamalari ve
genel olarak genetik ¢alismalarinda dikkate alinmasi gereken kosullar1 goz oniinde
bulundurarak; daha yiiksek sayida hasta ve saglikli birey igeren c¢alisma
popiilasyonlarimin oldugu, diyet ve cevresel faktorlerin de degerlendirme asamasina

titizlikle eklendigi kapsamli aragtirmalara ihtiyac¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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Ek 2- Hasta Onay Formu Ornegi

HASTA BIiLGILENDIRIiLMiS GONULLU OLUR FORMU *

ARASTIRMANIN ADI :
(PERIODONTITiSLI HASTALARDA KALSITONIN GEN-iLiSKiLi PEPTID
(CGRP) GEN POLIMORFiZMIiNiN INCELENMESI )

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma ¢aligmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize
karar vermeden oOnce arastirmanin neden yapildigini = bilgilerinizin nasil
kullanilacaginin ¢alismanin neleri igerdigini ve olast yararlarim1 risklerini ve
rahatsizlik verebilecek konular1 anlamaniz onemlidir Liitfen asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla
konuyu degerlendiriniz. Eger bir baska ¢alismada da yer aliyorsaniz bu ¢aligmada yer
alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karari tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya
karar verirseniz imzalamaniz ic¢in size bu Bilgilendirilmis Gonilli Olur Formu
verilecektir. Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta
Ozgiirstinliz. Bu durum sizin aldigmiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger
isterseniz, bu klinik ¢alismaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma ¢alismay1 sonlandirmaya karar verirse
bu durumda da ¢alismadan ¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDiR?

Amag:insan genomundaki genlerdeki farkliliklarin diseti hastaliklari ile iliskisinin

incelenmesi
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Konu: Genlerdeki bireysel farkliliklar hastaliklara yatkinliktan ve hastaliklara
direncten sorumludur. insan genomunu olusturan bazi genler ve bu genlerin
diziliminde gorilen degisiklikler, bireylerde diseti hastaliklar1 gibi  kronik
hastaliklarin goriilme sikliginda hastaligin baslamasi, ilerlemesi ve siddeti tizerinde
etkisi olabilir. Calismalar periodontal hastalik riskinin her birey i¢in esit olmadigimni
gOstermektedir. Periodontal hastaliklar gibi kompleks hastaliklar genetik ve ¢evresel
faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Biz bu ¢alisma ile insanin tasidig:
genetik ozelliklerin diseti iltihaplanmasina ve nihai olarak dis kaybina sebeb olan
digeti hastaliklardan, Periodontitis ile iligkisini incelenmeyi planlamaktayiz.
Calismamizda bireyler arasindaki genetik farkliliklarin periodontal hastaliga
yatkinliktaki roliiniin degerlendirilecektir.

CALISMA iSLEMLERI:

Bu ¢alismada periodontal muayenede rutin olarak uygulanan klinik muayeneler
yapilarak, dislerinizden Ol¢limler alinacak ve dis verileriniz degerlendirilecektir.
Calismamiz i¢in 2 ml kan 6rnegi alinarak DNA incelenmesi yapilacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve
yukarida anlatilan ¢alismayla ilgili tiim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Caligma
doktorunuzu ziyarete belirlenen ginlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretinizde,
ziyaretten ayrilmadan Once planlanmalidir. Yine calismadan Once veya calisma
sirasinda aldiginiz baska herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna séylemeniz
onemlidir.

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

Calismamiz i¢in 2 ml kan 6rnegi alinacaktir. Kan alma igsleminin riskleri ¢ok az olup,
ignenin girdigi yerde hafif agr1 ya da ¢ok az morarma olabilir. Olusabilecek herhangi
bir problemde gerekli miidahaleler yapilacaktir.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Eger dogurganlik déneminde ve emziriyorsaniz bu ¢alismaya katilamazsiniz. Liitfen
hekiminize bildiriniz.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIiR? (Varsa
aciklayiniz)

Bu caligma size bir katki saglamayacaktir. Ancak bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
sizin gibi iler1 periodontal hastalig1 olan hastalarinin tedavilerine yardimei olmak,
yasam kalitelerini arttirmak i¢in ve yol gosterici olabilmek amaciyla yapilmaktadir.
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GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu ¢alismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda goérecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan herhangi bir zamanda
ayrilirsam, ayrilma nedenlerimi, ayrilistmin sonuglarini ve izleyen dénemde alacagim
tedavileri doktorumla tartigacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDIR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve ¢aligmayla ilgili olan tiim laboratuar testleri ¢alisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal glivenlik kurumuna odetilmeyecektir. Ayrica ¢alismaya bagli makul
miktardaki yol gideriniz makbuzlar: gosterildigi takdirde karsilanacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar geligirse hemen calisma doktorunuzu gereken
tibbi tedavinin uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.

KiSIiSEL BIiLGILERIM NASIL KULLANILACAK?

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

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan ¢alisma verileri size 6zel bir numara olan
bir kod (“Kod”) numarast kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢aligma verilerinize
ulagmak i¢in gerekli olan kod anahtari ¢alisma doktorunuzun denetimindedir. Calisma
destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlar tarafindan
atanmis kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢aligma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz c¢alisma verilerinizi ¢alisma i¢in kullanacaktir. Calisma destekleyicisi
firma; ¢alismanin yiiriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereclerinin gelistirilmesi i¢in
calisma verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun ¢alistigit kurum ve c¢aligma
destekleyicisi firmanin her ikisi de yiirtirliikte olan veri koruma kanunlar1 ile uyumlu
olarak ¢aligma verilerinizin yonetiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma ¢alisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlagsmali
firmalar ve diger arastirma kuruluslar ile paylasabilir. Calismanin sonuglar1 tibbi
yayinlarda yaymlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yayinlarda
aciklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da calisma destekleyicisi firmadan, toplanan calisma verileriniz

hakkinda bilgi isteme hakkinda sahipsiniz. Ayni zamanda bu verilerdeki herhangi bir
hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz
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olursa liitfen gerekirse sizin ¢aligma destekleyicisi firma ile temasa gegmenize
yardimci olabilecek doktorunuzla goriigiiniiz.

Eger onayinizda vazgegerseniz, doktorunuz c¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak
ya da diger kisilerle paylasamayacaktir. Caligma destekleyici firma onayinizdan

vazgegmeden Onceki ¢alisma verilerinizi kullanmaya devam edebilir.

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

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSiLER:

Ad, Soyadi1 ve telefon numaralari
Dt. Amir Masoud BOZORGI Tel: 0362 312 19 19 /8166

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Kendi isteginizle ayrilmaniz disinda ayrilmanizi gerektirecek bir durum
bulunmamaktadir.

YENI BiLGIiLER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKIiLEYEBILIR

Calisma stirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onavi

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Aragtirmaya goniillii olarak katildigima, istedigim
zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi
istegime bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi
biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. Doktorum saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢aligma sirasinda
dikkat edecegim noktalar1 da igerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goéniilliiniin Adi1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1 / Soyad1 / imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyad: / Imzas1/ Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyad1/ Imzas1 / Tarih
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