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PERIODONTITISLi HASTALARDA TUMOR NEKROZ FAKTOR ALFA (TNF-a)
VE LENFOTOKSIN ALFA (LT-a) GEN POLIMORFiZMLERINIiN INCELENMESI

Selin Ozkan

oz

Periodontal doku hasari mekanizmalarinda, cesitli sitokinleri de igceren birgok
dizenleyicinin rol aldigi bilinmektedir. Tumor nekroz faktdér (TNF), en onemli
mediyatdrlerden biridir. Periodontitis patogenezine iliskin olarak TNF, timoér nekroz
faktor alfa (TNF-a) ve lenfotoksin alfa (LT-a, eski adiyla TNF-B) olmak Uzere iki
iligkili proteini ifade etmektedir. Bu ¢alismada, LT-a +252 intron ve TNF-a -308

promotor polimorfizmlerine ait genotip frekanslari Turk populasyonunda

degerlendirilmistir.

Calisma, 109 kronik periodontitis (KP), 115 agresif periodontitis (AP) olmak lzere
toplam 224 periodontitis hastasi ve 85 saglikli kontrol bireyi Uzerinden
yurutulmagstur. Bireylerden kan ornekleri alinmig ve +4°C’ de saklanmistir. Kan
orneklerinden genomik DNA izole edilmis ve 6zgil DNA bolgeleri PZR metodu
kullanilarak c¢ogaltilmistir. Ardindan, TNF -308 G —A ve LT +252 A—G gen
polimorfizmleri RFLP ile tespit edilmistir.

LT +252A/G gen polimorfizmi gdézlenme sikligi, kronik periodontitis hastalarinda %
8.3, agresif periodontitis hastalarinda % 4.3 ve saglikli érneklerde % 7.1 olarak
belirlenmistir. TNF-a geninin polimorfik alleli sadece bir hastada tespit edilmistir.
Bu calismada, TNF-a -308AA genotipinin frekansi % 0.9’ dur. Yapilan istatistiksel
analizlere gore, Turk populasyonunda LT +252 polimorfizmi agisindan hasta ve
kontrol gruplarinda anlamli bir fark bulunmazken; TNF-a -308 GA genotipi ve
periodontitis arasinda onemli bir iliski belirlenmigtir (p=0,001). Ayrica kontrol, KP
ve AP gruplari arasinda, A alleli frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

g6zlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Timoér nekroz faktdr alfa, lenfotoksin alfa, TNF-a, LT-q,

periodontitis

Danigsman: Prof.Dr. Sibel Simer, Hacettepe Universitesi, Biyoloji Bolumu,
Molekuler Biyoloji Anabilim Dali



INVESTIGATION OF TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA (TNF-a) AND
LYMPHOTOXIN ALPHA (LT-a) GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH
PERIODONTITIS

Selin Ozkan
ABSTRACT

It is known that a number of mediators are involved in periodontal tissue
destruction mechanisms, including a variety of cytokines. Tumor necrosis factor
(TNF) is one of the most important mediators. TNF indicates two related proteins
in the pathogenesis of periodontitis, which are tumor necrosis factor-a (TNF-a) and
lymphotoxin-a (LT-a, formerly TNF-B). In the present study, the individual
frequency of LT-a +252 intron and TNF-a -308 promoter polymorphisms
associated with periodontitis were evaluated in Turkish population.

This research was carried out with 109 chronic periodontitis (CP), 115 aggressive
periodontitis (AP) totally 224 periodontitis patients and 85 healthy controls. Blood
samples were collected from individuals and stored at +4°C. Genomic DNA was
isolated from samples and specific DNA regions were amplified by using PCR
method. Then TNF -308 G —A and LT +252 A—G gene polymorphisms were
determined by RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

LT-a +252A/G gene polymorphism has been determined as 8.3 % in chronic
periodontitis patients, 4.3 % in aggressive periodontitis patients and 7.1 % in
healthy subjects. Polymorphic allele of TNF-a gene was detected in only one
patient. In this study, the frequency of TNF-a -308AA genotype was 0.9 %. By the
statistical analysis, while there was no statistically significant difference in LT +252
polymorphism between patients and control subjects in Turkish population, a
significant association between TNF-a -308 GA genotype and periodontitis was
determined. It has been observed that the differences of allele A frequency

between control, CP and AP groups are statistically significant.

Key words: Tumor necrosis factor alpha, lymphotoxin alpha, TNF-a, LT-a,

periodontitis
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1. GIRIiS

Periodontal hastaliklar, risk tasiyan kisilerde agizdaki patojenlere karsi gelistirilen
genis spektrumlu bagisiklik cevabi ve yikici etkileri icermektedir (Galbraith et al.,
1999). Cok yaygin olan ve ortaya ¢ikmasi yetersiz agiz temizligi ve dis plagi
birikimi ile dogrudan baglantili olan gingivitisin aksine, periodontitis genetik kalitim
basta olmak Uzere birgok faktdrden etkilenen ve disin destekleyici dokularinin geri
doénusumsuz kaybi ile sonuclanan ciddi bir hastaliktir (Hassel and Harris, 1995;
Kinane,2001). Gunimuzde dunya populasyonunun yaklasik %15’ i, periodontitis
agisindan yuksek risk grubu icerisinde nitelendiriimektedir (Kinane et al., 1999).

Dis eti florasinda patojenik bakteri varliginda, konakginin savunma mekanizmasi
uyariimakta ve bagisiklik cevabi ortaya c¢ikmaktadir. Periodontal hastaligin
patojenezini anlayabilmek igin sadece konakgi bagisiklik cevabi ve agiz bakterileri
arasindaki dinamige iligkin detayl bilgiye sahip olmak yeterli olmamaktadir (Yoshie
et al., 2007). Periodontal patojenler Urettikleri ¢esitli enzimler ve toksinlerle yangiyi
baslatabilmekte ve dolayl olarak dokuya hasar verebilmektedirler (Darveau et al.,
1997). Fakat tek basina bakteri bulunmasi periodontal yikim icin bir sebep degildir
(Yoshie et al., 2007). Bakteriyel risk faktorleri disinda, yas, sosyoekonomik durum,
sigara kullanimi, sistemik hastaliklar ve genetik risk faktorleri de hastaligin ortaya
clkmasinda ve ilerlemesinde etkili etmenlerdir (Albandar et al., 1999; Bergstrom,
1989; Genco, 1996; Michalowicz, 1994; Heitz-Mayfield, 2005; Van Dyke and
Dave, 2005). Bu nedenle periodontitis, multifaktériyel bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (Offenbacher, 1996; Hart and Kornman, 1997).

Tumor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve lenfotoksin alfa (LT-a, eski adiyla TNF-(),
cesitli hucresel cevaplara etkisi olan ve bagisiklik cevabinda karmasik roller
ustlenen iki 6nemli sitokindir (Posch et al.,, 2003). TNF-a ve LT-a proteinleri
yapisal olarak ve biyolojik islevleri agisindan benzerlik gostermekte ve sirasiyla
makrofajlardan ve T hicrelerinden salinmaktadirlar (Vassalli, 1992). Bu iki protein
6. kromozom Uzerinde birbiri ardina yerlesim gostermekte ve ayni reseptorlere

baglanarak biyolojik gorevlerini gerceklestirmektedirler (Nedwin et al., 1985).



TNF-a ve LT-a 6éncul yangisal sitokinlerin periodontitis ile iligkili olduguna dair
gucli kanitlar mevcuttur (Assuma et al., 1998; Galbraith et al., 1999; Fassmann et
al., 2003). Bu sitokinlerin, doku yikimini tetikleme ve kemik geri emilimine neden
olma gibi 6nemli 6zellikleri oldugundan dolayi, periodontitis patojenezinde rol
oynadiklari dustnulmektedir (Fassmann et al., 2003). Periodontal hastalik
varhdinda, dig eti sivisinda ve periodontal dokularda bu sitokinlerin seviyelerinde
artis oldugu gozlenmistir (Roberts et al., 1997).

Genetik faktorlerin, periodontitise yatkinlik derecesini %50 oraninda arttirdigi
tahmin edilmektedir (Michalowicz et al., 1991). Son yillarda yapilan ¢alismalar,
daha cok genetik belirte¢ olarak kullanilabilecek olan sitokinlerin kodlandigi
genlere ait polimorfizmleri arastirma Ulzerine odaklanmistir (Kornman&di Giovine,
1998; Kroeger et al., 2000). Gerek iglevleri gerekse genom uzerinde bulunduklari
yiksek polimorfik 06zellik gdsteren bdlge acgisindan TNF-a ve LT-a gen

polimorfizmlerinin periodontitis ile iligkisinin agiga ¢ikarilmasi 6nem tasimaktadir.

Bu amagla tez calismamizda, TNF-a geninin promotor -308 bdlgesi ve LT-a
geninin ilk intronunun +252 bolgesinde bulundugu bilinen tek nukleotit
polimorfizmleri ile periodontitis arasinda bir iligki olup olmadigi Tiark

popilasyonunu temsil eden bir 6rneklem tzerinden arastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Periodontitis

Periodontitis, dis ve disin destek dokularini etkileyen olduk¢a yaygin ve yikici
enfeksiyonel bir hastaliktir (Borch et al., 2010). Hastalik, dinya Uzerindeki yetiskin
popilasyonun %10-15'ini etkilemekte ve dis kayiplarinin baglica sebebi olarak
nitelendirilmektedir (Albandar and Rams, 2002).

Periodontitis, doku yikimini dizenleyen yangisal kaskadi (basamaklari) indukleyen
oral patojenler tarafindan baglatiir (Graves and Cochran, 2003). Hastaligin
etiyolojisi biyofiimde bulunan anaerobik bakteriler, dis eti altinda var olan dis plagi
ve hastaliga yatkin bireylerde ortaya cikan asiri bagigiklik cevabindan olusur
(D’Aiuto et al., 2004).

Dis eti hastaliklari genellikle dis etlerindeki kizariklik ve kanama ile karakterize
olan gingivitis (dis eti iltihabi) ile baslar. Gingivitis, ¢ok yaygin olmasina ragmen,
dis eti altindaki yapilar etkilemedigi igin periodontitis kadar ciddi bir hastalik
degildir. Gingivitisin tetikledigi yangisal reaksiyon periodontal ligamentlere ve ¢ene
kemigine kadar ilerler ve bu dokulara hasar verirse, hastalik periodontitis olarak
adlandirilir. Bu surecte, periodontal ligamentler zarar gorur, cene kemigi yikimi
baslar ve dis etinin dis kokinden ayrilmaya baglamasiyla “periodontal cep” denilen

olusumlar gozlenir (Williams, 1990).

Saglikli Digetleri Periodontitis

Sekil  2.1. Saglhklh dis etleri ve periodontitisli dis etlerinin  gérinima
(www.totaldentistryonline.com)



Periodonsiyum, iki sert doku olan sement ve kemikten ve iki yumusak doku olan
periodontal ligament ve gingivadan (dis eti) olusan bir organ sistemi olarak
dusundlebilir. Bu yapilarin her biri, 6zgil doku mimarileri ve karakteristik
biyokimyasal bilesimleri olmasina ragmen, komsu yapilarin hicresel aktivitelerini
etkiler. Her periodontal yapinin hiicre digi matriksi kollajen, elastin, fibronektin,
laminin, bldytume faktorleri gibi fibr6z ve proteoglikanlar, lipitler, mineraller,

proteinler gibi fibr6z olmayan elementler icerir (Bartold and Narayanan, 2006).

Sadlikl di Periodontal
SRy hastalikli dis
Dis Plag

Tartar

Saglikl disetleri A —

Sagukl kemik

seviyesi Periodontal cep

" Azalmis kemik seviyesi

Sekil 2.2. Saglikli ve periodontitisli disin genel gérinima (www.anadolusaglik.org).

Alveolar kemik kaybi, PDL (periodontal ligament) liflerinin tahribi, dis eti bag
dokusundaki kollajenin nicel ve nitel olarak degisime ugramasi, epitel
baglantilarinin yok olmasi, periodontal hastaligin ayirici 6zellikleridir (Delima et al.,
2001).



2.2. Periodontitis’in Siniflandiriimasi

Periodontal hastaliklara iliskin siniflama, 1999 yilinda gergeklestirilen uluslararasi
bir calistayda (International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases
and Conditions,1999) yeniden duzenlenmistir. Bu sayede hastaligin teshisinde

ortaya c¢ikan bir takim geliskiler ve sorunlar giderilmistir.

Daha onceki siniflamalar yasa bagli olarak gerceklestiriimis ve bugun “kronik
periodontitis” olarak adlandirilan hastalik tipi yetiskin periodontitisi olarak; “agresif
periodontitis” ise erken baslangicli periodontitis olarak nitelendirilmisti (Armitage,

1999). Bu siniflamaya gore periodontitis ¢egitleri g ayri klinik forma ayrilmigtir:

1. Agresif periodontitis
2. Kronik periodontitis

3. Sistemik hastaliklar ile birlikte gelisen periodontitis
2.2.1. Agresif Periodontitis

Daha cok otuz yas alti bireylerde gbzlenen ve hizli tahribat ile karakterize olan
periodontitis tipidir. Hastalarin sistemik olarak saglikli bireyler olmasi, hizh
atagman ve kemik kaybinin gerceklesmesi ve ailesel birikim gostermesi agresif

periodontitisin ortak 6zellikleridir (Clerehugh, 2008).

Hastaligin seyrinde Actinobacillus actinomycetemcomitans ve Porphyromonas
gingivalis bakterilerinin seviyesinde artis, fagositoz anomalileri ve prostaglandin E2
ve IL-1B Uretiminde artis gézlenmistir (Wiebe and Putnins, 2000).

Agresif periodontitisin, generalize ve lokalize olarak adlandirilan iki alt grubu
mevcuttur. Lokalize agresif periodontitiste, hastalik belirtileri blyUk azi ve kesici
dislerdedir ve puberte doneminde baslangic goOsterir. Generalize agresif
periodontitis ise, lokalize tipte tutulan disler disinda kalan daimi diglerin en az U¢
tanesini etkileyen ve genelde 30 yas alti bireylerde gorulen agresif periodontitis
tipidir (Novak, 2002).



2.2.2. Kronik Periodontitis

Genellikle erigkinlerde gorulmesine ragmen, kronik plak ve dis tasi birikimine bagl
olarak cocuklarda ve adodlesan donemde bulunan genclerde de gorilebilen, bag
dokusu kaybi ile karakterize edilen ve yavas ilerleyen periodontitis g¢esididir
(Clerehugh, 2008).

Hastalik, 1-2 mm atagman kaybi mevcut ise hafif, 3-4 mm atagman kaybi mevcut
ise orta ve 5 mm’den fazla kayip varsa siddetli olarak nitelendirilir (Wiebe and
Putnins, 2000).

Dis ve disin destek dokularinda bakteri tutunmasina imkan verebilecek bolgesel
risk faktorlerinin ya da sigara kullanimi ve seker hastaligi gibi sistemik risk
faktorlerinin bulunmasi sonucu kronik periodontitisin ilerleme hizi degismektedir.
(Clerehugh, 2008).

Hamlet ve arkadaslarinin (2004) ag yillik bir surecte ergin bireyler Gzerinde yaptigi
calismada, subgingival plakta bulunan genel kabul gérmus bakteriyel patojenlerin
yani sira Tannerella forsythensis (Bacteroides forsythus) adh tiarin de saglikli
bdlgeleri hastalikhya donustirdugu ve doku kaybi agisindan hastalikla iligkili
oldugu bulunmustur (Hamlet et al., 2004).

2.3. Periodontitis ve Bakteriyel Patojenler

Periodontal hastaliklar, bakteriyel plaktaki mikroorganizmalara ve onlarin
arnlerine olusturulan immudn cevap ile karakterize olan, bakteriyel kokenli
kompleks bir enfeksiyonel hastaliktir (Bascones-Martinez et al., 2009). Periodontal
hastalik ve endodontik kokenli lezyonlar, yumusak doku hasari ve kemik yikimina
neden olan oral patojenler tarafindan baslatilir (Graves et al., 2001). Hastaligin
baglamasi i¢in bakteriyel plak gerekli olmasina ragmen, plak miktari ile hastaligin

siddeti arasinda bir iliski gérilmemektedir (Yoshie et al., 2005).

Agiz, vucudun diger dis ylUzeylerinde oldugu gibi konakla simbiyoz yasayabilen
temel bir mikrofloraya sahiptir. Agiz florasinda c¢ok cesitli aerobik ve anaerobik
bakteri turleri yasamakta ve dis yuUzeyinde bireysel ya da karisik koloniler

olusturmaktadirlar. Periodontal hastaliklar géz onune alindiinda ise, dis plaginin



olusumunda Gram (-) ve anaerobik bakterilerin varlhiginda bir artis goézlenmistir
(Pihlstrom et al., 2005).

Saglikli kosullar varliginda, bakteri yogunlugu ve konagin direnci dengelenmis
durumdadir. Bu denge hali, bakteri sayisindaki artis ya da diren¢ duzeyindeki
azalis nedeniyle bozuldugunda ise hastalik ortaya gikar. ilk zamanlarda bu durum
sadece tukuruk salgisi ile sinirhdir ve gingivitis olarak adlandirilir. Bozulan denge
cevresel dokulara yayildiginda, bag dokusuna zarar verdiginde, cep formasyonu
olusumu, ¢ene kemigi geri emilimi, dis oynamasi ve son olarak da kaybina neden
oldugunda ise periodontitis olarak adlandirlir (Bascones-Martinez and Figureo-
Ruiz, 2004).

Dis minesinde ya da sement duvarinda kolonize olmus mikroorganizmalar, doku

hasarini Gg farkli yol ile ortaya ¢ikarabilirler:

i) konakgi hlicreden bagimsiz olarak, mikroorganizmalarin otolizisi sonucu
aciga cikardiklari  proteolitk enzimler nedeniyle  degredasyon
gerceklesebilir,

i) LPS, toksinler ve enzimler gibi bazi mikrobiyal UrUnler, yikici enzimlerin
ekspresyonundan sorumlu hdcrelerin  populasyonunun artisina neden
olabilir,

i) mikroorganizmalar, konakg¢i hudcre tarafindan gelistirilen immuan cevap
sonucu lenfosit ve makrofajlardan sitokinlerin salinmasina yol acabilirler
(Birkedal-Hansen, 1993).

CD14
LPS '
Makrofaj
@)

LBP Q
IL-1
TNF
IL-6

Sekil 2.3. LPS’nin CD14 yolu ile makrofaj aktivasyonu (Bascones-Martinez et al., 2009’
dan esinlenerek sematize edilmigtir.)



Lipopolisakkarit (LPS), Gram (-) bakterilerin zarinda bulunan ve lipit A, antijen O
ve oligosakkaritin birbirine baglanmasi sonucu olusan bir virulans faktordur. LPS
dogal immun cevabin guglu bir aktivatorudur. Bu iglevi bakteri Granlerini taniyan
hiicre yuzeyi proteinlerinden biri olan Toll-like reseptér 4 (TLR4) ‘U stimule ederek

gerceklestirir (Dixon et al., 2004).

Agizda bulunan bakterilere ait LPS’ nin, makrofajlar, lenfositler, fibroblastlar ve
osteoklastlar basta olmak Uzere periodontal dokularda yer alan bircok hticre tipi
uzerinde etkisi mevcuttur. Hepatositlerden sentezlenen LPS baglayici protein
(LBP), LPS’ nin reseptorld olan makrofajlar Uzerindeki ya da ¢6zUnmus haldeki
CD14’e baglanmasini katalizler. Sekil 2.3’ te sematize edildigi gibi, baglanma
sonucu aktive olan CD14 resept6rl, TLR4-bagimli yolagi kullanarak monositleri ve
endotel hucreleri 6ncll yangisal sitokinlerin salinmasini saglamak Uzere uyarir.
interlékin-1 (IL-1), timér nekroz faktor (TNF), prostaglandin E2 (PG-E2) ve
interlokin-6 (IL-6) gibi 6ncul sitokinlerin agiga ¢ikmasi sonucu, platelet aktivasyon
faktora (PAF) ve diger prostaglandinler gibi ikincil yangisal sitokinlerin Gretimi

uyarilir (Bascones-Martinez et al., 2009).

Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia ve Tannerella forsythensis, dig etinde bulunan en 6nemli ve en yaygin

anaerobik Gram (-) bakterilerdir (Bascones-Martinez & Figureo-Ruiz, 2004).

Socransky (1998) ve arkadaslan tarafindan yapilan c¢alismada, P. gingivalis
miktarinin, periodontal doku kaybi goérilen hastalarda olgllebilir dizeyde oldugu
ve hayvan modellerinde doku hasarina neden oldugu bulunmustur (Socransky et
al., 1998). Yapilan baska bir ¢calismada ise, enfekte olmus disin kdk kanallarindan
P. gingivalis izole edilmigtir (Baumgartner et al., 1999). Baker (1999) ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir arastirmada, varligi periodontitise neden oldugu
dusundlen siyah pigmentli Gram (-) ve anaerobik bir bakteri olan P.gingivalis
tarafindan Uretimi induklenen IL-1, TNF, IL-6, prostaglandin metabolitleri ve
interferon gama gibi 6zgul duzenleyiciler sayesinde kemik kaybinin

gerceklestirildigi gosterilmistir (Baker et al.,1999; Sandros et al., 2000).

P.gingivalis ile yapilan bir ¢alismanin sonucunda, bu bakterinin in vivo sartlar
altinda fibroblast apoptozunu artirdigi gosterilmistir. Bu sonug, TNF reseptoru

eksikligi olan fareler Uzerinde yapilan deneylerde, P.gingivalis nedenli fibroblast
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apoptozunun 6nemli dlgude azaldigi kanitina dayandiriimig ve olugan kemik kaybi
ve doku hasarinin bakterinin Urdnlerinden ziyade konak kaynakh bagisiklik cevap

sayesinde olustugu bulunmustur (Graves et al., 2001).

Polak ve arkadaglari (2009) tarafindan hayvan modelleri Uzerinde yapilan
deneylerde, Porphyromonas gingivalis’ in Fusobacterium nucleatum ile sinerjistik
etkiye sahip oldugu ve P.gingivalis / F.nucleatum ile gergeklesen ¢oklu mikrobiyal
enfeksiyonun, tek baslarina gergeklestirdiklerinden daha fazla miktarda cene
kemigi (periodontal kemik) kaybina ve yangiya neden oldugu gosterilmigtir. (Polak
et al., 2009; Kinane &Hajishengallis, 2009)

2.4. Periodontitis ve Sitokinlerin iligkisi

Bag dokusundaki lenfositler, yangisal hucreler ve diger hucresel elemanlar
arasindaki karmasik iletisim sitokin adi verilen dusuk molekuler agirlikli bir dizi

molekul tarafindan dizenlenmektedir (Carranza and Newman, 1996).

Sitokinler, dogal ve kazanilmis bagisiklik htcreleri tarafindan salgilanan ¢ézulebilir
proteinlerdir. Mikroplar ve diger antijenlere karsi cevap olarak Uretilirler ve farkh
sitokin tipleri farkl tipte yangisal ve bagisik cevabin dizenlenmesini saglarlar.
(Abbas and Lichtman, 2005).

Sitokinler, haberci molekuller olarak rol oynar ve sinyalleri diger hucrelere iletirler.
Sitokinlerin, hicre biyumesi ve farklilagsmasinin dizenlenmesi, bagisiklik ve
yangisal cevabin baslatiimasi ve surdirilmesini de igeren birgok goérevi vardir.
Sitokinlerin salinimi ve fonksiyonlarinin kontroli oldukg¢a karisiktir ve bu kontrol

inhibitor ve reseptorler sayesinde gergeklesir (Lindhe et al., 1998).

Sitokinler hicrede aktif halde depo edilmezler. Ancak htcresel bir aktivasyonla
baglatilan gen transkripsiyonu sonucunda sentezlenirler. Sitokinlerin, diger
sitokinlerin sentez ve aktivitesini etkileme 6zellikleri mevcuttur. Bu 6zellik sonucu,
bir sitokinin Uretimi bir kaskada yol acar ve ikinci ve Uclncu sitokinlerin sentezi
gergeklesir. Ote yandan, sitokinin salinmasi ters etki yaratarak diger sitokinin
sentezini durdurabilir. Bu sayede igsel ve digsal olarak sitokin sentezi kontrolu

gerceklesmis olur (Abbas and Lichtman, 2005).



Sitokinler, birgok fizyolojik suregte cok énemli goérevlere sahip olmalarindan 6tird,
duzensiz bir sekilde ifade edildikleri durumlarda patolojiyi induklerler. Hlcre 6lumu
uzerine etkilerinden dolay! da aktiviteleri iyi kontrol edilmek zorundadir (Graves
and Cochran, 2003).

Immdiinolojik mekanizmalarin periodontal hastaliyin patojenezi Uzerinde etkili
oldugu, kabul edilmis bir gercektir (Seymour, 1987). Yapilan ¢esitli calismalarda
gingivitis ve periodontitis hastalarinda, dis eti, dis eti olugu sivisi ve tukrikte,
proinflamatuar, antiinflamatuar ve antifibrojenik sitokinlerin miktarinda artis oldugu
bildirilmigtir. Bu nedenle, bu molekullerin bagisiklik fonksiyonunu duzenledigi ve
ECM bilesenlerinin ve MMP’ lerin Uretimini regile ederek doku hasarini
etkiledigine inaniimaktadir. Bu etki direkt olarak ya da diger sitokin ve buyume
faktorlerin Uretimini indukleme yolu ile meydana gelebilir. Yangi meydana gelmisg
bir dis etinde IL-1q, IL-1B, TNF-a, IL-6, TGF-B, platelet kaynakl buyime faktort ve
prostoglandinlerin miktarlari yangi hdcrelerini, fibroblastlari ve epitel hicrelerini
etkiler (Bartold and Narayanan, 2006).

Doku hasarinin olusum mekanizmasina bakildiginda, farkl htcre tipleri tarafindan
uretilen cesitli sitokinler dahil olmak uzere bircok duzenleyicinin ilgili oldugu
gorulmektedir. Bu sitokinler, l6kositler ve endotel htcreler tzerindeki adezyon
molekullerini artirici yonde etki gostererek, l6kositlerin damarlarin disina gikarak
dokuya sizmalarina neden olur. interlékin-1 (IL-1) ve timér nekroz faktor (TNF)
gibi oncul sitokinlerin uyarilmasi, ikincil duzenleyicilerin Uretilmesine yol agar. Bu
sayede bagisiklik cevabi, bag dokusu yikiminda ve kemik kaybinda artis meydana
gelir (Graves and Cochran, 2003).

Hastalikta ismi gegen biyolojik molekullerin gogu, aslinda temel olarak normal dis
eti bag dokusunda ve epitelde bulunmasina ragmen, ifade edilmeleri bakteriyel
endotoksinlerle karsilagsmalari sonucunda artar. Bu durum yangisal siirecte neden
fazla miktarda olduklarini agiklamaktadir (Bartold and Narayanan, 2006). Temel
olarak gorevleri konak cevabi korumaya yonelik olan bu molekuller, cevabin az ya
da c¢ok olmasina bagl olarak doku hasari meydana gelmesine neden olurlar
(Pihlstrom et al., 2005).
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Bakteriyel etkiye karsi olusturulan bagisiklik cevabi ile baslayan ve sitokinlerin
aciga ¢cikmasi sonucu ortaya ¢ikan doku hasari mekanizmasinin 6zeti Sekil 2.4 te

gOsterilmistir.

Bakteriyel etki

|

Konakgi
cevabl
Prostaglandinler SITOKINLER Nitrik oksit
Osteoklastlar Fibroblastlardan ve

monositlerden MMP

\/ salinimi

Bag dokusu yikimi
& kemik erimesi

l

Hastaligin klinik
belirtileri ve ilerleme
sureci

Sekil 2.4. Bagisiklik cevabi ile aktive olan sitokinlerin agiga ¢ikmasi sonucu bag dokusu
yikimi ve kemik kaybinin sematik olarak gosterilmesi (Bartold and Narayanan, 2006’ dan

esinlenerek sematize edilmigtir).
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2.4.1. Tumor Nekroz Faktor Alfa ve Lenfotoksin Alfa

Tumor nekroz faktor (TNF), bilim dinyasinda birgok kesifte yasandigi gibi sans
eseri gozlemler sonucu bulunmustur. Yaklasik bir yuzyil dncesinde, Brunes bazi
kanser hastalari Gzerinde yaptig1 gozlemler sonucunda, akut bakteriyel enfeksiyon
sonrasinda tumoarlerin kendiliginden geriledigini fark etmis ve ilerleyen c¢alismalar
sonucu TNF kesfedilmistir (Goodsell, 2006). ilk defa 1975 yilinda E.A.Carswell ve
arkadaslari tarafindan endotoksine maruz kalan hayvanlarin makrofajlarinda timaor
nekroz faktor aktivitesi gosterilerek TNF tanimlanmistir (Clark, 2007; Wolchok and
Vilcek, 1991). Bundan 10 yil sonra 1985’te Beutler ve arkadaglari, TNF olarak
tanimlanmis olan bu faktoru izole ederek kaseksiye neden oldugunu saptamislar
ve bu faktére kasektin adini vermiglerdir (Wolchok and Vilcek, 1991). Daha sonra
kasektin olarak isimlendirilen bu molekulin aslinda daha onceden tarif edilmis olan
TNF oldugu belirlenmigtir (Beutler et al., 1985). Yaklasik otuz yil dnce,
makrofajlardan ve lenfositlerden salinan ve huicrelerin 6limine neden olan Urln
tanimlanmis ve timor nekroz faktor ve lenfotoksin terimleri ortaya ¢ikmistir. Bu iki
protein birbiriyle iligkilidir ve TNF ligand super ailesine aittir (Goetz et al., 2004). Bu
buluslarin ardindan yapilan ¢alismalar sonucu TNF sUper ailesinin 29 reseptore
sinyal ileten 19 Uyeden meydana geldigi ve bagisiklik cevabindan morfogeneze

kadar birgcok fonksiyonu diizenledigi gosterilmistir (Aggarwal, 2003).

Tumor nekroz faktor tanimi, TNF-a ve LT-a adi verilen baglantili iki proteini ifade
etmektedir. Bu ailede ayrica yapisal olarak benzer 6zellikler tagiyan ve TNFR1 ve
TNFR2 olarak simgelenen iki adet hticre yiizeyi TNF reseptori bulunmaktadir. Bu
reseptorler, birbirinden farkli sitoplazmik domeynlere sahip olmalari nedeniyle
farkh sinyal yolaklarini aktive ederler. Bagisiklikla ilgili olaylarin gogundan TNFR1
reseptori sorumludur (Graves and Cochran, 2003). TNF reseptori eksikligi
bulunan farelerde, patojenite duyarlihiginin arttigi ve gevresel lenfoid organlarin

anormal gelisim gosterdigi gozlemlenmigstir (Peschon et al., 1998).

TNF-a ve LT-a (TNF-B) 6zgul genler tarafindan kodlanir ve yaklasik %30 amino
asit homolojisi gosterirler. LT-a, induklenen T-lenfositlerce salinan, 171
aminoasitlik glikozillenmis bir proteindir. TNF-a ise aktive olmus monositlerden
koken alir ve 157 reziduluk buyukluge sahiptir. Bu iki protein, biyolojik aktiviteleri

oldukga benzer olmasina karsin, farkli indiklenme kinetigine sahiptir. TNF-a,
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indUklenme ardindan 4 — 24 saat icerisinde salgilanirken; LT-a i¢in bu sure 24 —
48 saattir (Nedwin et al., 1985).

TNF-a ve LT-qa, bagisiklik cevabinin baslatiilmasi ve diuzenlenmesinde merkezi rol
oynarlar (Bouma et al., 1996). TNF' nin mikropsal patojenlere karsi koymada rol
oynadidi bircok deneysel kanit ile gosterilmistir (Ferrante et al., 1993). TNF, Gram
(-) bakterilere ve enfeksiyona yola agan diger mikroplara kargi gergeklestirilen akut
yangisal cevabin ana duzenleyicisidir (Abbas and Lichtman, 2005). Yapilan
calismalarda, TNF’ nin sentezlenmesi ve salinmasini baslatan asil uyaranin gram-
negatif bakteriler tarafindan Uretilen lipopolisakkaritler oldugu bildirilmigtir. Ayrica
Gram (+) bakterilerin hicre duvari yapisal bilesenleri (peptidoglikan ve teikoik
asitler), kapsul antijenleri ve ekzotoksinler, mantarlarin hicre duvari antijenleri,
viral ve paraziter antijenler de TNF sentezini baslatabilir (Abbas and Lichtman,
2005).

TNF, iki formda bulunur. ilk sentezlendiginde kisa bir transmembran segment ile
hicre zarina bagh olan bu form, daha sonra membrana bagl metalloproteinazlar
tarafindan aciga cikarilir ve ¢ézunur hale gecger (Goodsell, 2006). TNF salinmasina
neden olan uyari hucreye ulastiginda, TNF glikozillenmemig tip Il hucre zarn
proteini olarak sentezlenir. Sentezlenen bu TNF monomeri pro-TNF olarak
adlandirilir. Olusan bu monomerlerin Ggu bir araya gelerek hicre zarina bagh TNF’
yi meydana getirir ve bu yapiya membrana bagli TNF anlaminda mTNF adi verilir.
Membrana bagl olan bu molekuil 233 aminoasitten olusan ve 26 kDa’ luk molekiil
agirhga sahip, aktif bir molekuldir. mTNF’ nin hicre disinda kalan kismi,
makrofajlar ve monositlerin sahip olduklari TNF doénustiriact enzim (TACE)
tarafindan kesilerek ¢ozunir ve c¢ozunebilir TNF (sTNF) ye doénusur. Kesilmis
MTNF’ lerin U¢U bir araya gelerek 157 aminoasitten olusan ve 17 kDa molekiil
agirhgindaki, hucre diginda aktif olan sTNF’ yi olustururlar. Ortama verilmis olan
aktif sTNF’ ler, konakgi hiicreye giderek hlcre zarindaki 55 kDa molekuler
agirhiginda olan tip I TNF reseptori (TNF-RI), eski adiyla p55 reseptorleri ile
birlesirler. Lenfositlerde TACE enzimi bulunmadigindan salinan mTNF, sTNF’ ye
donusemez ve lenfosit zarinda kalir. Bu mTNF’ ler lenfositlerce tasinir ve konak
hicre zarindaki 75 kDa molekul agirliginda olan tip 1l TNF reseptori (TNF-RII)
veya diger adiyla p75 reseptorleri ile birlesirler (Vilcek and Lee, 1991; Mocellin et
al., 2005).
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Sekil 2.5. LT-a (A) ile TNF reseptérinin ECM igersindeki kisminin (B), olusturdugu
kompleks yapinin ve rezidular arasindaki iletisimin sematik gosterimi (Wiltgen and Tilz,
2008).

TNF reseptorleri yangi ve bagisikliktan sorumlu olan buylk bir protein ailesinin
dyeleridir. TNF reseptorlerinin tim sitokin reseptoérlerinde oldugu gibi hicre disi ve

sitoplazmik bdlge olmak Uzere 2 ana birimi vardir. Baglanmanin saglandigi hicre
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disindaki bolgeler sistein amino asiti bakimindan zengindirler. Sitoplazmik bélgede
bulunan domeynler ise sinyal iletimini saglarlar. Bu domeynler iki reseptérde
birbirinden farklidir ve bu sayede farkh sinyal yollarini indUklerler. Tip | TNF
reseptoru sitotoksik aktiviteyi ve fibroblast proliferasyonunu hizlandirirken, tip I
TNF reseptort T lenfositlerin proliferasyonunu hizlandirir (Mocellin et al., 2005).
Sekil 2.5 te LT-a proteini ve reseptérinin gergeklestirdigi baglanma sematik
olarak gosterilmistir.

TNF
reseptori

Sekil 2.6. TNF proteininin genel yapisi (Goodsell, 2006).

Sekil 2.6’ da kirmizi ile gosterilen TNF, lacivert ile gdsterilen U¢ reseptor protein ile
bir araya geldiginde hucre igerisindeki sinyal basamaklarini baglatir. Reseptorin
hicre icinde bulunan kisminda 6li domeyni yer alir ve agik mavi ile gdsterilen
TRADD proteinin death domeyni ile iligkili haldedir. Bu baglanma sayesinde yesil
renk ile goOsterilen TRAF2 gibi birgcok protein bir araya gelir ve htcre 6lumu ve

yangi gibi fonksiyonlar gergeklestirilir (Goodsell, 2006).
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insan TNF-a proteininin aksine LT-a glikoproteindir ve yapisinda disilfit bagi
icermez. Ortamda bulunan asit, deterjanlar ve organik bilesenler nedeniyle
kararsiz hale gelir. Yapi olarak bakildiginda ise katlanmalari sonucu TNF-a’ da da
oldugu gibi “jellyroll B sheet sandwich” modeli olusturmaktadir. LT-a alt Gniteleri bir
araya gelerek hidrofobik etkilesime sahip bir trimer meydana getirir. Yapisal
Ozellikleri her ne kadar benzer de olsa, LT trimerinin tepe noktasinda insersiyon ve
delesyonlarin varhginda olusan loop (kivrim), molekulin seklinde degisikliklere yol
acgar. Trimer yapinin taban kismi ise olduk¢a korunmustur. Lenfotoksin ve timor
nekroz faktor trimerlerinin genel yapilari Sekil 2.77 de gosterilmistir. Siyah, gri ve
beyaz renk ile gdsterilen Ugll protein rezidulari iken; kirmizi ile gosterilen bolgeler,
proteinlerin reseptor baglanmasi ve sitotoksisitesi ile ilgili mutajenik bolgeleridir
(Eck et al., 1992).

Sekil 2.7. Lenfotoksin (solda) ve tumdr nekroz faktor (sagda) proteinlerinin trimer yapilari.
(Eck et al., 1992).

Lenfositlerden salinan LT sitokini, yangi, bagisiklik ve antiviral cevap gibi birgok
mekanizmanin duzenleyicisidir (Noble et al., 2006). Ayrica fare modelleri ile
yapilan bir calismada lenfotoksinin, periferal lenfoid organlarin normal gelisimi igin

vazgecilmez oldugu gosterilmigstir (Boraska et al., 2009).
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2.4.1.1. Periodontitis ve TNF-a iligkisi

TNF-a, periodontitis ile iliskisi en c¢cok calisilan sitokinlerdendir
(Takashiba&Naruishi, 2006). Tumor nekroz faktér, yangisal reaksiyonlarda gorevli
onemli bir dizenleyicidir ve periodontitis patojenezinde o6nemli bir rol oynar
(Beutler et al., 1999).

TNF, periodontitis patolojisinde birgok agidan etkili bir proteindir. Kollajenazlarin,
prostaglandin E2'nin, kemokinlerin, diger sitokinlerin, hticre adezyon molekdillerinin
ve kemik rezorpsiyonu ile iligkili faktorlerin Gretimini dizenlemeden sorumludur.
Yangi ile ilgili olarak adezyon molekdllerinin ve kemokinlerin ifadesini duzenler ve

yangisal duzenleyicilerin Uretimini uyarir (Pang et al., 2005).

TNF-a, kollajen sentezini azaltma ve MMP sentezini artirma Ozelligine sahiptir
(Bartold and Narayanan, 2006). MMP ekspresyonunu tetikleyerek bad doku
yikimina ve apoptozu arttirarak geri dontusuimsuz hasar olusumuna yol agar
(Graves and Cochran, 2003). TNF reseptoru ifadesi olmayan fareler ile yapilan bir
calismada, in vivo P.gingivalis enfeksiyonuna karsin farelerde TNF Gretiminin
¢ogaldigi ve fibroblastlarda hiicre 6liumunun gergeklestigi kanitlanmigstir (Graves et
al., 2001).

Dogal bagisiklik cevabi ile iligkili olan TNF, IL-1 ve IL-6 gibi diger éncul yangisal
sitokinler ile birlikte kemik resorpsiyonunu dizenlemektedir (Graves and Cochran,
2003; Lindhe et al., 1998; Konig et al., 1988). Ayrica bu sitokinlerin in vivo ve in
vitro kosullarda kemik yapimini engelledigi de gdsterilmistir (Lindhe et al., 1998;
Konig et al., 1988). Kemik kaybini, kemik yikan hucreler olan osteoklastlarin
olusmasini ve aktivitelerini arttirarak saglar. TNF, diger osteoklast-diizenleyici
molekuller gibi RANKL dretimini arttirir ve T-lenfositlerden, B-lenfositlerden ve
endotel hucrelerinden salinmasini indukleyerek dolayli olarak osteoklast
olusumunu saglar (Van Dyke, 2007; Wajant et al., 1998; Boyce et al., 2005).
Yapilan bir arastirmada TNFa ve LTa genlerinin in vitro sartlarda osteoklastik
kemik kaybina neden oldugu ve kemik kollajen sentezini inhibe ettigi kanitlanmigtir
(Thomson et al., 1987; Bertolini et al., 1986). Kemik rezorpsiyonu agisindan IL-
18’nin, IL-1a ve TNF-a’ dan daha etkili oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmigstir
(Stashenko et al., 1987; 1989; 1991). Tum bu calismalara ek olarak Assuma ve

arkadaslan (1998) tarafindan Macaca fascicularis Uzerinde yapilan ¢alismada,
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deneysel periodontitis modelleri olusturuimus ve TNF- a ve IL-1 inhibitorleri
kullanilarak kemik kaybinin %60 oraninda azaldigi bulunmusgtur (Assuma et al.,
1998).

Periodontitis, JIA ve RA hastalarindan alinan orneklerle yapilan ve hastaliklarla
iligkili sitokin profillerini olugturmayi1 amaglayan bir arastirmada, kan plazmasina ve
hiicre kaltirine ait sitokin seviyeleri ELISA yontemi ile élgtlmis ve TNF-a’ nin her
Uc hastalikta da yuksek seviyede oldugu bulunmustur (Havemose-Poulsen et al.,
2005).

Yapilan bir diger galisma ile, dis eti olugu sivisinda yapilan 6lgimlerde kronik
periodontitis ve kontrol grubu ve agresif periodontitis ve kontrol grubu
karsilastinldiginda TNF-a seviyelerinin istatistiksel agidan farkli oldugu ortaya
konulmustur (Kurtis et al., 2005).

Agresif periodontitisli hastalar Gzerinde yapilan c¢alismalarda, ELISA ile TNF-a
seviyeleri élgulmUs ve hastalarda hem saglikh hem de hastalikh bélgelerde yuksek
miktarda TNF-a belirlenmistir (Bastos et al., 2009).

2.4.1.2. Periodontitis ve LT-a iligkisi

Lenfotoksin alfa (LT-a) diger adiyla timoér nekrozis faktor beta (TNF-B) geni, 6
numarali kromozomun kisa kolunun 21. lokusunda bulunan HLA-B ve DR
genlerinin arasinda ve TNF-a geni ile baglantilh sekilde yerlesim gosterir. Baslica
makrofajlar tarafindan ifade edilen TNF-a proteininin aksine, LT-a, CD4(+) Thl
lenfositleri, dogal éldurtcu hlcreler ve aktive olmus B hucreleri tarafindan salinir
(Holla et al., 2001). Yuksek yakinlikta homoloji ve yerlesim gostermelerine
dayanilarak yapilan evrimsel calismalar bu iki genin ayni atadan evrimlegtigini
goOstermistir (Nedwin et al., 1985). Yapilan linkaj analizleri ve darbe-alanh jel
elektroforez galismalari da bu iki genin yakindan bagl oldugunu kanitlamigtir
(Nedwin et al., 1985; Spies et al., 1986; Muller et al., 1987).

Lenfotoksin, tiumor nekroz faktdr-a ile benzer sekilde yangisal ve immunolojik
olaylarda rol alan bir sitokindir (Jacob et al., 1990). IL-1 ve TNF-a ile birlikte, 6ncul
kollajenaz ve oncul stromelisin gibi noétral metalloproteinazlari,
metalloproteinazlarin doku inhibitoérlerini (TIMP) ve plazminojeni plazmine

cevirerek notral metalloproteinaz éncul enzimlerini aktive ederler. Bu sayede ECM

18



bilesenlerinin tahrip olmasina yol agcan serin proteaz urokinaz tipi plasminojen
aktivatorini (u-PA) ve prostoglandinleri dretmek ulzere fibroblast ve makrofaj
indUksiyonunu gercgeklestirir (Page, 1991). Ayrica bagisiklik cevabi s6z konusu
oldugunda lenfotoksinin, in vitro kosullarda TNF-a aktivitesini ikiye katladigi
bilinmektedir (Kérner and Sedgwick, 1996).

Lenfotoksin alfa geninin ilk intron bélgesinde bulunan ve bi-alelik Ncol uzunluk
polimorfizminin instlin bagimli diabetes mellitus-1 ve lupus eritematozus gibi birgcok
otoimmun hastalikla iligkili oldugu gosterilmigtir (Pociot et al., 1993). LT-a
polimorfik aleli in vitro kogullarda TNF-a’ nin yuksek oranda Uretiimesine neden
olmakta ve bu nedenle yangisal hastaliklar i¢in yatkinlik saglamaktadir (Pociot et
al., 1993; Stuber et al., 1996). TNF- geninin birinci intronundaki A’dan G’ye baz
donusimu sonucu olusan alelik varyant, proteinin yiksek seviyede ifade
edilmesine neden olur ve yavas olan bagisiklik cevabi tetikler (Messer et al.,
1991).

Holla ve arkadaslar (2001) tarafindan 63 Cek kronik periodontitis hastasi ve 95
saglikh birey Uzerinde yapilan ¢alismada, LT-a gen frekanslari hasta ve saglikli
bireylerde istatistiksel agidan anlaml derecede farkli bulunmus ve LT-a geninin
kendi basina periodontitisden sorumlu olabilece@i 6ne surulmustur (Holla et al.,
2001).

Periodontitis ile iligkili anaerobik Gram (-) bir patojen olan P. gingivalis’ in farkli
kapsul 6zelliklerine sahip suslari ile yapilan bir calismada, en ¢ok antijen sunan
hicreler olarak bilinen dendiritik hiicrelerdeki sitokin mRNA ifadesi 6lcilmuis ve
LT-a ekspresyonunun bazi suslarda yuksek seviyede oldugu gozlemlenmigtir
(Vernal et al., 2009).
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2.5. Periodontitis ve Genetik

Bireylerin genetik altyapisi, hastaliklara olan yatkinhgini veya direncini
etkilemektedir. insan genomunda yaklasik olarak 1.42 milyon tek nikleotit
polimorfizmi (SNP) tanimlanmistir (Sachidanandam et al., 2001). Bu rakamin
%10'u konakg¢l cevabinin niceligini degismesine yol acan tek nukleotit

polimorfizmleridir (Yoshie et al., 2005).

Genetik polimorfizmler uzun yillardir hastalik ve nedensel gen iligkisi icin linkaj
calismalarinda kullaniimistir. Karmasik yaygin hastaliklarda, polimorfizmin genin
islevine olan dogrudan etkisinin arastirilmasi ¢alismalara yeni ve heyecan verici bir

bakis acgisi getirmistir.

Bir genin farkli kromozomal bodlgelerine yerlesmis varyant formlarina alel adi
verilmektedir. Polimorfik bolgenin yaygin olarak bulunan haline normal varyant alel
(N-allel) denir ve toplumda sikhdr %99 dur. Toplumda %21 gibi bir oranda nadir
gorulen diger varyant ise seyrek alel (R-allel) olarak adlandirilir. Bir gene ait her iki
alel de toplumda goruldugu takdirde genetik polimorfizm kavrami ortaya c¢ikar.
Eger bu varyasyon gendeki tek bir nukleotit degisikligini barindiriyorsa tek nikleotit
polimorfizmi (single nucleotide polymorphism, SNP) olarak tanimlanir. SNP’ lerin
gen urunu Uzerine higbir etkisi olmayacagi gibi, bazen de ¢ok dénemli biyolojik
etkileri olabilir. Genin kodlama bolgesinde olusan bir polimorfizm nedeniyle farkl
bir protein ortaya cikabilir ve fonksiyonel bir degigiklik goérulebilir. Promotor
bdlgelerindeki polimorfizmler sonucu ise gen ifadesi azalabilir veya genin asiri
ifadesi gorulebilir. SNP’ ler diger gen polimorfizmlerine gore daha sik goérulen tipte
polimorfizmlerdir ve sikliginin insan genomunda her 0,3-1 kilo bazda bir
tekrarladig1 tahmin edilmektedir (Schork et al., 2000).

Epidemiyolojik ¢calismalar gostermistir ki periodontitise yakalanma riski her bireyde
farkhlik gostermekte ve nedeni sadece agiz hijyeni ile agiklanamamaktadir (Loe et
al., 1986; Baelum et al., 1986; van der Velden et al., 2006). Genetik risk
faktorlerinin periodontitis Uzerinde etkili oldugu birgok arastirmaci tarafindan ileri
surtlmustur. Genetik risk faktorunun varligi periodontal hastaligin ortaya ¢ikma
olasihgini arttirirken, yoklugunda bu olasilik dusmektedir (Loos et al., 2005).
Bireyde dogustan var olan bakteriyel ve diger cevresel faktérlerin, periodontitisi

baglattigina ve ilerlemesini duzenledigine inanilir.
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Periodontitis, Kinane ve Hart tarafindan kompleks bir genetik hastalik olarak
tanimlanmistir. Karmagik genetik hastaliklarin ortaya c¢ikmasi igin tek bir gen
polimorfizmi yeterli degildir. Ancak ¢oklu gen lokuslarindaki genetik varyasyonlar
hastalik egilimini tetikler (Kinane and Hart, 2003). Periodontitis gibi kompleks
hastaliklarda klasik Mendel kalitimi prensipleri gecgerli degildir. Genin homozigot ya
da heterozigot olmasi hastalik Uzerinde tek basina etki gosteremez. Genler arasi
iligkiler ve genler ile gevresel faktorlerin iligkileri de hastaligin ortaya ¢ikmasinda

rol alan faktorlerdir (Loos et al., 2005).

Son zamanlarda vyapilan birgok bilimsel yayin hastaligin baglamasi ve
ilerlemesinde genlerin kaginiimaz roli oldugunu savunmaktadir (Yoshie et al.,
2005). Farkh alelik varyasyonlar doku yapilari, antikor cevap ve bagisiklik
duzenleyiciler Uzerinde degisime yol agar (Kinane and Hart, 2003). Genetik
farklilhklarin hastaliklar Uzerinde koruyucu ya da risk faktort olma gibi 6zellikleri de
mevcuttur (Nares, 2003). Bu nedenle periodontitis, fenotipi hem genetik hem de
cevresel faktorler tarafindan belirlenen karmasik bir genetik hastalik olarak
dusunulebilir (Yoshie et al., 2005). Multifaktoriyel olarak tanimlanan hastaliklar

grubunun icerisinde yer alir.

TNF Uretimi oranlarindaki farklar ve sitokin seviyelerinin disuk ya da ylUksek
olmasinin ailesel 6zelliklerden etkilendigi gosterilmistir (Pociot et al., 1993). Daha
sonra birgok arastirmaci tarafindan TNF sentezinin gen polimorfizmleri varlhigindan

etkilenebilecegi ileri strtlmustir (Wilson et al., 1993; 1997).

Genetik etkinin periodontitis ile iliskisi ailesel kalitim ¢alismalari (Boughman et al.,
1992; Marazita et al., 1994) ve ikizlerle yapilan aragtirmalar ile tanimlanmigtir
(Michalowicz et al., 1991; Corey et al., 1993; Michalowicz et al., 2000). Buglne
kadar birgok arastirmaci tarafindan ikizler Gzerinde yapilan ¢aligsmalar sonucunda
periodontitis ve genetik iligkisinin kanitlanmasina ek olarak, Mucci ve arkadaslari
(2005) genetik ve cgevresel etmenlerin periodontal hastalik ve dis kaybi Uzerine
etkilerini incelemis ve gen-gevre etkilesiminin hastalik Uzerine etkisini dlgmustur
(Mucci et al., 2005).
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Sigara kullanimi gibi yasam tarzi da periodontitisi etkileyen 6nemli faktorler
arasinda yer alir. Cevresel faktorlerin hem hastaligin siddetini hem de tedavisini
etkileyen dnemli bir bilesen olduguna inanilir (Palmer et al., 2005).

Sekil 2.8 de gosterildigi gibi, periodontitise olan yatkinhk periodontal bakteriler
kadar cevresel ve genetik faktorler tarafindan da etkilenmektedir (Pihlstrom et al.,
2005).

Bakteriyel

enfeksiyon PERIODONTITIiS

Genetik
faktorler

Cevresel
faktorler

Sekil 2.8. Periodontal hastahdin baglica etmenleri.

Takashiba ve Naruishi (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada periodontitis ve
genetik iligkisi Uzerine yazilmis makaleler incelenmis ve periodontitis ile ilgili 6
farkli kategori olusturulmustur. Bu gruplama ile IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler, insan
l6kosit antijenleri (HLA), immunoreseptdrler, MMP’ ler ve katepsin gibi proteazlar
ve vyapisal molekullere ait gen polimorfizmlerinin  periodontitis ile iligkisi
gosterilmistir (Takashiba and Naruishi, 2006). Cizelge 2.1’ de periodontitis ile ilgili
arastirilan aday genlerin 6zeti verilmistir. Bu tablodan bagisiklik sisteminin hastalik
uzerinde ne kadar énemli bir roli oldugu ve arastirmacilarin konak bagisikhgi ile

ilgili gen polimorfizmlere odaklandigi agikga goriimektedir.
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Cizelge 2.1. Periodontitis olasi risk faktorleri olarak arastirilan aday genlerin ve

kodladiklari proteinlerin 6zeti (Loos et al., 2005).

Gen Kodlanan Protein

ACE Angiotensin-converting enzim
ER2 Ostrojen reseptori

ET1 Endotelin-1

FBR Fibrinojen

FcyRlla/llb / llla/ llib Fc gama reseptord lla / 1ib / lla / 1llb
IFNyRI interferon gama reseptér-1
IL1A interlékin-1a

IL1B interldkin-1P

IL2 Interl6kin-2

IL4 Interlokin-4

IL6 Interl6kin-6

IL10 Interlokin-10

LTA Lenfotoksin-a

MMP-1 Matriksmetalloproteinaz-1
MMP-3 Matriksmetalloproteinaz-3
MMP-9 Matriksmetalloproteinaz-9
TLR-2 Toll-like reseptor-2

TRL-4 Toll-like reseptor-4

TNFA TUmor nekroz faktor-a
TNFR2 TUmor nekroz faktor reseptor-2

Son yillarda hem Cizelge 2.1’ deki genlere ait farkli polimorfik bolgelerle hem de
farkl gen bolgeleri ile periodontitis iliskisi ¢alisiimistir. Wu ve arkadaslari (2010)
tarafindan Tayvan populasyonuna ait kronik ve agresif periodontitisli hastalar
uzerinde yapilan g¢aligmada, IL-13 genine ait (-1112) C/T polimorfizminin agresif
periodontitis ile iligkili oldugu ve CC genotipine sahip olmanin agresif periodontitis
riskini arttirdigi belirlenmistir (Wu et al., 2010). Yapilan bir baska arastirmada,
COX-2 geninin -765 bolgesinde bulunan tek nikleotit polimorfizminin Tayvan
populasyonunda agresif periodontitise karsi koruyucu etkide bulundugu
gosterilmigtir (Ho et al.,2008). Ayni gene ait -1195 bdlgesindeki polimorfizmin ise
Cin populasyonunda kronik periodontitise yatkinliga neden oldugu farkl bir

calisma ile kanitlanmigtir (Xie et al., 2009).
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Periodontitis ile ilgili ailesel ¢calismalar az olmasina ragmen, eldeki ¢alismalarin
sonucu hastalikta ailesel birikimin oldugunu gostermektedir (Torres de Heens et
al., 2010). Carvalho ve arkadaslarinin (2010) yaptigi bir arastirmada, ilk defa
agresif periodontitise ait bir lokus tanimlanmis ve FAM5C adli genin agresif

periodontitisi tetikledigi gosterilmistir (Carvalho et al., 2010).

Buglne kadar TNFA gen varyasyonlari ile periodontitis arasindaki iligki
bakimindan elde edilen bilgi cok sinirlidir (Laine et al., 2010). Cizelge 2.2’ de farkh

populasyonlar Uzerinde vyapilmis c¢alismalarda, TNF-a ve LT-a genleri ile

periodontitis arasindaki iligki profillerinin 6zeti verilmigtir.

Cizelge 2.2. Farkh populasyonlarda TNF-a ve LT-a gen polimorfizmlerinin dagilimi.

Populasyon Hastalik Gen Polimorfizm Hasta grubu Kontrol grubu iligki
Babel et | Alman *KP TNFa | -308(G/A) %4.9 (6/122) %7.3(8/110) Yok
al., (2006)
D’Autio et | Avrupa, Asya, Periodontitis | TNFa | -308(G/A) %1.1 (1/94) - Yok
al., (2004) Afrika
Fassmann Cek KP TNFa | -308(G/A) %0.8 (1/132) %0.9 (1/114) Yok
et al.,
(2003) LTa +252(A/G) %0.8 (1/132) %8.8 (10/114) Var
Craandijk Beyaz Irk Periodontitis | TNFa | -376(G/A) %0 (0/90) %0 (0/264) Yok
et al., -308(G/A) %3 (3/90) %2 (6/264) Yok
(2002) -238(G/A) %1 (1/90) %0 (1/264) Yok

+489(G/A) %1 (1/90) %2 (6/264) Yok

Scapoli et | italyan Gingivitis TNFa | -308(G/A) %2.1 (2/96) - Yok
al., (2007)

LTa +252(A/G) %1.1 (1/92) Yok
de Sa et | Brezilya Periodontitis | TNFa | -308(G/A) %217.8 (16/90) %13.2 (14/106) Yok
al., (2007)

Folwaczny | Alman Periodontitis | TNFa | -308(G/A) %2.5 (2/81) %0 (0/80) Yok
et al.,
(2004)
Schulz et | Beyaz Irk AP TNFa | -308(G/A) %7.2 (5/69) %0 (0/52) Yok
al., (2008) -238(G/A) %0 (0/69) %0 (0/52) Yok
KP -308(G/A) %1.9 (1/54) %0 (0/52) Yok
-238(G/A) %1.9 (1/54) %0 (0/52) Yok
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Cizelge 2.2. devam ediyor.

Galbraith Beyaz Irk AP TNFa | -308(G/A) %20 (8/40) %24 (11/45) Var
et al.,
(1999)
Moreira et | Brezilya AP TNFa | -308(G/A) %0 (0/55) %0 (0/43) Yok
al., (2009)
KP -308(G/A) %1.5 (1/67) %0 (0/43) Yok
Shapira et | Israil AP TNFa | -308(G/A) %0 (0/16) %0 (0/27) Yok
al., (2000)
Menezes Brezilya AP TNFa | -308(G/A) %18.4 (7/38) % 27.5 (14/51) Yok
and
Colombo
(2008) KP -308(G/A) %19 (14/74) % 27.5 (14/51) Yok
Brettetal., | Beyaz Irk AP TNFa | -308(G/A) %0 (0/50) %0 (0/97) Yok
(2005)
KP -308(G/A) %2 (1/55) %0 (0/97) Yok
Soga et al.,, | Japonya KP TNFa | -1031(T/C) %3.1 (2/64) %1.6 (1/64) Var
(2003) -863(C/A) %6.3 (4/64) %1.6 (1/64) Var
-857(CIT) %4.7 (3/64) %6.3 (4/64) Var
-308(G/A) %0 (0/64) %0 (0/64) Yok
Tervonen Finlandiya KP TNFa | -308(G/A) % 31.4 (16/51) %23 (41/178) Yok
et al.,
(2007) [AG/AA]
Maria  de | Brezilya AP TNFa | -308(G/A) %0 (0/30) %4.3 (3/70) Yok
Freitas et
al.,
(2007)
Endo et al., | Japonya AP TNFa | -1031(T/C) - - Yok
(2001) -863(C/A) Yok
-857(CIT) Yok
-308(G/A) Yok
-238(G/A) Yok
Donati et | Beyaz Irk KP TNFa | -308(G/A) %21.7 (13/60) 18.0 (7/39) Yok
al.,
(2005) [AG/AA]

*KP: kronik periodontitis

*AP: agresif periodontitis
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2.5.1. Tumor Nekroz Faktor Ve Lenfotoksin Gen Polimorfizmlerinin

Periodontitis ile iligkisi

HLA sinif | ve Il bélgeleri arasinda yerlesim gosteren ve HLA (Human Leukocyte
Antigen) sinif Il olarak bilinen gen bdlgesi, TNF ve LT gibi yang! ve bagisiklik
cevabi ile iligkili birgok gen ile iligkilidir (Boraska et al., 2009).

TNF ve LT-a genlerinin gevresinde yaklasik 16 polimorfik bdlge belirlenmistir. Bu
polimorfizmler bes adet mikrosatelit, on adet bialelik ve bir adet C insersiyon

bdlgesi icermektedir (Fanning et al., 1997).

LTo TNF

T
kb -3.0 =25 -20 -15 -1.0 -0.5

G20e— —1
vOSL+— |

Sekil 2.9. TNF geni tGzerindeki polimorfik bdlgeler (http://genomebiology.com)

TNF-a geninin promotor bdlgesine ait -1031, -863, -367, -308, -238 ve kodlama
bolgelerinden ilk intron bdlgesine ait +489 polimorfizmleri ¢ok sayida arastirmaci
tarafindan calisiimistir (Sekil 2.9). Genin promotor bdlgesinde -238 ve -308
pozisyonlarinda polimorfizm oldugu bildiriimigtir. Fassmann ve arkadaslarinin
yaptigi calismada -308A alelinin ylksek promotor aktivitesi ve asiri TNF-a
dretiminden sorumlu oldugu gosterilmistir (Fassmann et al., 2003). Tumor nekroz
faktor (-308) promotor polimorfizminin, genin transkripsiyonel aktivitesine etkisini
arastiran bir baska galismada, A aleli varliginin genin ylksek ifadesinden sorumlu
olabilecegi belirtilmistir (Kroeger et al., 1997; Elahi et al., 2009).

Beyaz irkin yaklasik % 60 - %70 lik bir kisminda yabanil TNF1 genotipinin, %30 -
%40 oraninda heterozigot genotipin ve %1.5 - %3 sikliginda da varyant TNF2
genotipinin gozlendigi rapor edilmistir (Seidemann et al., 2005; Demeter et al.,
1997; Wihlborg et al., 1999).
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.......... tcctctcgecccagggacatataaaggcagttgttggcacacccagecag
CAGACGCTCCCTCAGCAAGGACAGCAGAGGACCAGCTAAGAGGGAGAGAAGCAACTACAG
ACCCCCCCTGAAAACAACCCTCAGACGCCACATCCCCTGACAAGCTGCCAGGCAGGTTCT
CTTCCTCTCACATACTGACCCACGGCTCCACCCTCTCTCCCCTGGAAAGGACACCATGAG
CACTGAAAGCATGATCCGGGACGTGGAGCTGGCCGAGGAGGCGCTCCCCAAGAAGACAGG
GGGGCCCCAGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTTCCTCAGCCTCTTCTCCTTCCTGATCGTGGC
AGGCGCCACCACGCTCTTCTGCCTGCTGCACTTTGGAGTGATCGGCCCCCAGAGGGAAGA
G

gtgagtgcctggccagecttcatcc. ... ... ... taaccattctccttctccccaacag
TTCCCCAGGGACCTCTCTCTAATCAGCCCTCTGGCCCAGGCAGTCA
gtaagtgtctccaaacctctttecct. .. .. ... .. tttttcttttctctctectcttcag
GATCATCTTCTCGAACCCCGAGTGACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTAG
gtaagagctctgaggatgtgtcttg. .. ....... cctctccctctctecctecctecag
CAAACCCTCAAGCTGAGGGGCAGCTCCAGTGGCTGAACCGCCGGGCCAATGCCCTCCTGG
CCAATGGCGTGGAGCTGAGAGATAACCAGCTGGTGGTGCCATCAGAGGGCCTGTACCTCA
TCTACTCCCAGGTCCTCTTCAAGGGCCAAGGCTGCCCCTCCACCCATGTGCTCCTCACCC
ACACCATCAGCCGCATCGCCGTCTCCTACCAGACCAAGGTCAACCTCCTCTCTGCCATCA
AGAGCCCCTGCCAGAGGGAGACCCCAGAGGGGGCTGAGGCCAAGCCCTGGTATGAGCCCA
TCTATCTGGGAGGGGTCTTCCAGCTGGAGAAGGGTGACCGACTCAGCGCTGAGATCAATC
GGCCCGACTATCTCGACTTTGCCGAGTCTGGGCAGGTCTACTTTGGGATCATTGCCCTGT
GAGGAGGACGAACATCCAACCTTCCCAAACGCCTCCCCTGCCCCAATCCCTTTATTACCC
CCTCCTTCAGACACCCTCAACCTCTTCTGGCTCAAAAAGAGAATTGGGGGCTTAGGGTCG
GAACCCAAGCTTAGAACTTTAAGCAACAAGACCACCACTTCGAAACCTGGGATTCAGGAA
TGTGTGGCCTGCACAGTGAAGTGCTGGCAACCACTAAGAATTCAAACTGGGGCCTCCAGA
ACTCACTGGGGCCTACAGCTTTGATCCCTGACATCTGGAATCTGGAGACCAGGGAGCCTT
TGGTTCTGGCCAGAATGCTGCAGGACTTGAGAAGACCTCACCTAGAAATTGACACAAGTG
GACCTTAGGCCTTCCTCTCTCCAGATGTTTCCAGACTTCCTTGAGACACGGAGCCCAGCC
CTCCCCATGGAGCCAGCTCCCTCTATTTATGTTTGCACTTGTGATTATTTATTATTTATT
TATTATTTATTTATTTACAGATGAATGTATTTATTTGGGAGACCGGGGTATCCTGGGGGA
CCCAATGTAGGAGCTGCCTTGGCTCAGACATGTTTTCCGTGAAAACGGAGCTGAACAATA
GGCTGTTCCCATGTAGCCCCCTGGCCTCTGTGCCTTCTTTTGATTATGTTTTTTAAAATA
TTTATCTGATTAAGTTGTCTAAACAATGCTGATTTGGTGACCAACTGTCACTCATTGCTG
AGCCTCTGCTCCCCAGGGGAGTTGTGTCTGTAATCGCCCTACTATTCAGTGGCGAGAAAT
AAAGTTTGCTTAGAAAAGAAA
catggtctccttcttggaattaattctgcatctgectecttettgtgggtg. ... ... ...

Sekil 2.10. insan TNF-a genine ait niikleotit dizisi.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG0000020449
0;r=HSCHR6_MHC_COX:31530756-31533525;t=ENST00000376122).
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.......... gccacgctgccactgccgcttcctctataaagggacctgagcgtceccgggce
CCAGGGGCTCCGCACAGCAGGTGAGGCTCTCCTGCCCCATCTCCTTGGGCTGCCCGTGCT
TCGTGCTTTGGACTACCGCCCAGCAGTGTCCTGCCCTCTGCCTGGGCCTCGGTCCCTCCT
GCACCTGCTGCCTGGATCCCCGGCCTGCCTGGGCCTGGGCCTTG
gtgggtttggttttggtttccttct. .. .. ... .. tctctctctectctetttctctgeag
GTTCTCCCCATGACACCACCTGAACGTCTCTTCCTCCCAAGGGTGTGTGGCACCACCCTA
CACCTCCTCCTTCTGGGGCTGCTGCTGGTTCTGCTGCCTGGGGCCCAG
gtgaggcagcaggagaatggggget. ... ... ... ccccctcaactctgttctcccctag
GGGCTCCCTGGTGTTGGCCTCACACCTTCAGCTGCCCAGACTGCCCGTCAGCACCCCAAG
ATGCATCTTGCCCACAGCACCCTCAAACCTGCTGCTCACCTCATTG
gtaaacatccacctgacctcccaga. - .. ... ... ccccatcccctatggctcttcectag
GAGACCCCAGCAAGCAGAACTCACTGCTCTGGAGAGCAAACACGGACCGTGCCTTCCTCC
AGGATGGTTTCTCCTTGAGCAACAATTCTCTCCTGGTCCCCACCAGTGGCATCTACTTCG
TCTACTCCCAGGTGGTCTTCTCTGGGAAAGCCTACTCTCCCAAGGCCACCTCCTCCCCAC
TCTACCTGGCCCATGAGGTCCAGCTCTTCTCCTCCCAGTACCCCTTCCATGTGCCTCTCC
TCAGCTCCCAGAAGATGGTGTATCCAGGGCTGCAGGAACCCTGGCTGCACTCGATGTACC
ACGGGGCTGCGTTCCAGCTCACCCAGGGAGACCAGCTATCCACCCACACAGATGGCATCC
CCCACCTAGTCCTCAGCCCTAGTACTGTCTTCTTTGGAGCCTTCGCTCTGTAGAACTTGG
AAAAATCCAGAAAGAAAAAATAATTGATTTCAAGACCTTCTCCCCATTCTGCCTCCATTC
TGACCATTTCAGGGGTCGTCACCACCTCTCCTTTGGCCATTCCAACAGCTCAAGTCTTCC
CTGATCAAGTCACCGGAGCTTTCAAAGAAGGAATTCTAGGCATCCCAGGGGACCACACCT
CCCTGAACCATCCCTGATGTCTGTCTGGCTGAGGATTTCAAGCCTGCCTAGGAATTCCCA
GCCCAAAGCTGTTGGTCTGTCCCACCAGCTAGGTGGGGCCTAGATCCACACACAGAGGAA
GAGCAGGCACATGGAGGAGCTTGGGGGATGACTAGAGGCAGGGAGGGGACTATTTATGAA
GGCAAAAAAATTAAATTATTTATTTATGGAGGATGGAGAGAGGGGAATAATAGAAGAACA
TCCAAGGAGAAACAGAGACAGGCCCAAGAGATGAAGAGTGAGAGGGCATGCGCACAAGGC
TGACCAAGAGAGAAAGAAGTAGGCATGAGGGATCACAGGGCCCCAGAAGGCAGGGAAAGG
CTCTGAAAGCCAGCTGCCGACCAGAGCCCCACACGGAGGCATCTGCACCCTCGATGAAGC
CCAATAAACCTCTTTTCTCTGAAA
tgctgtctgcttgtgtgtgtgtgtctgggagtgagaacttcccagtctat. ... ... ...

Sekil 2.11. insana ait LTa genin niikleotit dizisi.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG0000022697
9;r=6:31539831-31542101;t=ENST00000418386).

Bu calisma kapsaminda periodontitis ile iligkisi ¢alisilan, TNF-a ve LT-a genlerine

ait ndkleotit dizileri sirasiyla Sekil 2.10 ve Sekil 2.11’ de verilmistir.

TNF-a -308 (G—A) polimorfizminin periodontitis disinda, serebral malarya,
ulseratif kollitis, Crohn hastali§i, mukokutan6z Leishmania, lepromatdz lepra,
septik sok ve 6limcil meningokokal hastaliklar gibi birgok enfeksiyonel hastalik ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Bayley et al., 2004; McGuire et al., 1994; Stuber et al.,
1996).
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TNF salgilanma seviyesinin LTa geninin ilk intron bolgesinde bulunan LTA Ncol ya
da LTA +252 olarak adlandirilan polimorfizmin ve TNFa promotor bélgesinde
bulunan TNF-308*2 aleli ile iligkili oldugu bilinmektedir (Messer et al., 1991; Wilson
et al., 1993; Moffatt et al., 1997; Stuber et al., 1996). Ayrica TNFa ve LTa
genlerinin varyantlarinin in vitro’ da farkh TNF/LT Gretimi ile iligkili oldugu ve
yangisal hastaliklara yatkinlik sagladigi gosterilmigtir (Pociot et al., 1993; Hajeer et
al., 2001; Heesen et al., 2003).

Farkli hastaliklar Uzerinden yapilan birgok ¢alismada TNF-308*2 ve LTa Ncol*1
gen polimorfizmleri arasinda guglu bir baglanti dengesizligi (linkaj disequilibrium)
oldugu bildirilmistir (Mrazek et al., 2005; Moffatt et al., 1997; Kadar et al., 2008).
Sarkoidoz hastalar1 Gzerinde yapilan bir arastirmada, LTA (+252A/G) ve TNF (-
308G/A) polimorfizmleri hastalikla dogrudan ya da linkaj sonucu olup olmadigi
kanitlanmaksizin iligkili bulunmustur (Mrazek et al., 2005). Diger bir galismada ise,
TNF-308*2 ve LTa Ncol*1 gen polimorfizmlerini birlikte tasiyan bireylerde astim
hastaliginin daha yaygin oldugu ifade edilmistir (Moffatt et al., 1997).LT-a geninin
kodlanan bolgesi olan intronunda +252 pozisyonda A’ nin G’ ye donusmesi sonucu
ortaya c¢ikan polimorfizm, proteinin yUksek seviyelerde ifade olmasindan
sorumludur (Messer et al., 1991). Beyaz irkta %40-45 oraninda homozigot AA
genotipi, %40-45 oraninda heterozigot genotip ve %15 oraninda homozigot GG
genotipi gbzlenmektedir (Seidemann et al., 2005; Demeter et al., 1997; Wihlborg
et al., 1999). Lenfotoksin alfa +252 G/A polimorfizmi ile birgok otoimmun hastalik
arasinda gugclu bir iliski oldugu kanitlanmistir (Koss et al., 2000; Mulcahy et al.,
1996).

Lenfotoksin-a geni Gzerinde bulunan farkli polimorfizmlerle de periodontitis iliskisi
arastirma konusu olmustur. Palikhe ve arkadaslari tarafindan koroner arter
hastaligi ve periodontitisli bireylerde yapilan bir calismada LTA +496(C/T)
polimorfizminin hastalikla iligkili oldugu gosterilmistir. Periodontitis agisinda, CC
homozigot genotipini tagiyan bireylerin TT homozigot olan bireylerden 8 kat daha
fazla riske sahip oldugu rapor edilmistir. Ayrica heterozigot bireylerin de TT

homozigot bireylere gore hastaliga yatkinligi 5 kat yuksektir (Palikhe et al., 2008).
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Sekil 2.12' de TNFA ve LTA genlerinin, insan I6kosit antijenleri (HLA) bélgesinde
gosterdigi yerlesim verilmistir. TNFA geni LTA ve LTB genlerinin arasinda yerlesim

gOstermekte ve Uzerinde ¢ok sayida polimorfik bolge icermektedir.

1 LTA |
- 1274 bp -
c
LTA :g:s;q (’;;B( \f;? 2% 1583 _”.;113|1s 2085
R | | 1]
- 3223 bp o

Sekil 2.12. (a) TNF ve LTA genlerinin HLA lokusu (izerindeki genel yerlesimi, (b) TNF-a
geni Uzerinde yer alan polimorfizmler, (c) LT-a genine ait polimorfik bolgelerin gosterimi
(Posch et al., 2003).

TNF-a ve LT-a genlerinin fiziksel olarak baglantili genler oldugu bilinmektedir
(Gardner et al., 1987). Sekil 2.13’ te TNF-a ve LT-a genlerine ait ortak korunmus
bdlgeler gdsterilmisti. TNF-a ve LT-a genleri arasinda benzerlik gosteren en
onemli bolge son ekzonda bulunmaktadir. Bu ekzon LT-a geninin kodlamasindan
%80 oraninda sorumluyken, TNF-a geninden %89 oranda sorumludur. Onceleri
Pennica ve arkadaslari tarafindan yapilan karsilastirmalarda iki gen arasindaki
homoloji %28 bulunmus, daha sonra bu rakam Aggarwal ve arkadaslarinin
calismasi ile %35’ lere kadar yuUkseltilmigtir (Pennica et al., 1984; Aggarwal et al.,
2003). Nukleotit seviyesini de yansitan %56 maksimum homoloji ise dorduncu
ekzonun kodlanan kisimlarini icermektedir. Her iki genin 3’UTR bolgeleri %43
oraninda benzerdir ve fazla miktarda A-T rezidusuna sahiptirler. intronlarini ve
5'UTR  bdlgelerini  kapsayan diger bdlgeler, 6nemli bir  benzerlik

gostermemektedirler (Nedwin et al., 1985).
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TNF-p TTTCCCAGAACTCAGTCGCCTGAACCCCCAGCCTGTGGTT

TNF-o CTTGTGTGTCCCCAACTTTCCAAATCCCCGCCCCCGCGAT
CONSENSUS -TT----G--C-CA-——-- C--AA-CCCC--CC----G-T
TNF-p CTCTCCTAGGCCTCAGCCTTTCCTGCCTTTGACTGAAACA
TNF-o GGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACCG
CONSENSUS  ~ —=————- A--CC--—-—-C--—-—- TGC------C---A-C-
TNF-p GCAGTATCTTCTAAGCCCTGGGGGCTTCCCCGGGCCCCAG
TNF-o CTTCCTCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAG
CONSENSUS —=————- C---T-AGC-C--GGG--TC-CC-—=—=——- AG
TNF- CCCCGACCTAGAACCCGCCCGCTGCCTGCCACGCTGCCAC
TNF-« TTTTCCGCTGGTTGAATGATTCTTTCCCCGCCCTCCTCTC
CONSENSUS  ~ ——————- CT-G-————————~ cT--C--C--C-----C-C
TNF-p TGCCGCTTCCTCTATAAAGGGACCTGAGCGTCCGGGCCCA
TNF-a GCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCAC--ACCCA
CONSENSUS --CC———————- TATAAAGG-A--TG---G--C---CCCA

Sekil 2.13. TNF-a ve TNF-B genlerinin promotor bélgelerinin karsilastiriimasi. Alti cizili

nukleotitler yiksek homoloji gdsteren bdélgeleri ifade etmektedirler (Nedwin et al., 1985).

1.6. Calismanin Amaci

Periodontitis cevresel ve genetik faktorlerin birlikte ortaya ¢ikardigi multifaktoriyel
bir hastaliktir. Aday genlerin hastaligin etiyolojisi Uzerine olan etkilerini aragtirmak
hastaliga yatkin bireylerin 6nceden saptanmasini saglamakla kalmaz, koruyucu ve

hastaya 6zgul tedavilerin gelismesine olanak saglar.

Sitokinlerin enfeksiyonel hastaligin gelisiminde buylk rol oynadidi ve gerek
bolgesel gerek sistemik bagisiklik cevapla iligkili oldugu bilinmektedir. Periodontitis
ile iligkili olarak, diseti dokusunda yuUksek seviyelerde olgulen en 6nemli
sitokinlerden biri TNF-a’ dir. Lenfotoksin-a (TNF-) geni ise bagisiklik cevapta rol
almasinin yani sira, TNF-a uretimini arttirmasi gibi bir 6zelligi olmasi agisindan bu
calismada 6nem kazanmis ve bu iki genin birlikte incelenmesi geregi ortaya
cikmigtir.
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Farkli populasyon gruplari Uzerinde yapilan sitokin gen polimorfizmlerini
arastirmaya yonelik calismalarda, ¢ok farkli gen frekanslari ortaya c¢ikmistir.
Populasyon gruplarina gore degisim gosteren frekanslarin tanimlanmasi da bu

acgidan incelenme niteligi kazanmigtir.

Ayni kromozom Uzerinde birbirine ¢ok yakin bdlgelerde yerlesim gosteren, ayni
protein super ailesine ait olan, yuksek oranda homoloji tagiyan ve ayni
reseptorlere baglanarak islev gosteren bu genlerin ifade edilmelerini ve protein
dretimlerini etkileyen  gen  polimorfizmlerinin ~ tanimlanmasi  hastaligin
patojenitesinin anlasilmasi ve risk faktorlerinin belirlenmesi agisindan 6nem

tasimaktadir.

Bu amacla, Turk poptlasyonunu yansitan bir 6rneklem secilerek TNF-a (-308 G/A)
ve LT-a (+252 A/G) polimorfizmlerinin profillerinin belirlenmesi ve alel
frekanslarinin tanimlanmasina yonelik bir galisma planlanmigtir. Plan dahilinde:

1. Hasta ve saglikh bireylere ait kan 6rneklerinden DNA izolasyonu,

2. TNF-a ve LT-a genlerine ait secilen SNP bolgelerinin PZR ile ¢ogaltiimasi,

3. Elde edilen amplifikasyon urtnlerinin Ncol restriksiyon enzimi ile 6zgul
bolgelerinden kesilerek, olusan fragmentlere gbre her bireyin genotip

profillerinin belirlenmesi,
4. Elde edilen sonuglarin istatistiksel agidan degerlendiriimesi ve Tulrk

popillasyonuna gore ortaya c¢ikan alel frekanslarinin literatlirdeki diger

populasyonlara ait galismalarla karsilastiriimasi islemleri gerceklestiriimigtir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kan Orneklerinin Elde Edilmesi

Bu arastirma kronik periodontitis ve agresif periodontitis hastalari ile periodontal
acidan saglhkl bireyler Uzerinden yiritiimUstir. Hacettepe Universitesi Dis
Hekimligi Fakdltesi Periodontoloji Bolimi ve Karadeniz Teknik Universitesi Dis
Hekimligi Fakultesi Periodontoloji Bolum{’' nde muayene olan gonulli 115 agresif
ve 109 kronik periodontitisli olmak Uzere toplam 224 periodontitis hastasi ve 85
saglikh bireyden, etik kurallar cercevesinde EDTA’ i vakumlu tlpler igerisine 5-10
ml kan Ornekleri alinarak, +4°C de saklanmistir. Calismaya katilan bireylerde
sistemik hastalik olmamasina dikkat edilmis ve katilimcilar ¢alisma hakkinda

bilgilendirilip, yazili ve sézlli onaylari alinmistir.
3.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu
DNA’lar, QIAmp marka kandan DNA izolasyon Kkiti ile izole edilmistir.

1) 20 uyl QIAGEN Proteazi veya Proteinaz K 1,5 ml' lik mikrosantrifdj tiptnin
dibine pipetlendi.

2) 200 pl kan 6rnegi mikrosantrifij tipine eklendi.
3) 200 pl Buffer AL eklendi ve 15 saniye slreyle vortekslendi.

4) Ornekler 56°C de su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
suresince her 3 dakikada bir tupler altist edilerek karistirildi. Sure bitiminde

tupler, kapaktaki damlalarin dismesi i¢in kisaca santrifuje edildi.

5) Orneklere 200 pl % 96-100’ ik etanol eklendi ve karisim 15 saniye siiresince

vortekslendi. Kapaktaki damlalarin dugsmesi amaciyla tipler santrifije edildi.

6) Olusan karisim 2 ml’ lik toplama tiplerinde bulunan QIAmp Spin Kolon’a
aktarildi ve 8000 rpm’ de 1- 1,5 dakika santrifije edildi. Kolon temiz bir

toplama tupUtne aktarildi.
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7) 500 ul Buffer AW1 ile kolon yikandi ve temiz bir toplama tipUne aktarildi.

8) 500 pl Buffer AW2 ile 14000 rpm’ de 3 dakika suresince kolon yikandi ve

temiz toplama tupune aktarildi.

9) 200 pl Buffer AE ya da distile su ile DNA’ larin kolondan ayrilabilmesi i¢in 5
dakika oda isisinda (15-25 °C) bekletildi. Stre bitiminde 8000 rpm’ de 1-1,5
dakika santriftje edildi.

10)Tupteki DNA -20°C’ de saklandi.

3.3. izole Edilen Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

izolasyon ardindan, DNA varligi agaroz jel elektroforezi yardimi ile kontrol edildi.

%1 lik agaroz jel su sekilde hazirlandi:

1. 1XTBE (Tris-Borat EDTA) tamponu ile %Z1'lik miktara gbre ayarlanan
miktarda agaroz ¢ozulinceye kadar mikrodalga firinda kaynatildi.

2. Jelin igerisine DNA’larin boyanmasini ve bu sayede goérunur hale gelmesini
saglayan GeneMark marka “safeview” isimli boyadan 5ul eklendi ve iyice
karigtinldi. Bu isleminin ardindan jel, avug igini yakmayacak bir i1stya (50-
60°C) kadar sogumasi amaciyla bekletildi. Bu sirada jel tepsisi hazirlandi
ve kuyucuklarin olusumunu saglayan taraklar tepsiye yerlestirildi. Yeteri
kadar soguyan jel, tek bir kdseden, hava kabarcigi olusmamasina dikkat

edilerek jel tepsisine dokuldu. Polimerlesmesi igcin 30 dakika beklenildi.
3. Polimerlesen jel elektroforez tanki icerisine alindi. Uzerine 1XTBE tamponu

dokuldikten sonra taraklar ¢ikarildi ve elektroforez tani tamamen tampon

ile dolduruldu.
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10XTBE Tamponu (pH 8.3)

1mM Borik asit
20mM EDTA
ImM Tris

4. 2ul DNA o6rnegi alinip 2ul yukleme tamponu ile karistirilarak jeldeki

kuyucuklara sirayla yuklendi.

5. Ornekler, 90V’ da ylkleme boyasinin ilerlemesi takip edilerek yaklagik 45

dakika boyunca yuratalda.

6. Jeldeki DNA bantlari, 300 nm dalga boyundaki UV lambasi kullanilarak

gozlendi.

6XYukleme Tamponu (25ml)

0,0625 gr Brom fenol mavisi
10 gr Sikroz

15ml 10XTBE tamponu

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, genomik DNA dizisindeki istenilen bdlgelerinin 6zgul
primerler kullanilarak in vitro' da 10° kata kadar cogaltiimasini saglayan bir
yontemdir (Saiki et al., 1988). ilk kez 1985 yilinda Cetus firmasinda calisan Karry
Mullis tarafindan bulunmus ve bu bulug 1993'te Karry Mullis’e Nobel Kimya

Oduilinu kazandirmistir.

PZR teknigi, prenatal tani, dizi analizi ¢alismalari, mutasyon taramalari, DNA
parmak izi gibi calismalarda ginimuzde siklikla kullanilan vazgegilmez bir yontem

haline gelmigtir.
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PZR teknigi U¢ temel basamaktan olusur;

1. Denaturasyon: Bu basamakta c¢ogaltilacak DNA tek zincirli hale getirilene
kadar yaklasik 5 dakika stre ile 90°-95°C de isttilir.
2. Baglanma (Annealing): ikinci basamakta, sicakliklar primerlere 6zgil olmak

kosuluyla 50°-70°C lere dusurulur ve primerlerin DNA tek zincirine
baglanmasi saglanir.

3. Uzama (Extension): Uzamanin gercgeklestirildigi bu basamakta, 1siya

dayanikli Taq polimeraz enzimi ile yaklagik 72°C sicaklik altinda dNTP lerin
DNA ya 5 — 3 yonunde baglanmasi ve cift zincirli DNA Grdnin

sentezlenmesi saglanir.

3.4.1. TNF-a -308 Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

Cogaltilmasi

CCAGGCTTGTCCCTGCTACCCCCACCCAGCCTTTCCTGAGGCCTCAAGCCTGCCACCAAGC
CCCCAGCTCCTTCTCCCCGCAGGGACCCAAACACAGGCCTCAGGACTCAACACAGCTTTTC
CCTCCAACCCCGTTTTCTCTCCCTCAAGGACTCAGCTTTCTGAAGCCCCTCCCAGTTCTAG
TTCTATCTTTTTCCTGCATCCTGTCTGGAAGTTAGAAGGAAACAGACCACAGACCTGGTCC
CCAAAAGAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGECATGGGGACGGGGTTCAGCCT
CCAGGGTCCTACACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAAC

GGAGCAGGGAGGATGGGGAGTGIGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAATT
TCCAAATCCCCGCCCCCGCGATGGAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTGCAGGGCCCACTACC
GCTTCCTCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGAT
TCTTTCCCCGCCCTCCTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTTGTTGGCACACCCAGCC
AGCAGACG

Sekil 3.1. TNF-a gen dizisi Uzerinde ileri - geri primerlerin ve gogaltilan 117 baz ciftlik
bdlgenin gdsterimi. ileri primer sari renk ile, geri primer mavi renk ile ve gogaltilan bolge
ise koyu renkte ve alti gizilerek belirtiimigtir. Cogaltilan boélge promotor boélgesinde yer
aldigi icin, sekilde sadece genin promotor kismina yer verilmistir. ileri primer izerinde
bulunan ve yesil renkle gdésterilen tek nukleotit, primerin mis-match primer oldugunun
gostergesidir. Genin normal dizisinde G olarak kodlanan nukleotit primer tzerinde C ile

yer degistiriimis ve Ncol enzimi i¢in kesim noktasi olusturulmustur.
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Cizelge 3.1. TNF-a (-308) gen bdlgesinin c¢ogaltiimasi icin optimize edilen bilesen

miktarlari.
Bilesen 1 X50ul
Kalip DNA 2 ul
10X PZR Tamponu 5ul
25 mM MgCl, 3ul
10 mM dNTP karisimi 0,2 ul
100 pmol ileri primer 0,1l
100 pmol geri primer 0,1 ul
Hot Start Taq polimeraz 0,1 ul
Steril distile H,O 42 ul

PZR Kosul

On Denatiirasyon 95°C 15 dakika

Denattrasyon 94°C 1 dakika

Baglanma 60°C 1 dakika 35 Dongu
Uzama 72°C 1 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika

TNF-a (-308) primer dizisi:

ileri (F) primer: 5' AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT 3'

Geri (R) perimer: 5 ACACTC CCC ATC CTC CCG GCT 3

TNF-a (-308) gen bdlgesinin PZR'si icin; Cizelge 3.1 de verilen miktarlarda
hazirlanan karigim ile kalip DNA buz Uzerinde iyice karigtirilarak Biometra marka
Thermal Cycler cihazina konulmustur. Reaksiyon yukarida verilen sicaklik

kosullarinda ve surelerinde 35 déngu boyunca gerceklestiriimistir.
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3.4.2. LT-a +252 Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

AGCCTCACCCATGTGGAATTCTGAAACTTCCTTTGTAGAAAACTTTGGAAGGTGTCTGCC
ACATTGATCCTGGAATGTGTGTTTATTTGGGGTTATATAAATCTGTTCTGTGGAAGCCAC
CTGAAGTCAGGAAGAGATGGAGGGCATCCTTCAGGAGTGAGATGAGACCTCATCATACTT
GACTGTCCAGCATCATCTCTGAGTAAGGGGACCAAAAAATTTATCTTCCAAACTAGGACA
CTTTCAAGAGTGGAAGGGGGATCCATTAATATTTTCACCTGGACAAGAGGCAAACACCAG
AATGTCCCCGATGAAGGGGATATATAATGGACCTTCTTGATGTGAAACCTGCCAGATGGG
CTGGAAAGTCCGTATACTGGGACAAGTATGATTTGAGTTGTTTGGGACAAGGACAGGGGT
ACAAGAGAAGGAAATGGGCAAAGAGAGAAGCCTGTACTCAGCCAAGGGTGCAGAGATGTT
ATATATGATTGCTCTTCAGGGAACCGGGCCTCCAGCTCACACCCCAGCTGCTCAACCACC
TCCTCTCTGAATTGACTGTCCCTTCTTTGGAACTCTAGGCCTGACCCCACTCCCTGGCCC
TCCCAGCCCACGATTCCCCTGACCCGACTCCCTTTCCCAGAACTCAGTCGCCTGAACCCC
CAGCCTGTGGTTCTCTCCTAGGCCTCAGCCTTTCCTGCCTTTGACTGAAACAGCAGTATC
TTCTAAGCCCTGGGGGCTTCCCCGGGCCCCAGCCCCGACCTAGAACCCGCCCGCTGCCTG
CCACGCTGCCACTGCCGCTTCCTCTATAAAGGGACCTGAGCGTCCGGGCCCAGGGGCTCC
GCACAGCAGGTGAGGCTCTCCTGCCCCATCTCCTTGGGCTGCCCGTGCTTCGTGCTTTGG
ACTACCGCCCAGCAGTGTCCTGCCCTCTGCCTGGGCCTCGGTCCCTCCTGCACCTGCT
GCCTGGATCCCCGGCCTGCCTGGCGCCTGGCGCCTTCGTCGGTTTGCGTTTTGGT
TTCCTTCTCTGTCTCTGACTCTCCATCTGTCAGTCTCATTGTCTCTGTCACA
CATTCTCTGTTTCTGCCATGATTCCTCTCTGTTCCCTTCCTGTCTCTCTCTG
TCTCCCTCTGCTCACCTTGGGGTTTCTCTGACTGCATCTTGTCCCCTTCTCT
GTCGATCTCTCTCTCGGGGGTCGGGGGGTGCTCTCTCCCAGGGCGGGAGGTC
TGTCTTCCGCCGCGTGCCCCGCCCCGCTCACTGTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

TTCTCTGCAGGTTCTCCCCATGACACCACCTGAACGTCTCITCCTCCCAAGGG

Sekil 3.2. LT-a geninin promotor bdlgesini (mavi), ilk intronunu (siyah) ve ekzonlarini
(kirmizi) iceren niikleotit sekansi. LTA +252 polimorfizminin bulundugu ¢ogaltilan ilk intron
bolgesi ve kullanilan ileri (sar1) ve geri (yesil) primerler. Koyu ve alti cizili olarak belirtilen

dizi PZR sonucu c¢ogaltilan bdlgeyi ifade etmektedir.

LT-a geni intron bdlgesi ¢ogaltiimasini gerceklestirmek igin primer, dNTP, Taq
polimeraz ve kalip DNA miktari, MgCl, konsantrasyonu ve primer baglanma
(annealing) derecesi parametrelerinin optimizasyonu, gradiyentli PZR kullanilarak

saglanmistir.
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Cizelge 3.2. LT-a (+252) gen bdlgesinin cogaltiimasi igin optimize edilen bilesen

miktarlari.
Bilesen 1 X50ul
Kalip DNA 4 ul
10X PZR Tamponu 5ul
25 mM MgCl, 3ul
10 mM dNTP karisimi 0,3 ul
100 pmol ileri primer 0,2 ul
100 pmol geri primer 0,2 ul
Taq polimeraz 0,2 ul
Steril distile H,O 41 ul

PZR Kosul

On Denatiirasyon 94°C 3 dakika

Denatirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 65°C 30 saniye 32 Dongu
Uzama 72°C 30 saniye

Son Uzama 72°C 5 dakika

LT-a (+252) primer dizisi:

ileri (F) primer: 5' CTC CTG CAC CTG CTG CCT GGA TC 3'

Geri (R) primer: 5 GAA GAG ACG TTC AGG TGG TGT CAT 3

LT-a (+252) gen bolgesinin PZR’ si icin; Cizelge 3.2’ de verilen miktarlarda
hazirlanan karigim ile kalip DNA buz Uzerinde iyice karigtirilarak Biometra marka
Thermal Cycler cihazina konulmustur. Reaksiyon yukarida verilen sicaklik

kosullarinda ve surelerinde 32 déngu boyunca gerceklestiriimigstir.
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3.4.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

PZR igleminden sonra olusan fragmentlerin kontrolli agaroz jel elektroforezi ile
gerceklestiriimistir. Olusan UrlGnlerin uzunluklarini belilemek amaci ile 100-1000

baz ciftlik Gene Ruler belirte¢ kullaniimistir.
3.4.3.1. TNF-a PZR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

PZR isleminin ardindan olugan urunler, 30 ml hacminde 0,5 pl Etidyum bromur
iceren % 1,5’ luk agaroz jele 8 pl PZR Urint ve 2 pl yukleme boyasi olmak Uzere
yuklenmigtir. Olusan bantlar 90 Voltluk elektroforetik alanda 45 dakika boyunca
1XTBE tamponu icerisinde yurutilmis ve Syngene Gene Genius Bio Imaging jel

goruntileme sistemi ile goérunttlenmistir.
3.4.3.2. LT-a PZR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Lenfotoksin alfa geninin ilk intron bélgesi Gzerinde bulunan +252 A/G tek nikleotit
polimorfizmini belirlemek amaciyla, 368 baz ciftlik bir bolge polimeraz zincir
reaksiyonu ile cogaltlmig ve olusan drunden 8 pl % 1,5luk agaroz jel
kuyucuklarina yuklenerek kontrol edilmistir. Urlinlerin 45 dakika boyunca 90
Voltluk akimda ydritilmesinin ardindan, 368 baz cifti blyukligtindeki bantlar

Major Science UVDI cihazi ile fotograflanmigtir.

3.5. Gen Bodlgelerindeki Polimorfizmlerin Restriksiyon Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism) ile

Belirlenmesi

TNF-a -308 G/A ve LT-a +252 A/G gen polimorfizmlerini belirlemek amaciyla

Fermentas marka Ncol restriksiyon endonukleazlari kullaniimistir.

Ncol Restriksiyvon Endonikleaz Enziminin Tanima Dizisi

5..CYCATGG...3'

3..GGTACYC...5'
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3.5.1. TNF-a -308 G/A Tek Nukleotit Polimorfizminin RFLP ile Belirlenmesi

TNF genine ait PZR drunleri, asagida verilen dlgulerde enzim, tampon ve su ile
tepkimeye sokularak enzimin optimum c¢alisma sicakligi olan 37°C de 12-16 saat

kesim islemine tabii tutulmustur.

Ixas5ul
PZR Urund 10 pl
10xEnzim Tamponu 1,5ul
Ncol (10U/ pl) 1ul(10V)
Steril distile su 2,5 ul

Kesim sonucu olugan fragmentler, boyutlarinin kiigik olmasi nedeniyle % 3 Iuk
agaroz jelde yurGtalmastur. Restriksiyon Grunlerin buyudkliklerini 6lgmek amaci ile
Gene Ruler DNA markiri kullaniimistir. Her bir kesim Urandnden 15 pl ve yikleme
boyasindan 2 pul karigtirilarak, Etidyum bromur yerine kullanilan 5 pul Safeview
boyasi eklenilen %3 Iuk 90 ml agaroz jele yluklenmig ve 1XTBE tamponu igerisinde
1 saat boyunca 60 Voltluk akimda bantlarin ayriimasi saglanmistir. Olusan

bantlarin Major Science UVDI cihazi ile fotograflari gekilmistir.
3.5.2. LT-a +252 A/G Tek Nukleotit Polimorfizminin RFLP ile Belirlenmesi

Lenfotoksin-a genine ait PZR UrUnleri, asagdida verilen dOlgllerde enzim, tampon
ve su ile tepkimeye sokularak enzimin optimum c¢alisma sicakligi olan 37°C de 12-

16 saat kesim iglemine tabii tutulmustur.

Ixis5ul
PZR Urund 10 pl
10xEnzim Tamponu 1,5ul
Ncol (10U/ pl) 1 ul (10U)
Steril distile su 2,5 ul
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Kesilen PZR urlnleri sonucu olusan fragmentler, 5 pl Safeview eklenmis %?2 lik 90
ml agaroz jel Gzerindeki kuyucuklara, 15 pl PZR drtni ve 2 pl yukleme boyasi
karigsimi eklenerek yuratulmuastir. Bu islem 50 dakika slresince ve 80 voltluk
elektroforetik alanda gergeklestirimis ve kesime ugramis PZR Grdnleri
blayuklUklerine gore jelde ilerlemistir. Elektroforez isleminin ardindan jel, Major

Science UVDI ile goruntulenmis ve fotograflanmistir.
3.6. istatistiksel Analizler

Arastirmamizda, elde edilen verileri degerlendirebilmek icin SPSS version 15.0 for
Windows (SPSS, Inc, USA) istatistik paket programi kullaniimistir. Calisma
gruplarimiz olan kronik periodontitis, agresif periodontitis ve kontrol gruplari
arasinda TNF-a (-308 G/A) ve LT-a (+252 A/G) gen polimorfizm frekanslari
acisindan fark bulunup bulunmadidi Ki-kare (Pearson Ki-kare, Fisher' in kesin Ki-
kare testi) testleri ile degerlendirilmigtir. Ayrica hasta ve saglikh bireylerin cinsiyet
ve yas dagilimlarinin belirlenmesinde de yine Ki-kare testi kullaniimigtir. Farklari

p<0.05 olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1. PZR Sonuglari

4.1.1. TNF-a Geni PZR Sonuglari

Periodontitis ile iligskili TNF-a geninin promotor bdlgesine ait (-308) pozisyondaki
polimorfizmi iceren gen dizisinin PZR yéntemi ile ¢gogaltiimasi sonucu 117 baz cifti
bayukligunde urunler elde edilmistir.

117 bg

Sekil 4.1. TNF-a promotor -308 bdlgesindeki polimorfizmi iceren 117 baz ciftlik bdlgenin
amplifikasyon sonrasi agaroz jelde goéruntilenmesi.

4.1.2. LT-a Geni PZR Sonuglari

Hastalik ile iligkili oldugu dusunulen LT-a geninin ilk intron boélgesine ait (+252)
pozisyondaki polimorfizmi igceren gen dizisinin PZR yontemi ile cogaltiimasi
sonucu 368 baz cifti bayUkliglnde urtnler elde edilmistir.

—
—
—
-

368 bg

Sekil 4.2. LT-a intron +252 bélgesindeki polimorfizmi iceren 368 baz ciftlik bdlgenin
amplifikasyon sonrasi agaroz jelde gérintilenmesi.
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4.2. RFLP Sonuglari

Yapilan g¢alismada, 109 kronik, 115 agresif olmak Uzere toplam 224 periodontitis
hastasi ve 85 saglikh bireyin kan o6rneklerinden elde edilen DNA'nin, PZR ile
cogaltiimasindan sonra TNF-a (-308) ve LT-a (+252) genlerine ait RFLP

polimorfizmleri incelenmigtir.
4.2.1. TNF-a (-308) Promotor Bolgesinin Ncol Enzimi ile Kesim Sonuglari
TNF-a (-308) G—A polimorfizmini belirlemek tUzere yapilan kesimler sonucu;

1. Homozigot TNF-a (-308) GG genotipi: 97b¢ + 20bg¢ uzunlugunda iki
fragment

2. Heterozigot TNF-a (-308) GA genotipi: 117b¢ + 97b¢ + 20b¢ uzunlugunda
uc fragment

3. Homozigot TNF-a (-308) AA genotipi: 117b¢ uzunlugunda kesime

ugramamis olan polimorfizm igeren fragment olusmustur.

Jel gordntileri sonucunda elde edilen fragmentler bu G¢ genotip agisindan
degerlendiriimis ve bireylerin TNF-a (-308) polimorfizmine ait genotip profilleri

belirlenmistir.

Koo 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167

Sekil 4.3. TNF-a (-308) bolgesinin Ncol enzimi ile kesimi sonucu 158-167 numarall
hastalardan elde edilen RFLP urlnlerinin jeldeki goruntisu. M harfi ile 100-1000 baz giftlik

markir ifade edilmektedir.
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TNF-a (-308) tek nikleotit polimorfizmini tasiyan tek érnek, Sekil 4.3" te besinci
kuyucukta bulunan 160 numarali bireydir. Homozigot AA genotipini tagiyan bu
ornekte RFLP sonucu kesilmeden kalan tek bir fragment gozlenmigtir. Sekil 4.4,
Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’ da bulunan orneklerden 220, 226, K24, K41, K45 ve K47
heterozigot genotipi (GA) ifade ederken; diger 6rnekler homozigot GG genotipini

gbstermektedirler.

Su
M Kontrol 218

i
-l

Sekil 4.4. TNF-a (-308) boélgesinin Ncol enzimi ile kesimi sonucu 218-227 numarali
hastalardan elde edilen RFLP Urdnlerinin agaroz jelde gorintilenmesi. M harfi ile 100-
1000 baz ciftlik markir ifade edilmektedir.

Su
M Kontrol K21 K22 K23 K24 K25 K26 K27 K28 K29 K30

Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait 21-30 numaral bireylerin TNF-a (-308) bélgesinin Ncol
enzimi ile kesimi sonucu elde edilen RFLP Urlnlerinin jeldeki goérintist. M harfi ile 100-
1000 baz ciftlik markir ifade edilmektedir.
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Su
Kontrol K41 K42

O X] K44 K45

K46 K47 K48

K49 K50

Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait 41-50 numarali bireylerin TNF-a (-308) bdlgesinin Ncol

enzimi ile kesimi sonucu elde edilen RFLP Gridnlerinin jeldeki goriintisd. M harfi ile 100-
1000 baz ciftlik markir ifade edilmektedir.

Elde edilen RFLP sonuglarina gore periodontitisle iligkili oldugu dasunulen TNF-a

(-308) AA homozigot genotipi, kontrol ve KP grubunda g6zlenmezken; AP hasta

grubunda sadece bir hastada gozlenmistir ve frekansi % 0,9 olarak belirlenmigtir.
TNF-a (-308) GG genotipi, AP grubunda 61 (%53) hastadan, KP grubunda 74
(%67,9) hastadan ve saglikli grubundaki 75 (%88,2) bireyden elde edilmistir.
Heterozigot genotip olan TNF-a (-308) GA genotipine ise kontrol grubunda 10
(%11,8) bireyde, KP grubunda 35 (%32,1) hastada ve AP grubunda 53 (%46,1)

hastada rastlanmistir (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1. TNF-a (-308) gen bolgesi RFLP sonuglarinin hasta ve kontrol gruplarindaki

sayl ve yuzde dagilimi

TNF-a (-308) Genaotipleri

Kontrol Grubu
n=85
Sayi (%)

Kronik
Periodontitis
n=109
Sayi (%)

Agresif
Periodontitis
n=115
Sayi (%)

Homozigot GG genotipi

75 (%88,2)

74 (%67,9)

61 (%53,1)

Heterozigot GA genotipi

10 (%11,8)

35 (%32,1)

53 (%46,1)

Homozigot AA genotipi

0 (%0)

0 (%0)

1 (%0,9)
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4.2.2. LT-a (+252) intron Bolgesinin Ncol Enzimi ile Kesim Sonuglari

LT-a (+252) A—G tek nukleotit polimorfizmini belirlemek Gzere yapilan kesimler

sonucu;

1. Homozigot LT-a (+252) AA genotipi: 368 bg¢ uzunlugunda kesime
ugramamis tek fragment,

2. Heterozigot LT-a (+252) AG genotipi: 368bg¢ + 235b¢ + 133bg¢ uzunlugunda
uc fragment,

3. Homozigot LT-a (+252) GG genotipi: polimorfik bolgeden kesime ugramis
235bg + 133bg¢ uzunlugunda iki fragment olusmustur.

Jel goruntileri sonucunda elde edilen fragmentler G¢ ayri genotip agisindan

degerlendirilmig ve bireylerin LT-a (+252) polimorfizmine ait profilleri belirlenmisgtir.

Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait K68-K77 numaral bireylerin LT-a (+252) bdlgesinin Ncol
enzimi ile kesimi sonucu elde edilen RFLP Griinlerinin agaroz jeldeki gorintisu. M harfi ile
100-1000 baz ciftlik belirte¢ ifade edilmektedir.
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Sekil 4.7’ de her U¢ genotipe ait fragmenti igceren bir jel gorantisu yer almaktadir.
Bu sekle gore K68, K69, K76 ve K77 numarali oOrnekler LT-a (+252) A/G
polimorfizmini tagimadigindan Ncol enzimi ile kesilmemis ve 368 baz ciftlik tek bir
fragment olarak kalmistir. K70 ve K74 numarali 6rnekler ise LT-a (+252) bolgesine
ait tek nukleotit polmorfizmini icerdiginden dolayi Ncol enzimi ile kesime ugramis
ve sonug olarak 235 baz ciftlik ve 133 baz ciftlik olmak Gzere iki fragment olusumu
gOzlenmistir. Heterozigot genotipe sahip olan érnekler ise K71, K72, K75 numarali
bireylerdir ve kesim sonucu 368, 235 ve 133 baz ciftik G¢ ayr fragment

olusmustur.

Sekil 4.8. Hasta grubuna ait 14-32 numarali bireylerin LT-a (+252) bélgesinin Ncol enzimi
ile kesimi sonucu elde edilen RFLP Griinlerinin agaroz jeldeki gortntisid. M harfi ile 100-
1000 baz ciftlik belirte¢ ifade edilmektedir.

M 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225

Sekil 4.9. Hasta grubuna ait 208-225 numarali bireylerin LT-a (+252) bolgesinin Ncol
enzimi ile kesimi sonucu elde edilen RFLP Urunlerinin agaroz jeldeki gérunttsi. M harfi ile
100-1000 baz ciftlik belirtec ifade edilmektedir.
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Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’ da hasta grubuna ait érneklerin kesim sonuglari verilmistir.
Bu sonuglara gore Sekil 4.8 deki 18 numarali 6rnek ve Sekil 4.9’ daki 209 ve 220
numarall ornekler, LT-a (+252) A/G gen polimorfizmi tagiyan ve homozigot GG
genotipine sahip olan bireylerdir. Heterozigot genotipe sahip bireyler ise 15, 17,
22, 24, 30, 31, 208, 210, 213, 216, 221, 222 ve 225 numarall bireylerde

gozlenmisgtir.

LT-a genine ait RFLP sonuglarina gore, hasta grubuna ait 120 (%53,6) bireyde LT-
a (+252) AA genotipi, 90 (40,2) bireyde LT-a (+252) AG heterozigot genotipi ve 14
(%6,3) bireyde +252 bolgesinde A/G polimorfizmini tagiyan LT-a (+252) GG
genotipi gézlenmigtir. Saglikh bireylere ait LT-a geni kesimlerinden, 52 bireyde
(%61,2) homozigot AA genotipi, 27 (%31,8) bireyde heterozigot AG genotipi ve 6
bireyde (%7,1) homozigot GG genotipi saptanmigtir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. LT-a (+252) gen bolgesi RFLP sonuglarinin kontrol, AP ve KP gruplarindaki

say| ve ylzdeleri

Kontrol Grubu Kronik Agresif
LT-a (+252) Genotipleri n=85 Periodontitis Periodontitis
Sagl (%) n=109 n=115
Sayi (%) Sayi (%)
Homozigot AA genotipi 52 (%61,2) 60 (%55) 60 (%52,2)
Heterozigot AG genotipi 27 (%31,8) 40 (%55) 50 (%43,5)
Homozigot GG genotipi 6 (%7,1) 9 (%8,3) 5 (%4,3)

4.3. Sonuglarin istatistiksel Olarak Degerlendiriimesi

Calismamizda kullandigimiz gruplar, ilk olarak cinsiyet agisindan degerlendirilmis
ve kontrol, KP ve AP gruplari arasinda cinsiyet agisindan herhangi bir fark olup

olmadigi arastiriimigtir.

Saglikli bireylerle hasta bireylerin karsilastiriimasi yapildiginda, kadin ve erkek
hastalarin periodontitise yatkinligi agisindan istatistiksel anlamda sinirda anlamli
(p=0.054) bir fark bulunmustur. Bu sonuca gore galismamizdaki hasta grubunun
%43,8" ini erkekler olugtururken, %56,2’ sini kadinlar olusturmaktadir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet acisindan karsilastiriimasi

Kontrol (n=85) Periodontitis (n=224) 5 _
X testi
Say1 (%) Sayi (%)
Erkek 28 (%33) 98 (%43,8)
p=0,054
Kadin 57 (%67) 126 (%56,2)
Cizelge 4.4. Kontrol ve AP gruplarinin cinsiyet agisindan karsilagtiriimasi
Kontrol (n=85 AP (n=115
(n=85) ( ) X? testi
Say1 (%) Say1 (%)
Erkek 28 (%33) 39 (%34)
p=0,886
Kadin 57 (%67) 76 (%66)

Kontrol ve periodontitis gruplari arasinda sinirda anlaml farkin, hangi periodontitis
tipinden  kaynaklandigini  bulmak amaciyla, AP-kontrol ve KP-kontrol
kargilastirmalarinin da yapilmasi gerektigi disunalmustiar. Saglikh bireyler ile AP
hastalari cinsiyet agisindan karsilastirildiginda, iki grup arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir (Cizelge 4.4). Dolayisiyla, cinsiyetin AP hastaliginin tasinmasinda

onemli bir etken olmadig1 dugunalmustar.

Cizelge 4.5. Kontrol ve KP gruplarinin cinsiyet agisindan karsilagtiriimasi

Kontrol (n=85) KP (n=109) 5 _
X testi
Say1 (%) Say1 (%)
Erkek 28 (%33) 59 (%54,1)
p=0,003
Kadin 57 (%67) 50 (%45,9)

Kronik periodontitis hastalari ve saglikli bireyler arasinda yapilan karsilagtirma
sonucunda, cinsiyet gruplari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark elde

edilmistir (Cizelge 4.5).

Kontrol ve hasta gruplarina ait diger bir degerlendirme yas Olcitine gore
gerceklestiriimistir. Periodontitis siniflamasi igin daha énceleri kullanilan bir belirteg
olan 30 yas, sinir olarak segilmis ve bireyler 30 ve 30 yasin alti bir grup, 30 yasin

Ustl diger grup olmak Uzere iki kategoride toplanmiglardir. Yasa bagh olarak
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yapilan istatistiksel degerlendirmede, her iki hastalik tipi icin de yas gruplari

arasindaki fark anlamli bulunmustur (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6. Kontrol ve AP gruplarinin yasa gore degerlendiriimesi

Kontrol (n=85) AP (n=115) ) )
X testi
Say!1 (%) Say!1 (%)
<30 yas 78 (%91.7) 50 (%43.5)
p<0,05*
> 30 yas 7 (%8.3) 65 (%56.5)
*|statistiksel olarak anlaml bulunan fark.
Cizelge 4.7. Kontrol ve KP gruplarinin yasa gore degerlendiriimesi
Kontrol (n=85) KP (n=109) 5 )
X“testi
Sayi (%) Sayi (%)
<30 yas 78 (%91.7 17(%15.6
y (%91.7) (%15.6) 120,05+
> 30 yas 7 (%8.3) 92 (%84.4)

*|statistiksel olarak anlamli bulunan fark.

Yapilan RFLP analizleri sonucu elde edilen her iki gene ait veriler, AP, KP ve
kontrol gruplari arasinda degerlendirilmigtir. TNF-a (-308) polimorfizmi
genotiplerine goére yapilan karsilastirmada, agresif periodontitis ve kontrol grubu
arasinda, TNF-a (-308) AA genotipi agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark
gorulmezken (p=0,389); TNF-a (-308) GG ve TNF-a (-308) GA genotipleri
acisindan ortaya ¢ikan fark anlamhdir (p<0,05). Kontrol ve AP gruplari, TNF-a (-
308) alel frekanslarindaki farkliliklar da istatistiksel olarak test edilmis ve A alelinin

farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.8).

TNF-a (-308) polimorfizmi genotipleri ve alel frekanslari arasinda farkin bulunup
bulunmadigi, kontrol ve KP gruplari arasinda da degerlendirilmistir. Bu iki grup
icerisinde TNF-a (-308) AA genotipini tasiyan bireye rastlanmadigi igin, AA
genotipine ait test sonucu elde edilememistir. AP-Kontrol karsilastirmasinda
oldugu gibi, KP-Kontrol arasinda da TNF-a (-308) GG ve TNF-a (-308) GA
genotipleri ve A aleli acisindan ortaya cikan farklar istatistiksel olarak anlamlidir
(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8. TNF-a ve LT-a genotiplerinin ve alel frekanslarinin kontrol ve AP gruplari

arasinda degerlendirilmesi

KONTROL AP p degeri
GG 75 (%88,2) 61 (%53) 0,000
2 |GA 10 (%11,8) 53 (%46,1) 0,000
o
S AA 0 (%0) 1 (%0,9) 0,389
TNF- O
a n=85 n=115
_ | Galeli 160 (%94,1) 175 (%76) 0,340
(2]
TS |Aalel 10 (%5,9) 55 (%24) 0,000
< X
2 n=170 n=230
AA 52 (%61,1) 60 (%52,2) 0,165
2 | AG 27 (%31,8) 50 (%43,5) 0,092
o
S GG 6 (%7,1) 5 (%4,3) 0,406
LT-a O
n=85 n=115
_ | Aalel 131 (%77,1) 170 (%74) 0,475
n
oS | Galel 39 (%22,9) 60 (%26) 0,250
< X
L n=170 n=230

LT-a (+252) polimorfizmine ait RFLP sonuglarina goére, kontrol, KP ve AP gruplari
arasinda degerlendirmeler yapilmigtir. LT-a (+252) geninin her t¢ genotipinde de,
agresif periodontitis ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark
g6zlenememistir. LT-a (+252) geni alel frekanslari bakimindan vyapilan
degerlendirmede de, saglikli ve agresif periodontitisli bireylerden olusan iki grup
arasinda anlamh bir fark bulunamamistir (Cizelge 4.8). Kronik periodontitis ve
kontrol gruplari arasinda LT-a (+252) genotip ve alel frekanslari agisindan fark
bulunup bulunmadigini belirlemek amaciyla Pearson Ki-kare ve Fisher'in Kesin Ki-
kare testleri yapilmis ve istatistiksel olarak anlamli herhangi bir sonuca

rastlanmamistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. TNF-a ve LT-a genotiplerinin ve alel frekanslarinin kontrol ve KP gruplari

arasinda degerlendirilmesi

KONTROL KP p degeri
GG 75 (%88,2) 74 (%67,9) 0,001
2 GA 10 (%11,8) 35 (%32,1) 0,001
@)
S AA 0 (%0) 0 (%0) -
O
TNFE-a n=85 n=109
_ G aleli 160 (%94,1) 183 (%84) -
(7))
TS A aleli 10 (%5,9) 35 (%16) 0,001
< X
f.:’ n=170 n=218
AA 52 (%61,1) 60 (%55,0) 0,391
= AG 27 (%31,8) 40 (36,7) 0,473
@)
S GG 6 (%7,1) 9 (%8,3) 0,757
O
LT-a n=85 n=109
: A aleli 131 (%77,1) 160 (%73,4) 0,703
(2]
T & G aleli 39 (%22,9) 58 (%26,6) 0,366
< X7
ﬁ_’ n=170 n=218

Son olarak TNF-a (-308) genine ait RFLP sonuglari, agresif periodontitis ve kronik

periodontitis gruplari arasinda test edilmistir (Cizelge 4.10). TNF-a (-308)

heterozigot GA genotipi, AP grubunda KP grubundan daha sik goérulirken; TNF-a
(-308) homozigot GG genotipi KP grubunda daha sik bulunmaktadir. TNF-a (-308)

GG genotipinin, KP grubunda AP grubundan fazla bulunmasi istatistiksel agidan

anlami bir sonu¢ olarak bulunmustur (p=0,023). Heterozigot genotipin, AP

grubunda fazla bulunmasi istatistiksel olarak anlamli sekilde farklidir (p=0,032).

Polimorfizme neden olan A alelinin frekans farkinin, AP ve KP gruplari arasinda

degerlendirildiginde istatistiksel agidan anlamli oldugu goézlenmigtir (p=0,019).
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Cizelge 4.10. TNF-a (-308) genotiplerinin ve alel frekanslarinin KP ve AP hastalarinda

karsilastiriimasi

TNF-a (-308) KP AP p degeri
GG 74 (%67.9) 61 (%53) 0,023
= GA 35 (%32,1) 53 (%46,1) 0,032
(@]
S [AA 0 (%0) 1(%0,9) 0,329
Q)
n=109 n=115
_ [ Galel 183 (%84) 175 (%76) 0,307
2 g A alel 35 (%16) 55 (%24) 0,019
= n=218 n=230
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5. TARTISMA

Periodontitis, patojen mikroorganizma kaynakh Urlnlere verilen bagisiklik cevap
sonucu baglatilan ve gerek cevresel gerekse genetik etmenlerin kompleks
etkileriyle olusan, ¢ok faktorll, enfeksiyonel bir hastaliktir (Kornman et al., 1997,
Bascones-Martinez et al., 2009). Konakginin yangisal cevabina etkisi olabilecek
genetik degisiklikler, periodontitise yatkinlik ve hastaligin gidisati agisindan énem
tasimaktadir (Okada and Murakami, 1998).

Genetik koda ait bazi varyasyonlar, kodlanan genin farkl ifadesi ya da fonksiyonel
degisikligi ile sonuglanmaktadir. Farkli genotipe sahip bireylerin olusmasina yol
acan bu durum, bireylerin hastalia yatkinliklarini ve hastaligin ciddiyetini
arttirabilmektedir (Craandijk et al., 2002). Genler Uzerinde meydana gelen bu
degisiklikler, hastaliklar s6z konusu oldugunda koruma ya da risk faktorl olarak
karsimiza ¢ikabilmektedir. Bu nedenle son yillarda hastaliklar ile genetik
polimorfizmler arasinda bulundugu dusundlen baglantlyr ortaya c¢ikarmak ve
hastaliklara iliskin aday genleri tespit etmek, hastaliga tani koymada ve tedavi

yollarini belirlemede en guvenilir yol gosterici olarak on plana ¢ikmigtir.

Bagisiklik ve yangisal cevap ile baglantili birgok gen polimorfizminin, periodontitis
gibi yangisal bileseni olan hastaliklara kargi olan hassasiyeti ve hastaligin siddetini
arttirdig1 bilinmektedir (Wilson, 2008). TNF-a geninin, periodontitis ile iligkili olarak
neden iyi bir aday gen oldugu Uzerinde bir¢ok tartisma mevcuttur. TNF-a’ nin
periodontitis agisindan énemli olmasinin ilk nedeni, dncul yangisal karaktere sahip
onemli bir bagisiklik duzenleyicisi olmasindan kaynaklanmaktadir. TNF-a’ nin,
kemik rezorpsiyonu kapasitesinde artis ve periodontal ligamentin olusumuna
yonelik fibroblast hicre farklilasmasi gibi hastalik etkileri ile paralel
fonksiyonlarinin bulunmasi, bu sitokinin periodontitis patolojisinde énemli bir rolt
oldugunun kanitidir (Manolagas, 1995; Birkedal-Hansen, 1993). ikinci neden
olarak, periodontitisli olan ve periodontitisli olmayan bireylerden alinan periferal
kan hucreleri ve I0kositlerde, bireyler arasi farkli TNF-a seviyelerinin saptanmasi
gosterilmektedir (Pociot et al., 1993; Galbraith et al., 1998). Ayrica, TNF-a
alellerinin lepra, menenijit, cerebral malarya gibi bircok kronik hastalikla iligkili
genetik belirte¢ olarak onerilmesi de bu geni periodontal agidan arastirmaya iten
etmenlerdendir (Roy et al., 1997; Nadel et al., 1996; McGuire et al., 1994).
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TNF-a ifade seviyesinin, HLA-DR alelleriyle ya da yakindan baglantili oldugu LT-a
geninin polimorfik dizileri ile baglantili olabilecegi bulunmustur (Alfonso and
Richiardi, 1994). Yetigkin periodontitis hastalari ile yapilan bir ¢galismada, TNF-3
(LT-a) geninin ilk intronunda bulunan Ncol polimorfizmi ile yiksek seviyede TNF-a
uretiminin baglantili oldugu ve bu durumun yangisal hastaliklara yatkinlik yarattigi
bulunmustur (Holla et al., 2001). Bu amagla, periodontitisin tanisina katki
saglayabilecegi dusunulen aday genlerle ilgili bu galigma planlanmigtir.

Calismaya katilan bireylerin yas ortalamasitstandart sapma degerleri, kontrol
grubunda 25,17+4,65, KP grubunda 40,46+9,50 ve AP grubunda 31,08+8,00
olarak belirlenmistir. istatistiksel analiz sonuglarina gére literatiirle uyumlu olarak
KP ve kontrol gruplari arasinda anlaml fark tespit edilmistir. 1999 yilinda
yenilenen siniflandirma sistemine gore, KP tanisi konulabilmesi i¢in bireylerin 30
yasin Ustu olmasi artik olgutlerden biri olma Ozelligini yitirmistir. Fakat yine de
kronik periodontitis, genclerde de goérulebilen ama yetiskinlerde gorulmesi ile
karakterize olan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Wiebe and Putnins, 2000).
AP ve kontrol grubuna ait bireylerin yas agisindan kargilastirlmasinda da ayni
sekilde 30 yasindan buyuk olma anlamh ¢ikmistir. Literatirde AP hastalarinin
genel olarak 30 yas alti bireyler olarak degerlendiriimesi nedeniyle, bu sonug
literatlirden farkh olarak ele alinabilir. Genel olarak sagliklh grupta az sayida 30 yas
usti  bireyin  mevcut olmasinin, bu anlamhiligi yaratmig olabilecegi

dusunulmektedir.

Cinsiyete bagl yapilan degerlendirmede, kontrol grubu ve kronik periodontitis
grubu arasinda anlamli fark bulunurken; AP ve kontrol gruplari arasinda cinsiyet
acisindan bir fark gdézlenmemistir. Literatirde genis capta gergeklestirilen
epidemiyolojik galismalarda, erkeklerin yikici periodontal hastaliklara yakalanma
acisindan kadinlara gore daha fazla risk faktoru tasidigi ortaya gikariimistir (Shiau
and Reynolds, 2010). Ayni arastirmacilar tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
ise, erkek cinsiyetinin periodontal hastalik acgisindan risk tagimasina ragmen,
agresif periodontitis gibi hizl ilerleyen doku kaybi ile karakterize olan periodontal
hastaliklarda cinsiyetler arasinda fark bulunmadigi bildirilmistir (Shiau and
Reynolds, 2010). Cinsiyet faktori acgisindan, c¢alismamizdan elde edilen

sonuglarin literatlrdeki galismalarla paralel oldugu gézlenmistir.
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LT-a (+252) gen polimorfizmi ile periodontitis iligkisine dair, Fassmann ve
arkadaglar tarafindan yapilan calismada, LT-a (+252) homozigot AA genotipi
farkinin hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml oldugu bulunmustur. Calismada
AA genotipinin varhdr hasta grubunda %0,8 iken, kontrol grubunda bu oran %8,8’
dir. Ortaya cikan bu fark, AA genotipinin koruyucu 6zellik tasidigi ve bu nedenle
hasta grubunda kontrol grubuna gére daha az ifade edildigi dusunulmektedir
(Fassmann et al., 2003). Bizim yaptigimiz galigmada ise, LT-a (+252) bdlgesine ait
genotiplerin Gg¢unde de kontrol, KP ve AP gruplari arasinda anlamli bir fark
gozlenememistir. Genotip agisindan yapilan istatistiksel degerlendirmelere ek
olarak, alel frekanslari da test edilmistir. Alel frekanslari acisindan da kontrol ve
hasta gruplari arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark bulunamamistir. LT-a
(+252) A/G gen polimorfizmine iligkin ileride, birey sayisi arttirilarak yapilacak bir
c¢alismanin planlanmasinin, populasyona ait profilin kesinlesmesi agisindan faydali

olacagi dusunulmektedir.

TNF-a (-308) gen polimorfizminin, diger etnik gruplarla kiyaslandiginda beyaz irkta
prevalansinin yaygin oldugu bildiriimistir (Endo et al., 2001). Genin -308
pozisyonunda meydana gelen guaninden adenine transisyon sonucu, TNF-a’ nin
fenotipik ifadesinin degismesi ve iki ila U¢ kat daha fazla transkripsiyonel
aktivitenin ortaya ¢ikmasi, beyaz irkta en ¢ok goérulen polimorfizmdir (D’Autio et al.,
2004, Kroeger et al., 2000). Periodontitis hastalarina ait oral noétrofillerle yapilan bir
calismada, TNF-a geni -308. pozisyonunda adenin igeren bireylerin yabanil tiple
kiyaslandiginda daha fazla miktarda TNF Urettigi gosterilmistir (Galbraith et al.,
1996).

Literatlrdeki calismalarin buylk bir kisminda, TNF-a (-308) gen polimorfizmi
acisindan saglikh bireylerle periodontitis hastalari arasinda anlamh farklihk
gOsterilememigtir (Moreira et al., 2009; Shapira et al., 2000; Menezes and
Colombo, 2008; Brett et al., 2005; Soga et al., 2003; Tervonen et al., 2007; Maria
de Freitas et al., 2007; Donati et al., 2005; Babel et al., 2006; D’Autio et al., 2004;
Craandijk et al., 2002; Schulz et al., 2008). Galbraith ve arkadaslarinin(1999),
gingivitis ve ilerlemis periodontitis hastalari Uzerinde yaptiklari arastirmada ise
diger calismalardan farkli olarak, TNF-a (-308) GG genotipinin periodontitis
hastalarinda istatistiksel olarak anlamli bulundugu bildirilmistir (Galbraith et
al.,1999).
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TNF-a (-308) genine ait calismamizdan elde ettigimiz bulgularla yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, kontrol, AP ve KP gruplari arasinda heterozigot
GA genotipi ve A aleli agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundugu tespit
edilmistir. Yabanil genotip olan TNF-a (-308) GG genotipi, kontrol grubunda hasta
gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli derecede yuksek bulunmustur. Bu
nedenle Turk populasyonunda bu genotipin, periodontitis agisindan bir koruma
faktori olabilecegi dusunulebilir. Ek olarak G aleli varhgi, kontrol ve hasta

gruplarinda test edilmis fakat anlamli bir fark gézlenememisgtir.

TNF-a (-308) pozisyonunda G/A polimorfizmi tagsiyan AA genotipine, calisma
grubumuzdaki AP hastalarindan sadece bir hastada rastlandigi i¢in, bu genotipe
dair istatistiksel bir sonu¢ elde edilememistir. Daha fazla AA genotipli hasta elde
edilebilecegi dusunulerek, ileriki ¢alismalarin daha ¢ok sayida hasta Uzerinden

devam ettiriimesi planlanmistir.

Calismamiza ait dikkat c¢ekici bir diger sonu¢, TNF-a (-308) heterozigot GA
genotipi ile ilgili olarak elde edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, GA
genotipinde, kontrol-AP, kontrol-KP ve AP-KP olmak Uzere gergeklestirilen
kargilastirma gruplarinin tumudnde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmigtir.
TNF-a (-308) heterozigot genotip varligi, kontrol bireylerinde en az saptanirken
hasta grubunda artis gostermistir. Hastalik tiplerinin kendi igerisinde test edilmesi
sonucu, hastaligin hizl ilerleyen ve siddetli atagman kaybi gorulen tipi olan agresif
periodontitis grubunda heterozigot genotip varliginin, kronik periodontitis grubuna
gore daha yuksek oranda tespit edilmis olmasi istatistiksel olarak dnemlidir. Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak, Turk populasyonunda, TNF-a (-308) heterozigot GA
genotipinin, hastaligin insidansini ve siddetini arttidigi yorumuna varilabilinir.
Heterozigot genotip varliginda goértlen hastaliga yatkinlik nedeni A aleli varhidi ile
desteklenmigtir. A aleli frekansina iligskin yapilan istatistiksel degerlendirmede, hem
kontrol ve hasta gruplari arasinda hem de AP ve KP gruplarinin arasinda istatiksel
acidan anlamli farklar bulunmustur. Literatlirdeki calismalardan farkli olarak
calismamiz, hem heterozigot genotip varliginda hastaligin sikhdinin artmasi hem
de A aleli frekanslari arasindaki anlamli fark bulunmasi nedeniyle, genotipe A
alelinin tek bir alel olarak bile katilmasinin periodontitis agisindan risk tasidigini
gostermektedir. Bu nedenle Tirk populasyonunda TNF-a (-308) heterozigot

genotipinin, periodontitis ile iligkili bir risk faktéri olarak g6z 6nlnde
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bulundurulmasi gerektigi diustntlmustir. Hastaliga iliskin elde edilen bu bulgu
uzerinde, daha kapsamli ve daha fazla bireyi icerecek ¢alismalarin planlanmasi
halinde, ileride bu genotipin ya da alelin, hastaliga ait bir belirte¢ olarak kullaniima
imkani saglayabilece@i dusuntlmektedir. Popullasyonu daha ¢ok yansitan daha
genis kapsamli arastirmalara ek olarak, ailesel c¢alismalarin ve haplotip
analizlerinin yapilmasinin da, hastaliga ait koruma ve risk faktorlerini belirleme

acisindan etkili olabilece@i yorumuna gidilmistir.

Periodontitis, patojene, konakgiya, cevresel ve genetik faktorlere bagl olarak
ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir hastaliktir. Buradan yola ¢ikilarak, hastaligin tek bir
gen ya da tek bir polimorfizmden 6turt ortaya ¢ikmadigi agikga gorilmektedir. Bu
nedenle, bu tez ¢alismasina ek olarak, periodontitis ile ilgili secilen aday genlere
ait inceleme sonuclan birlestirildiginde, populasyona ve hastaliga ait daha net

sonuglarin elde edilebilecedi 6n gorulmektedir.
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