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OZET

Amag: Kronik enflamatuvar hastaliklarda endoplazmik retikulum (ER) stresi
artmaktadir. Diabetes Mellitus (DM) ve periodontitis de kronik enflamatuvar
hastaliklardir. Bu ¢alismada sistemik olarak Diabetes Mellitus’u bulunan periodontitis
hastalarindan, sistemik olarak saglikli periodontitis hastalarindan ve sistemik ve
peridontal olarak saglikli hastalardan alinan dis eti doku o6rneklerinde endoplazmik

retikulum stresinin arastirilmas1 amaglanmstir.

Yontem: Bu calismaya rezektif gingival cerrahi (gingivektomi, kuron boyun
uzatma gibi) endikasyonu bulunan 24 kadin, 24 erkek, toplam 48 birey dahil edilmistir.
Hastalar DM’li periodontitis (n=16), periodontitis (n=16) ve saglikli (n=16) olmak
tizere li¢ gruba ayrilmistir. Hastalarin periodontal tedavilerinden dnce periodontal klinik
parametreleri olgiiliip kaydedilmistir. Hastalardan alinan dis eti doku 6rnekleri analiz
giiniine kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Doku 6rneklerinden elde edilen
homojenatlardan Polimeraz Zincir Reaksiyonu analizi ile GRP78, PERK, elF2a ve

ATF4; Western blot analizi ile Bcl-2, Bax, kaspaz-3 genlerinin analizi yapilmuistir.

Bulgular: DM’li periodontitis hasta grubunda ER stres (GRP78, elF2a ve
ATF4) ve apoptoz (Bax ve kaspaz-3) genlerinin ekspresyon seviyeleri periodontitis ve
saglikli gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). En disiik ekspresyon

seviyeleri ise saglikli grupta bulunmustur (p<0,05).

Sonu¢: DM’li periodontitis ve periodontitis gruplarindan her ikisinde de artmis
ER stresi ve apoptoz goriilmistiir. Fakat en fazla artis DM’li periodontitis hastalarinda

bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ER stres, Periodontitis, Diabetes Mellitus, PERK

Melike CELT, Uzmanhk Tezi
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi
Tokat, 2020



ABSTRACT

Objective: Endoplasmic reticulum (ER) stress increases in chronic
inflammatory diseases. Diabetes Mellitus (DM) and periodontitis are also chronic
inflammatory diseases. In this study, it was aimed to investigate the endoplasmic
reticulum stress in gingival tissue samples taken from periodontitis patients with
systemic Diabetes Mellitus, systemically healthy periodontitis patients and systemically

and peridontally healthy patients.

Method: A total of 48 individuals, 24 females and 24 males, with resective
gingival surgery indications (such as gingivectomy, crown neck lengthening) were
included in this study. The patients were divided into three groups as periodontitis with
DM (n=16), periodontitis (n=16) and healthy (n=16). Periodontal clinical parameters of
the patients were measured and recorded before their periodontal treatments. Gingival
tissue samples taken from patients were kept at -80°C until the day of analysis. From the
homogenates obtained from tissue samples, GRP78, PERK, elF2a and ATF4 were
analyzed by Polymerase Chain Reaction analysis; Bcl-2, Bax, caspase-3 genes were

analyzed by Western blot analysis.

Results: The expression levels of ER stress (GRP7S8, elF2a and ATF4) and
apoptosis (Bax and caspase-3) genes were significantly higher in the periodontitis
patient group with DM compared to the periodontitis and healthy group (p<0,05). The

lowest expression levels were found in the healthy group (p<0,05).

Conclusion: Increased ER stress and apoptosis were observed in both DM and
periodontitis groups. However, the highest increase is found in periodontitis patients
with DM.

Keywords: ER stress, Periodontitis, Diabetes Mellitus, PERK

Melike CELT, Thesis
Tokat Gaziosmanpasa University, The Faculty of Dentistry
Tokat, 2020
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1. GIRIS

Periodontitis, mikrobiyal dental plagin neden oldugu dis destek dokularinin yikimi
ile karakterize kronik enflamatuvar bir hastaliktir. Periodontitisin ileri evrelerinde dis
mobiliteleri ve dis kayiplar1 goriilebilir, bu da ¢igneme fonksiyonunun kaybi ve
estetigin bozulmasiyla sonuglanabilir. Bu sebeple periodontitis biiyiik bir halk sagligi
sorunu olarak kabul edilmektedir (Papapanou ve ark., 2018).

Diabetes Mellitus (DM), kusurlu insiilin iretimi, insilinin etkili bir sekilde
kullanilamamasi veya her ikisi ile iligkili hiperglisemi ile karakterize bir grup metabolik
bozukluktur (Schmidt, 2018).

Periodontitis 90’1 yillarin basinda “DM’nin altinc1 komplikasyonu” olarak
tanimlanmistir, 2003 yilinda Amerikan Diyabet Birligi periodontal hastaligin DM’li
bireylerde siklikla gozlendigini bildirmistir (Loe, 1993; "Report of the Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus,” 2003).
Periodontitis patogenezi, patojen bakteriler ile konak yanitininin etkilesimi sonucu
meydana gelen bir siiregtir. Konak cevabinin periodontal yikim mekanizmasmin en
onemli faktorii oldugu gosterilmistir (Armitage, 1999). Konagin savunma
mekanizmasini olumsuz etkileyen bir hastalik olan DM ile periodontal hastalik arasinda
cift yonlii bir iliski vardir (Taylor, 2001). DM’nin, periodontal dokularda; gingival
enflamasyonun, derin periodontal ceplerin, klinik atagman kaybinin ve kemik yikiminin
artmasinda etkili bir rolii vardir (Mealey ve Oates, 2006). Ayni zamanda retinopati,
diyabetik noropati, kardiyovaskiiler komplikasyonlar gibi oral olmayan DM
komplikasyonlarinin prevalansi ve siddeti periodontitis siddeti ile iligkilidir (Karjalainen

ve ark., 1994; Moore ve ark., 1999; Moore ve ark., 1998; Thorstensson ve ark., 1996).



Endoplazmik retikulum (ER), organel hedefli proteinlerin sentez ve katlanma yeridir
(Zhao ve Ackerman, 2006). Fizyolojik ve/veya patolojik durumlarda ER liimeninde
katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein birikimi meydana gelir ve bu durum ER

stres olarak tanimlanir (Rutkowski ve Kaufman, 2004).

Protein katlanmasin1 etkileyen kronik hastaliklardan, periodontitis ve DM’de
anormal olarak aktiflestirilmis olan bagisiklik yanitt ve metabolizmasi ile hiicresel
stresin ER stresini tetikleyebilecegi kabul edilmektedir (Yamada ve ark., 2015).
Dolaysiyla bu ‘Dis Hekimligi Uzmanlik Tezi’ ¢alismasinda DM ve periodontitis

hastalarinin dis eti dokularinda ER stresin arastirilmasi amag¢lanmustir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. PERIODONSIiYUM

Periodonsiyum dort temel bilesenden olusur;
1. Dis eti

2. Alveol kemigi

3. Periodontal ligament

4. Sement.

Bu bilesenler farkli yapida olsalar da, islev sirasinda bir biitlin olarak fonksiyon

gortirler (Bartold ve ark., 2000). Bu dokular ve bilesenleri Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Dis eti
Alveol kemigi

Periodontal ligament

Sement

Sekil 2.1.: Periodonsiyum

Dislerin maksilla ve mandibulada kemik dokusuna baglanmasi ve ¢igneme

mukozasinin yiizey biitiinliigiiniin korunmas1 periodonsiyumun ana fonksiyonudur

(Lang ve Lindhe, 2015).



Dis eti, disin kole bolgesini ve alveol kemigi mine-sement siirina kadar sikica
saran mercan pembesi renkte, keratinize sert bir dokudur. Periodontal dokular1 mekanik
ve mikroorganizma tehditlerinden koruyan bir yapidir ayrica periodontal patojenlerin
derin bolgelere penetrasyonunu engellemek igin bir bariyer gorevi goriir (Newman ve
ark., 2011). Dis eti yiizey epiteli ve bag dokusu, periodontal hastaliklarin gelisiminde
konak kaynakli erken savunma cevabinin olusturulmasindan ve diizenlenmesinden
sorumludur (Bartold ve ark., 2000).

Alveol kemigi; maksilla ve mandibulanin disi destekleyen, dis soketlerini
olusturan bolimiidiir. Cigneme kuvvetleri ve dis kaybi gibi sebeplerle alveol kemiginde
remodeling goriilebilir (Saffar ve ark., 1997). Dislerin gelisimi ve siirmesiyle birlikte
olusur, dis kayb1 sonrasi yavas ilerleyen bir siiregte kaybolur (Newman ve ark., 2011).

Periodontal ligament (PDL), dis kokiinii g¢evreleyerek alveol kemiginin ig
duvarina baglanan; karmasik, vaskiiler ve yiiksek hiicresel bag dokusundan olusur.
Genisligi yaklasik 0,2 mm’dir (Newman ve ark.,, 2018). PDL’nin fonksiyonlari
sunlardir:

o Yumusak doku olusturarak mekanik kuvvetlerin damar ve sinirlere zarar
vermesini engellemek,

o Okliizal kuvvetlerin dislerden alveol kemigi yoluyla dagitilmasi,

o Dislerin alveol soketine tutunmas,

o Dis-dis eti dokularimin iliskilerinin korunmast,

o Okliizal kuvvetlere kars1 diren¢ saglanmast,

o Sement, alveol kemigi ve dis etinin vaskiilarizasyonu,

o Trigeminal yolaklar araciligiyla dokunma, basing ve agri duyularinin

iletilmesi (Newman ve ark., 2018).



Sement, dis koklerinin dentin yiizeyini Orten, avaskiiler sert bir dokudur
(Gottlieb, 1942). PDL’nin terminal bolimii sement igerisine gomili halde

bulunmaktadir (Newman ve ark., 2011).

2.2. PERIODONTITIS

Periodontal hastaliklar periodonsiyumu etkileyen kronik enflamatuvar
hastaliklardir ve primer etiyolojik ajan mikrobiyal dental plaktir (Mealey ve
Klokkevold, 2006). Dental biyofilm tarafindan baslatilan enflamasyonda g¢esitli
sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri gorev alir. Sonug olarak ¢ift yonlii konak-
mikrobiyal etkilesim ortaya ¢ikar (D'aiuto ve ark., 2005). Konak savunmasindaki
farkliliklar, periodontal hastalik siddetinin bireyler arasinda farklilik gdstermesine
neden olur (Mealey ve Klokkevold, 2006).

Periodontal hastaliklar arasinda gingivitis ve periodontitis bulunur (Fox, 1992).
Gingivitis; dental biyofilm birikimi ile dis etinde kizariklik, 6dem, sondlamada
kanamanin oldugu ve radyografide kemik kaybinin gozlenmedigi periodontal bir
hastaliktir (Huang ve ark., 2016). Periodontitis ise, spesifik mikroorganizmalarin veya
spesifik mikroorganizma gruplarinin neden oldugu dislerin destekleyici dokularinin
yikimu ile karakterize kronik enfeksiydz bir hastalik olarak tanimlanir (Wolff ve ark.,
1994). Primer etiyolojik faktér mikrobiyal dental plak olmasina karsin genetik, ¢cevresel
etken ve risk faktorleri gingivitisin periodontitis tablosuna gegisini etkilemektedir (yas,
cinsiyet, sistemik durum, oral hijyen aliskanligi, sigara kullanimi vb.). Yani gingivitis
periodontitis i¢in Oonemli bir risk faktoriidiir ve gereken bir 6n kosul olarak kabul

edilmektedir (Genco ve Borgnakke, 2013; Kornman, 2008).



Periodontitisi gingivitisten ayiran klinik 6zellik, PDL’nin ve radyografik olarak
degerlendirilen alveol kemigin enflamatuvar yikimi sonucu klinik olarak saptanabilir
atagman kaybinin varhigidir. Atagman kaybina genellikle periodontal cep olusumu,
alveol kemigin yogunlugundaki ve yiiksekligindeki azalmalar eslik eder (Newman ve
ark., 2018).

Periodontal cep, bir periodontal sond kullanilarak degerlendirilir. Gingivitis veya
periodontal hastalikta, tan1 ve tedavi planlamasi i¢in sondlamada kanamanin birincil
parametreler arasinda olmasi gerektigi kabul edilmistir. Bu nedenle, periyodik sagligin
dogru bir sekilde degerlendirilmesi ve hastaligin ilerlemesini 6nlenmek i¢in sondlamada
kanamanin oldugu bélgeler diizenli olarak planlanan araliklarla dl¢iilmelidir (Tonetti ve
ark., 2018). Renk, konturdaki degisiklikler ve sondlamada kanama gibi Klinik
enfeksiyon belirtileri her zaman devam eden atagman kaybinin gostergesi olmayabilir.
Bununla birlikte, kontrol seanslarindaki sondlamada kanama, enfeksiyon varliginin
giivenilir bir gostergesidir. Ayrica kanamanin oldugu bdolgeler sonraki atagman kaybi
bakimindan artmus risk bdlgeleridir. Ileri donem periodontitis vakalari, dis etinde eritem
ve 0dem, dis eti kanamasi, dis eti ¢ekilmesi, dis mobilitesi, disin patolojik migrasyonu,
periodontal ceplerden pii akisi ve dis kaybi ile karakterizedir (Fox, 1992; Fox ve ark.,
1994; Kelly ve ark., 1998)

Periodontitis genellikle yavas ilerleyen bir hastaliktir. Ancak meydana gelen
doku yikimi ¢ogunlukla geri doniisiimsiizdiir. Erken asamalarda, durum tipik olarak
asemptomatiktir; genellikle agrili degildir ve birgcok hasta dis mobilitesi olana kadar bu
durumun farkinda degildir (Fox, 1992; Fox ve ark., 1994; Kelly ve ark., 1998).

Gingivitisi olan bir hastanin tedavi edilebilecegi, diisiik seviyede dis eti

enfeksiyonunun ve hastaligin saglikli bir duruma geri donebilecegi, ancak



periodontitisli bir hastanin 6miir boyu bir periodontitis hastasi oldugu diistiniilmesi
gerektigi ve hastaligin niiksetmesini Onlemek i¢in Omiir boyu destekleyici bakim
gerektirdigi 2017 Diinya Calistay’inda vurgulanmaktadir. Bununla birlikte, 2017 Diinya
Calistay’inda yapilan siniflandirmada periodontitis hastalarinin, periodontal olarak

saglikl1 bireylere doniisebilecegi de yer almaktadir (Chapple ve ark., 2018).

Periodontal

< Gingivitis ~ — (_ Periodontitis
Saglik ingivitis

Sekil 2.2.: Periodontal saglik, gingivitis ve periodontitis iliskisi

2.3. PERIODONTITIS SINIFLAMASI

2017 Diinya Calistayi’nda periodontal hastaliklarin  patofizyolojisine gore
smiflandirilmasinda, evreleme ve derecelendirme sistemi kullanilmistir (Newman ve
ark., 2018). 1999 smiflamasindan revize edilen bu siniflandirma sisteminde,
periodontitisin onceki dort alt kategorisi lice basitlestirilmistir:

1. Periodontitis (Daha 6nce kronik veya agresif olarak kabul edilir.)
2. Nekrotize periodontitis,
3. Sistemik hastaligin bir belirtisi olarak periodontitis (Caton ve ark., 2018).

Kategoriden bagimsiz olarak:

- Interproksimal atagman kaybi iki veya daha fazla bitisik olmayan diste tespit
edilirse,



- Bukkal veya oral atagman kaybi>3 mm, periodontal cep>3 mm tespit edilirse,
klinik baglamda bir periodontitis vakasi olarak kabul edilir (Caton ve ark., 2018). Fakat

atagman kaybi, periodontitis ile ilgili olmayan nedenlerden kaynaklanabilir:

a. Travmatik kokenli dis eti ¢ekilmesi,

b. Disin servikal bolgesine kadar uzanan c¢lirtik,

c. Uciincii molar malpozisyonu veya ekstraksiyonu ile iliskili olarak ikinci molarin

distalinde atagman kayb1 varligi,
d. Sulkustan drene olan endodontik lezyon

e. Vertikal kok kirigi olusumu (Tonetti ve ark., 2018).

2.3.1. Evreleme Sistemi

Evreleme sistemi hastaligin siddetine, yonetiminin kompleksligine ve hastaligin

boyut ve dagilimina baghdir:

Siddet: Tanida mevcut olan periodontal bozulma derecesi uzun siiredir bireysel
periodontitis vakasinin anahtar tanimlayicis1 olarak kullanilmaktadir. 1999 vaka
tanimlama sistemi de siddete dayanmaktadir. Siddete gore siniflandirmanin gerekcesi en
az iki onemli boyutu kapsar: yonetimin kompleksligi, hastaliin boyut ve dagilimi

(Tonetti ve ark., 2018).

Yonetimin kompleksligi: Vaka kompleksligi faktorlerinin agik bir sekilde
belirlenmesi, bir vakanin optimum sonuglar igin ihtiya¢ duyabilecegi yetkinlik ve

deneyim diizeyini tanimlamaya yardimc1 olur (Tonetti ve ark., 2018).



Boyut ve dagilim: Tespit edilebilir periodontal bozulma ile dis sayis1 ve dagilimi
mevcut siniflandirma sistemlerinin bir parcasi olmustur. Etkilenen dis sayisi (mevcut
dislerin yiizdesi olarak) 1999 smiflamasinda kronik periodontitis vakalarin1 tanimlamak
icin kullanilirken, lezyonlarin dagilimi (molar-kesici bozulma paterni) agresif
periodontitis i¢in birincil tanimlayic1 olarak kullanilmistir (Armitage, 1999; Lang ve
ark., 1999; Lindhe ve ark., 1999; Tonetti ve Mombelli, 1999). Bu bilgiyi siniflandirma
sisteminde tutmanin gerekgesi, belirli periodontitis modellerinin spesifik konak biyofilm

etkilesimi hakkinda dolayli olarak bilgi saglamasidir (Tonetti ve ark., 2018).

Tablo 2.1.: Periodontitis-Evreleme Sistemi (Tonetti ve ark., 2018)

EVRE PERIODONTITIS | EVRE I EVRE Il EVRE Il EVRE IV
Interdental KAK 1-2 mm 3-4 mm >5 mm >5 mm
Siddet Radyografik kemik Koronal |Koronal 1/3| Orta veya Orta veya apikal
kayb1 1/3 apikal 1/3 1/3
Periodontal kaynakl Periodontal Periodontal
Dis kaybi kaybedilen dis yok kaynakli <4 | kaynakli >5 dis
dis kayb1 kayb1
Sondalama | Sondalama | Evre II’ye ek Evre III’e ek
derinligi <4 | derinligi < olarak olarak Cigneme
mm 5mm Sondalama disfonksiyonu
Genellikle | Genellikle | derinligi >6 Sekonder
horizontal | horizontal mm okliizal
kemik kemik Vertikal travma(dis
kayb1 kaybi1 kemik kayb1 mobiltesi >2)
Komplekslik >3 mm Siddetli alveol
Lokal Simif I — 1 kret kayb1
furkasyon Dikey boyut
defektleri | azalmig 20den az
Orta kret dis(10 karsilikli
defekti disten az)
Boyut ve Lokalize (%30 dis)
Dagilim1 Generalize(>%30 dis)
Molar-insizal Bolge

*KAK: Klinik Atagman Kayb1
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2.3.1.1. Evre | Periodontitis

Evre | periodontitis, gingivitis ve periodontitis arasindaki sinir bolgesidir ve
atagman kaybinin erken asamalarini temsil eder. Gingivitis ve biyofilm disbiyozunun
devam etmesine yanit olarak periodontitis gelismistir. Periodontal sondlama, erken
Klinik atagman kaybin1 (KAK) belirlemede yetersiz kalabilmektedir; tiikiiriik
biyobelirtegleri ve/veya yeni goriintiilleme teknolojileri kullanim1 evre | periodontitisin
erken saptanmasini arttirabilir. Interdental KAK en fazla 1-2 mm’dir ve radyografik
kemik kaybi (genellikle horizontal) koronal iigliide %15°’i gegmez. Periodontitis
kaynakli dis kayb1 yoktur. Sondlama derinligi 4 mm veya daha azdir (Tonetti ve ark.,

2018).

2.3.1.2. Evre Il Periodontitis

Evre Il, klinik periodontal muayenede, periodontitisin dis destek dokularindaki
karakteristik hasarlarin1 tanimlayan yerlesik periodontitisi temsil eder. Hastalik
slirecinin bu asamasinda, diizenli kisisel bakim ve standart tedavi prensiplerinin
uygulanmasi ile hastaligin ilerlemesinin durmast beklenir, yonetim birgok vaka igin
nispeten basittir. Fakat Evre 11 hastanin standart tedavi protokollerine cevabinin dikkatle
degerlendirilmesi 6nemlidir, hastaligin derecesi ve verdigi tedavi yanitina gore daha
ileri tedavi protokolleri uygulanabilir. Interdental KAK en fazla 3-4 mm’dir ve
radyografik kemik kaybi (genellikle horizontal) koronal iigliide %15-33 arasindadr.
Periodontitis kaynakli dis kaybi yoktur. Sondlama derinligi 5 mm veya daha azdir

(Tonetti ve ark., 2018).
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2.3.1.3. Evre 111 Periodontitis

Evre 1ll periodontitiste, belirgin atagman kaybi s6z konusudur ve ileri tedavi
protokolleri uygulanmadiginda dis kaybi meydana gelebilir. Evre III, kokiin orta
ticliisiine kadar uzanan kemik defektlerin varligi, furkasyon tutulumu, komplike derin
periodontal lezyonlarin varligi, periodontal dis kaybi Oykiisii ve dis kaybi sonrasi
implant yerlestirilmesini zorlastiran lokal kret defektlerinin varhig: ile karakterizedir.
Dis kaybi olasiligina ragmen ¢igneme fonksiyonu korunur. Kokiin orta veya apikal
ticliisiine kadar uzanan radyografik kemik kayb1 mevcuttur. Periodontitis nedeniyle en
cok 4 dis kayb1 vardir. Sondlama derinligi 6 mm veya daha fazla, vertikal kemik kayb1
ise 3 mm veya daha fazladir. II. ya da III. derece furkasyon tutulumu ve orta derece kret

defekti vardir (Tonetti ve ark., 2018).

2.3.1.4. Evre 1V Periodontitis

Evre IV periodontitiste periodontal destek hasar1 ¢cok fazladir. Hastalik kontrol altina
alinmazsa, yeterli ve uygun tedavi uygulanmazsa dentisyon kaybr riski vardir. Onemli
sayida dis kaybina neden olabilir ve bu da ¢igneme fonksiyonu kaybiyla sonuglanabilir.
Sekonder okliizal travma ve dis hipermobilitesi siklikla goriilir. Vaka ydnetimi
genellikle ¢igneme fonksiyonunun stabilizasyonunu/restorasyonunu gerektirir. Bu evre,
kokiin apikal kismma kadar uzanan ve/veya ¢oklu dis kaybi Oykiisii olan derin
periodontal lezyonlarin varlig: ile karakterizedir. Interdental bdlgede KAK 5 mm veya
daha fazladir, radyografik kemik kaybi kokiin orta veya apikal iicliisiine kadar uzanir.
Periodontitis kaynakli en az 5 dis kayb1 mevcuttur (Tonetti ve ark., 2018).

Standart bir periodontal sond ile atagman kaybini dlgerken Olgiim hatasi goz

Oniline alindiginda, yeni Onerilen klinik tanim olarak erken periodontitis vakalarinin
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gingivitis olarak yanlis simiflandirilmasini1 6nlemek icin belirli bir atagman kayb1 esigini
sart kogsmamaktadir. Periodontal enflamasyon 6nemli bir klinik parametre olmakla
birlikte, sondlamada kanamanin varligi periodontitis siniflandirmasini, tanisini veya

siddetini degistirmez (Tonetti ve ark., 2018).

2.3.2. Derecelendirme Sistemi

Derecelendirme sisteminde (A,B,C), ilerleme hizi, daha fazla ilerleme riskinin
degerlendirilmesi, tedavinin olast kotii sonuglarinin analizi ve hastaligin hastanin genel
sagligini olumsuz etkileme riskinin degerlendirilmesi de dahil olmak iizere biyolojik

ozellikler hakkinda daha fazla bilgi icerir (Tonetti ve ark., 2018).

Bir siniflandirma sisteminin en 6nemli yonlerinden biri, periodontitisin ilerleme
hizindaki degisikligi dogru bir sekilde agiklamasidir. Bu kritere iliskin endise,
cogunlukla dogrudan kanit yoklugunda ilk muayenede ilerleme oraninin nasil
degerlendirilecegi tizerine olmustur (Tonetti ve ark., 2018). Taninan risk faktorleri daha
once periodontitis siniflandirma sistemine dahil edilmemistir. Risk faktorlerinin
periodontitis ve tedavisine yanitinin nasil etkiledigine dair gelismis bilgi, periodontitis
smniflandirmasinda risk faktorlerinin dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir

(Chambrone ve ark., 2010; McGuire ve Nunn, 1996, 1999; Tonetti ve ark., 2018).



Tablo 2.2.: Periodontitis-Derecelendirme Sistemi (Tonetti ve ark., 2018)

13

Derece A: Derece B: Derece C:
Yavas Orta hizla Hizh ilerleme
DERECE ilerleme ilerleme
Ilerlemenin | Radyografik 5 yil sonunda 5 yil sonunda<2 5 yil sonunda>2
dogrudan kemik kaybi bir kayip yok mm kayip mm kay1ip
kanitlar1 veya KAK
Kemik <0,25 0,25-1.0 >1,0
kayb1%/yas
Birincil .Biyofilm"
Ve . ) o miktarina gore
llerlemenin Vaka Diisiik seviyeli Biyofilm abartili yikim.
dolayh fenotipi yikima sebep miktart ile Hizli ilerleyen
kanitlari olan agir orantili ve erken
biyofilm yikim baslangigh
spesifik hastalik
donemlerini
diistindiiren
modeller
Sigara Sigara Giinde<10 Giinde>10
Dereceyi icmiyor adet igiyor adet igiyor
modifiye Risk
eden faktorleri DM Normal HbA1C<7.0 HbA1C>7.0
faktorler olan DM olan
hastas1 DM hastasi
Periodontitisin Yiiksek
sistemik Enflamatuvar | duyarlikl <1 mg/L 1-3 mg/L >3 mg/L
etkisinin riski Tk CRP
yil
(hsCRP)

*HbA1C: Hemoglobin A1C

Derece A, 5 yildan fazla siirede gozlenen radyografik kemik kayb1 ya da KAK

yoktur. Hastalarda kemik kaybi yiizdesinin yasa orani 0,25’ten azdir. Fazla miktarda

biyofilm bulunur ama diisiik seviyede yikim s6z konusudur. Hastalarda DM ve sigara

kullanim1 Oykiisii yoktur. Yiiksek duyarlikli C reaktif protein (hsCRP) seviyesi 1

mg/L’den azdir (Tonetti ve ark., 2018).

Derece B, 5 yildan fazla siirede gozlenen radyografik kemik kaybi1 veya KAK 2

mm’den azdir. Hastalarda kemik kaybi yilizdesinin yasa orani 0,25-1,0 arasindadir.

Biyofilm miktar ile orantili bir yikim vardir. Hastalarda giinlilk sigara kullanimi 10
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sigaradan daha azdir. DM oykiisii olan hastalarda hemoglobin A1C (HbA1C) %7’den
diistiktiir ve hsCRP seviyesi 1-3 mg/L arasindadir (Tonetti ve ark., 2018).

Derece C, 5 yildan fazla siirede gozlenen radyografik kemik kayb1 veya KAK 2
mm ve lizerindedir. Hastalarda kemik kaybi ylizdesinin yasa orani 1’den fazladir.
Biyofilm miktarina gore abartili yikim vardir. Hizli ilerleyen ve erken baslangich
spesifik hastalik donemlerini isaret eder. Hastalarda giinliik sigara kullanimi 10
sigaradan fazladir. DM hastalarinda HbA1C %7 veya daha fazladir ve hsCRP seviyesi 3

mg/L’den fazladir (Tonetti ve ark., 2018).

2.3.3. Nekrotize Periodontitis

Nekrotize periodontitis, belirgin bir bakteri istilasi ve epitelde {ilser ile
karakterize enflamatuvar bir siirectir. Nekrotize periodontitis, interdental papil nekrozu,
dis eti kanamasi, agiz kokusu, agr1 ve hizli kemik kaybi ile karakterize belirgin bir
patofizyolojiye sahiptir. Nekrotize periodontal hastaliklar ve kosullar, konak bagisiklik
sisteminde ciddi bozulma ile giiclii bir sekilde iliskilidir. HIV (Insan Bagisiklik
Yetmezligi  Virtsti)/AIDS (Kazanilmis Bagisiklik  Yetersizligi  Sendromu) gibi
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar, ciddi yetersiz beslenme veya viral enfeksiyon

gibi durumlar yatkinliga sebep olabilir (Herrera ve ark., 2018).

2.3.4. Sistemik Hastaliklarin Bir Belirtisi Olarak Periodontitis

Sistemik hastaliklarin bir belirtisi olarak periodontitis, hastaligin ¢ok faktorlii
etiyolojisini, hastaligin risk ve yonetiminin komplekslik seviyesini dikkate alir. Sistemik
hastaliklarin bir belirtisi olarak periodontitis kategorisi, siniflandirilmis periodontitis

vakalarinin {icte birinden fazlasini olusturur. Bu sistemik hastaliklarin, periodontal
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enflamasyon iizerindeki etkisi ile periodontal doku kaybi {izerinde biiyiik bir etkisi

vardir (Albandar ve ark., 2018).

Sistemik hastaliklar ve durumlar periodontitise duyarlilifi arttirabilir, aym
zamanda periodontal hastaliklar da sistemik sagligi onemli derecede etkileyebilir
(Mealey ve Klokkevold, 2006). Sistemik bozukluklar, immiinolojik cevab1 (6rn. 16kosit
adezyon eksikligi sendromlari), oral mukozayi, dis eti dokusunu (6rn. Epidermolizis
Biilloza), bag dokularini (6rn. Sistemik Lupus, Ehlers-Danlos sendromu), metabolik
veya endokrin bozukluklart (6rn. obezite, osteoporoz, DM) etkileyerek periodontal
enflamasyonu etkileyebilir. Benzer sekilde, sistemik enflamatuvar hastaliklar
periodontal sagligi ve periodontitisin patogenezini etkileyebilir (Albandar ve ark.,

2018).

Periodontitis kategorisinin ayiric1 tanisi, nekrotize periodontitisin hikayesine ve
spesifik bulgularina ya da bagisiklik yanitin1 degistiren bir sistemik hastaligin varligina
veya yokluguna dayanir. Bu durumlar disindaki kriterleri karsilayan periodontitis klinik
vakalarina periodontitis tanis1 konulmali ve daha sonra bir evreleme ve derecelendirme

sistemi kullanilarak karakterize edilmelidir (Tonetti ve ark., 2018).

Bir hastanin periodontitis tanisinda evrelemesi ve derecelendirilmesi adim adim

Tablo 2.3.'te agiklanmaktadir.
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Tablo 2.3.: Evreleme ve Derecelendirme Sisteminin Uygulanmasi (Tonetti ve ark.,
2018)

Adim 1: o Full-mouth sondlama derinlikleri
Hastalig1 belirlemek i¢in o Full-mouth radyografiler
genel olarak o Kaybedilen dis
degerlendirme Hafif ve orta derecede periodontitis tipik olarak evre | veya evre Il olacaktir.
Adim 2: Hafif ve orta derecede periodontitis igin (tipik olarak Evre I veya Evre II):

o KAK varliginin dogrulanmasi
o  Periodontitis kaynakli olmayan faktorlerin elimine edilmesi
Evre Belirleme o  Maksimum KAK veya radyografik kemik kaybinin belirlenmesi
o Radyografik kemik kayb1 paternlerinin dogrulanmasi
Orta ve siddetli periodontitis i¢in (tipik olarak Evre 111 veya Evre 1V):
o  Maksimum KAK veya radyografik kemik kaybinin belirlenmesi

Adim 3: o  Radyografik kemik kaybinin yasa gore hesaplanmasi
o Risk faktorlerinin degerlendirilmesi (sigara, DM)
Derece Belirleme o Detertraj ve kok yiizeyi diizlemesi ile plak kontroliine yanitt
o  Ayrmtili risk degerlendirmesi yapilmasi
Adim 4: Evre | veya evre I, Derece A veya Derece B:
o  Standart cerrahi gerektirmeyen periodontal tedavi
Tedavi Plan Evre Il veya evre IV:

o  Kompleks ve/veya multidisipliner tedavi

2.4. PERIODONTAL HASTALIKLARIN TEDAVISI

Periodontal hastaliklarin teshis ve prognozunun belirlenmesinden sonra tedavi
planlamasi yapilir. Amag, saglikli bir periodontal ortamda fonksiyonel bir dentisyon
olusturmak ve bu durumu devam ettirmek i¢in gerekli tiim islemlerin diizenlenmesidir
(Newman ve ark., 2018).

Hastada oncelikle acil olarak yapilmasi gereken islemler yapilir. Bu islemler,
agrinin giderilmesi, akut enfeksiyon tedavisi, travmatik lezyon tedavisi ve defektif
restorasyonlarin  diizeltilmesidir. Kapsamli periodontal degerlendirme yapilarak
prognozu kot olan dislerin gekilmesi gerekir (Newman ve ark., 2018).

Cerrahi olmayan tedavi, Faz | tedavi, peridontal tedavinin ilk basamagidir.
Gingival ve periodontal hastaligin sebebi olan etiyoloji ortadan kaldirilir yani amaci

hastaligin ilerlemesini durdurmak ve dentisyonu saglikli hale getirmektir. Faz I tedavi,
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ag1z hijyeninin degerlendirilmesi ve egitimini, subgingival ve supragingival detertraji,
kok yilizeyi diizlemesini, gingival ve subgingival kiiretaji, Kusurlu restorasyonlarin
diizeltilmesini ve ¢lirik lezyonlarmin tedavisini igermelidir. Gingival enflamasyonun
primer etiyolojik ajan1 mikrobiyal dental plak oldugu igin giinliik plak kontroliiniin
hasta tarafindan saglanmasi tedavinin birincil hedefidir ve plak birikimini arttiran lokal
faktorlerin elimine edilmesi ¢ok onemlidir. Faz | tedavi planindan 6nce; hastanin genel
saglik durumu ve tedaviye toleransi, mevcut dislerin sayisi, subgingival distas1 varlig
ve miktari, cep derinligi ve atagman kaybi gibi durumlar dikkate alinmalidir. Dis
taglarinin  uzaklastirilmasinda; Kretuvarlar, kiiretler, ultrasonikler veya bunlarin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Tedaviden sonra enflamatuvar hiicre sayisinda
azalma, eritem ve 6dem gibi enflamasyonun klinik belirtilerinde azalma goriilmektedir.
Faz I tedavi sonrasinda 5 mm ve daha fazla atagman kayb1 ve cep derinligi varliginda
cerrahi periodontal tedavi (Faz Il tedavi) planlanmalidir. Faz Il tedavide periodontal
operasyonlar (mukogingival cerrahiler, kuron boyu uzatma vb.), implant uygulamasi ve
endodontik tedaviler yer almaktadir. Faz III tedavide son restorasyonlar yapilir (Sabit ve
hareketli protezler, gegici dolgularin daimi dolgu olarak tamamlanmasi vb.). Idame
fazinda (Faz IV tedavi) oral hijyenin tekrar degerlendirilmesi, gerekirse oral hijyen
egitiminin tekrarlanmasi, hastalik niiksiiniin degerlendirilmesi, periodontal/restoratif
tedavinin tekrar planlanmas: ve kontrol seans araliklarinin degerlendirilerek sonraki
kontrol seansi i¢in plan yapilmasi gerekir (Newman ve ark., 2018). Periodontal tedavi

fazlar1 Sekil 2.3.’te gosterilmistir.
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 Acil Tedavi J

Faz Il w " _FazIII

Sekil 2.3.: Periodontal Tedavi Fazlar1

2.5. DIABETES MELLITUS

2.5.1. Tanim

Diabetes Mellitus, insiilin eksikligi veya insiilin etkisindeki defektler nedeniyle
organizmanin yag, Karbonhidrat ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, kronik
seyirli ve siirekli tibbi bakim gerektiren bir metabolizma bozuklugudur (Amerikan
Diyabet Dernegi (ADA), 2008). Hastaligin, kronik (retinal, renal, noral, kardiyak ve
vaskiiler) sekellerinden korunmak ve akut komplikasyon riskini azaltmak icin saglik
calisganlarmin ve hastalarin sitirekli egitimi sarttir (Tirkiye Endokrinoloji ve

Metaboloizma Dernegi (TEMD), 2020).

Tiirkiye’de 2013 yilinda yapilan ¢aligmada yaklasik 6,5 milyon kisinin DM
hastas1 oldugu tahmin edilmektedir (Satman ve ark., 2013). Ayrica 2035 yilina kadar
DM hasta sayisinin 592 milyona ¢ikmasinin beklendigi bildirilmistir (Boyle ve ark.,

2010).
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2.5.2. Tam Kriterleri

Diabetes Mellitus tanis1 dort yontemden Dbirisi ile konulabilir. DM
semptomlarinin ¢ok agir olmadig1 durumlar haricinde, taninin sonraki giinlerde, ayni
veya farkli bir yontemle dogrulanmasi gerekir. Baglangigta farkli testler yapilmis ve test
sonuglart uyumsuz sonuglanmis olabilir. Bu durumda sonucu esik degerin tistiinde ¢ikan
test tekrarlanmalidir ve aymi sekilde sonug tanisal ise DM tanis1 konulmalidir (Diinya

Saglik Orgiitii (WHO), 1999; Selvin ve ark., 2018).

Amerikan Diyabet Dernegi’nin DM igin 6nerdigi tani kriterleri Tablo 2.4.‘te

Ozetlenmistir (ADA, 2020).

Tablo 2.4.: Diabetes Mellitus Tan1 Kriterleri

APG>126 mg/dL. (>8 saat aglik)

OGTT sirasinda 2. saat PG>200 mg/dL. Test, suda ¢oziindiiriilmiis 75 g susuz glikoz
esdegerini igeren bir glikoz yiikii kullanlarak Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tarif
edildigi gibi yapilmalidir.

HbA1C>%6,5. Test, standartlara uygun bir yontem kullanilarak yapilmalidir.

Klasik hiperglisemi veya hiperglisemik kriz semptomlari olan bir hastada, rastgele
plazma glikozu>200 mg/dL.

*APG: Aclik plazma glikoz diizeyi *OGTT: Oral glikoz tolerans testi *PG: Plazma glikoz diizeyi

Standart OGTT yapilmasi (75 g glukoz), en az 8 saat siireyle aglik sonrasi sabah
Ol¢iilen APG diizeyine dayanan tan1 yontemine gore daha spesifik ve hassastir. Fakat bu
testin ayn1 kiside farkli giinlerdeki degiskenliginin yiliksek olusu ve maliyetli olmasi

rutin kullanimimi giiclestirmektedir. APG’nin ucuz olmasi ve kolay uygulanabilmesi
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Klinik kullanimini artirmaktadir. OGTT, APG’den daha az tekrarlanabilir olsa da DM ya
da prediyabetin tespiti i¢in daha duyarhdir. Belirgin bir klinik baglangici olan tip 1 DM

tanisi i¢in cogu zaman OGTT yapilmasi gerekmez (TEMD, 2020) .

Tam1 testi olarak HDALC wuzun yillar Onerilmemistir. Bunun sebebi
standardizasyonundaki sorunlar ve tani esigindeki belirsizliklerdir. Ama son yillarda
prognostik 6nemi ile ilgili kanitlarin artmasi sonucunda HbA1C’nin tani testi olarak
kullanilmas: kabul edilmistir (Gillett, 2009). Uluslararasi Klinik Kimyacilar ve
Laboratuvar Tibbi Federasyonu, Avrupa Diyabet Calismalari Dernegi, Amerikan
Diyabet Birligi ve Uluslararasi Diyabet Federasyonu DM tanist i¢in HbA1C sinir

noktasini %6,5 olarak belirlemislerdir (Gillett, 2009).

2.5.3. Diabetes Mellitus Semptomlari

Klasik semptomlar:

o Poliiiri

o Polidipsi

o Polifaji veya istahsizlik
o Halsizlik, cabuk yorulma
o Agiz kurulugu

o Noktiri

Daha az goriilen semptomlar:
o Bulanik goérme
o Aciklanamayan kilo kaybi1

Inatc1 enfeksiyonlar

(@]

(@]

Kasint1 (TEMD, 2020).
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2.6. DIABETES MELLITUS SINIFLAMASI

Diabetes Mellitus siniflamasinda dort klinik tip yer almaktadir. Primer (tip 1
DM, tip 2 DM ve gestasyonel DM) ve sekonder DM formlari vardir. Tip 1 ve tip 2 DM,
klinik olarak baslama durumu ve ilerleme siiregleri ile heterojen hastaliklardir. Tip 1
DM’nin, ¢ocuk ve genglerde diyabetik ketoasidoz (DKA) ya da akut hiperglisemi ile
basladigi, Tip 2 DM’nin ise eriskinlerde daha yavas ve hafif seyirli olarak basladig
kabul edilebilir ancak bazi olgular bu tanima uymaz. Kesin siniflamanin yapilmasi

baslangicta zor olabilir (TEMD, 2020).

2.6.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

2.6.1.1. Fizyopatoloji/Etiyoloji

Tip 1 DM hastalarinda mutlak insiilin eksikligi vardir. Hastalarin %10’unda
otoimmiin olmayan, %90’mnda otoimmiin 3 hiicre yikimi vardir. Genetik yatkinligi olan
bireylerde tetikleyici gevresel faktorler (toksinler, viriisler, emosyonel stres) nedeniyle
otoimmiinite tetiklenir. Ilerleyici B hiicre hasar1 baslar. Klinik DM semptomlar: B hiicre
rezervi %80-90 oraninda azaldig1 zaman ortaya ¢ikar (Ozyazar, 2005; Zimmet ve ark.,

1994).

Genellikle akut klinik tablo ile karakterize olan tip 1 DM’de, tan1 esnasinda
HbAL1C degeri yiiksek olmayabilir. Tip 1 DM tanisinda HbA1C’ye kiyasla APG

yiiksekligi dikkate alinmalidir (TEMD, 2020).
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2.6.1.2. Ozellikleri

Hastalik genellikle 30 yas altinda baslar. Hastaligin ii¢ pik dénemi vardir (okul
oncesi, puberte ve ge¢ adolesan donemi). Polidipsi, agiz kurulugu, poliiiri, aglik hissi,
kilo kayb1 ve yorgunluk gibi hiperglisemi ile iliskili semptom ve bulgular akut olarak
ortaya ¢ikar. Tip 1 DM hastalar1 genellikle normal veya zayif kilodadirlar ve DKA’ya

yatkindirlar (TEMD, 2020).

2.6.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

2.6.2.1.Fizyopatoloji/Etiyoloji

o Insitilin direnci

Hiicre-reseptor defekti mevcuttur. Buna bagli olarak insiilin kullaniminda ortaya
¢ikan sorunlar nedeniyle glukoz hiicre igine alinip enerji olarak kullanilamaz. Ozellikle

kas ve yag gibi periferik dokularda insiilin etkisi yetersiz kalir (Eizirik ve ark., 2020).

o [Insiilin sekresyonunda azalma

Pankreastan insiilin salgilanmasi yetersizdir ve karacigerde ise glukoz sentezi
asirt miktarda artmigtir. Karacigerde glikoz sentezinin artisindan insiilin sekresyonu
defekti ve kortizol, biliylime hormonu, adrenalin gibi kontra-insiiliner hormonlar
sorumludur. Insiilin direnci siklikla tip 2 DM’nin dncesinden baslar ve uzun siire
tabloya hakim olur. insiilin sekresyonunda azalma ise ileri donem DM’de 6n plandadir

(Eizirik ve ark., 2020).
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2.6.2.2. Ozellikleri

Hastalik genellikle 30 yas iistii ortaya cikar, fakat ¢ocukluk ve adolesan
donemlerinde artan obezite nedeni ile tip 2 DM vakalarinda artis olmustur. Genetik
yatkinlik mevcuttur. Hastalar genellikle obez veya Kkiloludur. Bir¢ok hastada
asemptomatiktir. Gormede bulaniklik, el-ayak uyusmasi, karincalanma, tekrarlayan
enfeksiyonlar veya yara iyilesmesinde gecikmesi gibi sikayetlerle Kklinige
bagvurabilirler. Baslangigta DKA’ya yatkin degildir, ama uzun siireli hiperglisemi
tablosunda ya da B hiicre rezervinin azaldigi ileri donemlerde DKA goériilebilir (TEMD,

2020).

2.6.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Gebelige bagl insiilin direnci veya genetik yatkinlik sonucu ortaya cikar.
Genellikle semptomsuzdur ve dogum sonrasinda diizelir. Tip 2 DM igin risk faktoriidiir

(Price ve ark., 2020).

2.7. PERIODONTITIS VE DIABETES MELLITUS ARASINDAKI ILiSKi

Diabetes Mellitus hastalarinda, bir¢ok oral degisiklik meydana gelmektedir.
Bunlar mukozada kuruluk ve ¢atlama, tiikiiriik akisinin azalmasi, agiz ve dilde yanma
hissi, kandida enfeksiyonlari, seliozis, gingivada biiyiimeler ve polipler, abse

formasyonu, periodontitis ve dis kayb1 gibi durumlardir (Newman ve ark., 2002).

Diabetes Mellitus aslinda dogrudan gingivitise veya periodontitise neden
olmamaktadir. Periodontal dokularin lokal faktorlere karsi yanitin1 degistirerek,
periodontal dokularin 1iyilesmesini  geciktirmekte ve kemik rezorpsiyonunu

hizlandirmaktadir. DM’li hastalarda gingival enflamasyonun prevalansinin ve siddetinin
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yiiksek oldugu gosterilmistir (Cianciola ve ark., 1982; Newman ve ark., 2002). DM
konak immiinoenflamatuvar reaksiyonlarda ve doku homeostazinda degisiklik yaparak
periodonsiyumu etkiler. Periodontal enfeksiyonlarda gerekli olan nétrofil, monosit ve
makrofaj gibi savunma hiicrelerinin fonksiyonunu degistirir (Southerland ve ark., 2006).
DM hastalarinda nétrofillerin kemotaksis ve fagositik gibi aktiviteleri azalmistir bu da
bakteriyel proliferasyonla sonuglanir. Béylece periodontal enflamasyon ve destriiksiyon

artar (lacono ve ark., 1985; Manouchehr-Pour ve ark., 1981).

Periodontitisin DM’nin komplikasyonlarindan biri olmasi aragtirmacilarca kabul
goren ortak bir hipotezdir (Nassar ve ark., 2007; Southerland ve ark., 2006; Taylor,
2001). DM’nin periodontitis igin bir risk faktorii oldugu kesin olarak dogrulanmistir
(Chavarry ve ark., 2009; Khader ve ark., 2006; Salvi ve ark., 2008). DM’li bireylerde
periodontitis riski diyabetik olmayan bireylere gore yaklasik ti¢ kat artmaktadir (Mealey
ve Ocampo, 2007). Artmis riskin belirlenmesinde glisemik kontrol seviyesi ¢ok
onemlidir. HbA1C diizeyi>%?9 olan bireyler, sistemik olarak saglikli bireylerden 6nemli

oOl¢lide daha yiiksek periodontitis prevalansina sahiptir (Tsai ve ark., 2002).

Periodontitisin, sadece lokalize oral bir enfeksiyon degil, bireylerin sistemik
fizyolojisini degistirebilen subklinik bir kronik enfeksiyon oldugu kabul edilir
(lacopino, 2001). DM ve periodontitis arasindaki “iki yonli” iliskiye ¢ok Onem
verilmistir. DM sadece periodontitis i¢in bir risk faktorii degildir, ayn1 zamanda
periodontitisin glisemik kontrol {izerinde olumsuz bir etkisi olabilir (Taylor, 2001). Bu
hipotez ilk defa Gila Nehri Kizilderili toplulugunda yapilan bir arastirma ile
incelenmistir. Calisma sonucunda siddetli periodontal hastaligin diisiik glisemik kontrol
icin bir risk faktorii oldugu ve insiilinden bagimsiz DM tedavisinde periodontal

tedavinin dnemi vurgulamistir. Periodontal hastaligin tedavisi sonucunda bu hastalarda
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HbA1C degerinde yaklasik %0,4'lik azalma raporu ile metabolik kontroliin

iyilestirilebilecegini kanitlamislardir (Taylor ve ark., 1996).

Cesitli caligmalar; retinopati, diyabetik noropati, nefropati, proteiniiri ve
kardiyovaskiiler ~komplikasyonlar da dahil olmak {izere DM ile iliskili
komplikasyonlarin prevalansinin ve siddetinin periodontitisin siddeti ile iliskili
oldugunu bildirmistir (Karjalainen ve ark., 1994; Moore ve ark., 1999; Moore ve ark.,

1998; Thorstensson, Kuylenstierna, ve ark., 1996).

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE'ler), enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlar
zinciri yoluyla serum ve cesitli dokularda geri doniisiimsiiz olarak olusan heterojen bir
kompleks bilesikler grubudur (Vlassara ve ark., 2008). AGE, romatoid artrit, osteoporoz
ve yaslanma gibi diger bazi durumlarin yani sira retinopati, nefropati, ndropati ve
kardiyomiyopati gibi diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde énemli bir rol oynar
(Singh ve ark., 2014). AGE'ler ile periodontal hastaliklarin seyri ve siddeti arasinda bir

baglant1 oldugu gosterilmistir (Pietropaoli ve ark., 2012).

AGE'ler, oksidatif stres ve hiicre 6liimiine yol agan reaktif oksijen tiirleri (ROT)
olusumuna katkida bulunur (Alikhani ve ark., 2007). AGE'lerin enflamatuvar yaniti,
hiperglisemi ve enflamatuvar sitokinleri indiikleyen hiicre apoptozunu ve DM’nin
indiikledigi periodontitis, kemik kaybini ve periodontitis kaynakli insiilin direncini

arttirdi@r bildirilmistir (Chen ve ark., 2012).

DM’nin ve periodontitisin multifaktoriyel hastaliklar olmasi, patogenezlerinin
benzerligi, immiinolojik ve genetik bazi ortak noktalarinin bulunmasi, hastaliklardan

birinin tedavisi ile digerinde diizelme saglandiginin goriilmesi bu iki hastaligin
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tedavisinin kombine olarak yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir (Al-Mubarak ve

ark., 2002; Campus ve ark., 2005).

2.8. ENDOPLAZMIiK RETiKULUM

Endoplazmik retikulum (ER), tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan hayati bir
organeldir. Birbirine bagl, dallanmis membrandz tiibiiller, vezikiiller ve gesitli
fonksiyonlara sahip ayr1 bir hiicre alt bolmesi bulunan sisternalardan olusur. Graniillii
ER’nin, dis yiizeyinde ribozomlar vardir; protein sentezi (membran ve ekstraselliiler
matriks proteinleri gibi) ve salgilanmasinda O6nemli bir rol oynar. Graniilsiiz ER,
ribozomsuzdur ve protein sentezinde gorev almaz, ancak yag asitleri ve fosfolipitlerin
sentezi, lipit ¢ift katmanlarinin birlestirilmesi, karbonhidrat metabolizmasi ve kalsiyum

homeostazinin diizenlenmesi i¢in merkezi bir 6neme sahiptir (Alberts ve ark., 2008).

2.9. ENDOPLAZMIiK RETIiKULUM STRESI

ER oldukca dinamik bir organeldir, fonksiyonlar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre
mikrogevresinde ¢ok sayida parametrelerden dnemli &lgiide etkilenebilir. Ornegin,
oksijen (hipoksi) veya glikoz, hipertermi, asidoz, kalsiyum seviyeleri, redoks ortamu,
enerji seviyeleri ve diger faktorler ER'nin diizgiin ¢aligmasini etkileyebilir ve bozabilir,

ER stresiyle sonuclanir ve ER liimeninde protein katlanmasini etkiler (Schonthal, 2012).

Protein katlanmasi, saperon proteinlerinin ve foldazlarin yani sira uygun
kalsiyum seviyelerine ve oksitleyici bir ortamin etkilesime bagli karmasik bir siiregtir.
ER stresi bu siireci bozar. Katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine
neden olur, bu da katlanmamis protein yanit1 (KPY) adi verilen spesifik bir hiicresel

siirecin aktivasyonuna yol agar (Malhotra ve Kaufman, 2007; Ron ve Walter, 2007).
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2.9.1. Katlanmams Protein Yamti

Katlanmamis, yanlis katlanmis, ¢6ziinmeyen veya hasar gormiis proteinlerin
birikimi hiicresel fonksiyonlara geri doniilemez sekilde zarar verebilir ve bdylece
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in proteotoksik bir tehdit olusturabilir. Birkag¢ hiicresel
mekanizma bu riski iyilestirmek i¢in koordineli olarak islev goriir. Bunlar arasinda en
onemli olani, dogru protein katlanmasi ve genel olarak uygun protein islemeyi

amaglayan KPY'nin temel islevidir (Bernales ve ark., 2006).

Bununla birlikte, terminal olarak yanlis katlanan proteinler, yani onarilamayan
proteinler, iki ayri islemden biri ile hiicreden uzaklastirilir. Birincisi, hasarli proteinleri
sitoplazmaya geri gonderen ve bunlari degradasyon ve klerens i¢in proteazoma ileten
ER ile iligkili bozulmadir (ERIB). Digeri ise, hasarli proteinlerin diger hiicresel
debrislerle birlikte juktaniikleer komplekslere sikistirilarak otofaji yoluyla geri

dontistiiriilmesidir (Schonthal, 2012).

Fazlalik veya kusurlu hiicresel bilesenlerin geri doniisiimii i¢in hiicresel bir
mekanizma olan otofaji, ER stresiyle baglantili bulunmustur. Bir¢ok ¢alisma siddetli ER
stresinin otofajik siireci aktive ettigini ve tersine otofajinin bloke edilmesinin siddetli
ER stresi ve hiicre 6liimiine yol agtigin1 géstermistir (Ding ve ark., 2007; Ogata ve ark.,

2006; Yin ve ark., 2012; Yorimitsu ve ark., 2006).

ER stresine ultrastriiktiirel tepki olarak, ER liimeni belirgin genisleme gosterir.
Ornegin, maya hiicreleri ER hacmini KPY indiikleme kosullar1 altinda en az 5 kat
genisletmektedir ve benzer etkiler memeli hiicrelerinde de in vitro ve in vivo olarak
dogrulanmistir (Bernales ve ark., 2006; Hartley ve ark., 2010; Raposo ve ark., 1995;

Welihinda ve ark., 1999; Zuber ve ark., 2004). ER liimeninin bu genislemesinin,
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Ozellikle ER stresini yonetmek i¢in sentezlenen mediyatorler basta olmak iizere, artan

liimenal bilesenleri barindirmak i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Despa, 2009).

Katlanmamis protein yaniti, hafif veya kisa siireli streste, baslangi¢ stresinin
notralizasyonuna veya buna adaptasyonuna yol agan bir yanit modiliiniin
aktivasyonunu tetikledigi bir dikotomik yin-yang o&zelligi (ters ozelliklerin
etkilesimlerinin bir biitiin olarak dengede bulunmasi hali) gosterir. Ancak siddetli veya
uzun stireli streste hiicre 6liimiine yol agacak bir proapoptotik modiiliin aktivasyonunu
destekler. Her iki durumda da, baslangi¢ sinyali ER zar1 boyunca, sitoplazma yoluyla ve
cekirdege iletilir. Gen ekspresyon paternlerindeki degisiklikler; adaptasyonu, sag kalimi

ya da apoptozu etkiler (Schonthal, 2012).

2.10. ENDOPLAZMIK RETIiKULUM STRESINDE KiLiT UNSURLAR

2.10.1. Ana Regiilator GRP78 (Glukozla diizenlenen protein 78)

Endoplazmik retikulumun yerlesik proteinleri arasinda, GRP78 bulunmaktadir.
Kalsiyum baglama ve protein isleme fonksiyonuna ek olarak, erken ER stres/KPY
sinyal yolaginin ana baglaticist olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Lee, 2001; Lee ve
ark., 1981). Bazal ekspresyona gore onemli Olgiide artmig GRP78 proteini miktart,
hiicresel ER stresinin varlig1 i¢in yerlesik bir gosterge ve belirte¢ haline gelmistir
(Healy ve ark., 2009; Luo ve Lee, 2013; Zhang ve Zhang, 2010). GRP78, iiyelerinin
birgogu ER iginde saperon olarak nitelendirilen 1s1 sok proteini 70 protein ailesine aittir.
Streslenmemis hiicrelerde, ER liiminal GRP78'in bir kismi {i¢ farkli ER transmembran

proteinine baglanir (Glembotski ve ark., 2019).
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Giliniimiize kadar KPY sensorii olarak {i¢ transmembran proteini tanimlanmistir:

1. Cift zincirli RNA ile aktive edilen protein kinaz (PKR) -benzeri ER kinaz

(PERK)

2. Inositol gerektiren kinaz/endoriboniikleaz 1 (IRE1)

3. Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) (Fels ve Koumenis, 2006; Ron

ve Hubbard, 2008; Sommer ve Jarosch, 2002).

GRP78’in bu proteinlerin ER liiminal alanlarina baglanmasi, aktivitelerinin
baskilanmasini saglar ve bu proteinleri inaktif bir durumda tutar. ER stresi ve yanlig
katlanmis veya katlanmamis proteinlerin es zamanli birikimi tizerine GRP78, protein
katlanmasi ihtiyacini arttirmak i¢in PERK, IRE1 ve ATF6'dan ayrilir. Sonug olarak,
GRP78'den ayrilma, bu transmembran proteinlerinin {i¢iiniin de aktivasyonuna neden

olur (Malhotra ve Kaufman, 2007; Parmar ve Schroder, 2012; Ron ve Walter, 2007).

2.10.2. PERK Sinyal Yolag

PERK aktivasyonu, homodimerizasyonu ve otofosforilasyonu igerir, bunu ana
substratinin fosforilasyonu, Okaryotik baslatma faktorii 2 alfa (elF2a) takip eder.
elF2a'nin fosforilasyonu, genel protein sentezini azaltir, bdylece birikmis yanlis
katlanmig proteinlerden sitotoksik tehdidin giderilmesini desteklemek igin ER'ye protein
girisini azaltir (Harding ve ark., 2000).

Ayn1 zamanda, elF2a'nin fosforilasyonu AUG baglatma kodonu kullaniminin
etkinligini degistirir. lyilesme ve adaptasyonu destekleyen bir dizi genin uyarilmasimi
saglayan aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4) ayn1 zamanda paradoksal olarak,
uzun siireli ER stresi sirasinda, genis bir gen yelpazesini diizenleyen bir transkripsiyon

faktortdiir (Fels ve Koumenis, 2006). ATF4 ile diizenlenen genler arasinda, asirt ER
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stresi durumunda apoptotik programi baslatmak i¢in 6nemli olan anahtar transkripsiyon
faktori CCAAT arttirict baglayict homolog proteini (CHOP) kodlayan gen de

mevcuttur (Nishitoh, 2012).

elF2a'nin yani sira, niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2), PERK ile
fosforilasyon igin ikinci bir substrat1 temsil eder. Aktivasyon iizerine, bu transkripsiyon
faktorii ¢ekirdege geger; antioksidan proteinleri ve detoksifiye edici enzimleri kodlayan
genleri aktive eder (Cullinan ve Diehl, 2004). ER stresi, ROT birikimini i¢erebilecegi ve
boylece oksidatif stres durumunu destekleyebilecegi i¢in Nrf2, redoks homeostazindaki
bu tiir diizensizliklerle miicadelede kritik bir rol oynar (Cullinan ve Diehl, 2006).
Nrf2'nin bu savunmaci roliiniin 6nemi, Nrf2 eksik hiicrelerin ER stresine maruz
kaldiktan sonra hiicre Sliimiini biiyiik Ol¢lide arttirdigi bulgulartyla vurgulanmistir

(Cullinan ve ark., 2003).
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Sekil 2.4.: PERK-Bagimli Katlanmamis Protein Yaniti

Normal fizyolojik kosullar altinda, ER transmembran reseptériic PERK, GRP78 saperonlart ile iligkili
oldugu i¢in inaktif bir durumda bulunur. ER stresinde katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlerin ER
stresi altinda birikmesine yanit olarak GRP78, PERK liimenal alanindan ayrilir. Bu, elF2'nin o alt
birimlerini fosforile etme yetenegine sahip aktif bir kinaz haline gelen PERK'in oligomerizasyonu ve
transotofosforilasyonuna yol agar. Sonug, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina neden olan protein
translasyonunun baskilanmasi ve ayrica hiicre homeostazim1  diizeltmekten sorumlu genlerin
ekspresyonunu arttiran ATF4'in translasyonunun indiiklenmesidir. Uzun siireli ER stresi altinda,
proadaptif KPY basgarisiz oldugunda, PERK ayrica apoptozu destekleyen CHOP'un aktivasyonu yoluyla
proapoptotik sinyalleri tetikleyebilir (Rozpedek ve ark., 2016).
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2.10.3. IRE1 Sinyal Yolag

IRE1'in aktivasyonu KPY'nin en fazla korunan sinyalleme dalimi temsil eder
(Kohno, 2010; Patil ve Walter, 2001). Sitozolik alaninda serin/treonin protein kinaz ve
endoriboniikleaz (RNaz) aktivitesine sahip iki fonksiyonlu bir enzimdir. GRP78
tarafindan baskilanmadan salinmasi, aktivasyon siirecinin bir pargasi olarak

homodimerizasyonunu ve otofosforilasyonunu tetikler (Parmar ve Schroder, 2012).

Aktive edilmis IREl, X kutusu baglayict protein 1'1 (XBP1) kodlayan
mRNA'dan 26 bazlik bir pargay1 ayirir. Bunun sonucunda eklenmis XBP1'ler; ERIB ve
protein katlanmasinda yer alan genlerin ekspresyonunu kontrol eden giiglii bir
transkripsiyon faktoriiniin yani sira ER stresi sirasinda ER membranlarinin genislemesi
icin gerekli olan fosfolipitlerin sentezini yonlendiren bir transkripsiyon faktoriiniin

translasyonu ile sonuglanir (Ron ve Hubbard, 2008; Shaffer ve ark., 2004).

IRE1'in ikinci bir fonksiyonu, hiicre 6liimii ile ilgili olarak hiicre kontroliinde yer
alan bir sinyalleme dongiisiiniin aktive edilmesidir. Burada aktive edilmis IRE1, timor
nekroz faktor reseptorii (TNFR) ile iliskili faktor 2 (TRAF2)'yi toplar, bu da apoptoz
sinyal ayarli kinaz 1 (ASK1) ve c-Jun N-terminal kinazin (JNK) aktivasyonuyla

sonuglanir (Nishitoh ve ark., 2002; Urano ve ark., 2000).

Uzun siireli ER stresi sirasinda siirekli JNK aktivitesi, Bcl-2 (B hiicresi lenfoma-
2) protein ailesinin antiapoptotik iiyelerini inhibe eder. Ote yandan JNK, Bid (BH3 ile
etkilesen alan Oliimii agonisti) ve Bim (Bcl-2 ile etkilesen hiicre 6liimii aracis1) gibi
proapoptotik sadece BH3 igeren proteinleri fosforile ve aktive eder. Bu olaylar bir araya
geldiginde Bax (Bcl-2 iliskili X proteini) ve Bak (Bcl-2 antagonist killer 1)'in

oligomerizasyonuna yol agarak dis mitokondriyal membranin gecirgenliginin artmasina
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ve intrinsik apoptotik siirecin yiiriitiilmesine neden olur (Dhanasekaran ve Reddy, 2008;

Jager ve ark., 2012; R. Kim ve ark., 2006).

2.10.4. ATF6 Sinyal Yolag

Cekirdege translokasyonu sonrasinda  ATF6, protein katlanmasina,
salgilanmasia ve ERIB'e katkida bulunan bir dizi genin ekspresyonunu uyarir, bdylece
hiicrenin ER stresi ve birikmis yanlis katlanmig/katlanmamis proteinlerle miicadelesini

destekler (Healy ve ark., 2009; Yamamoto ve ark., 2007).

ATF6 ile diizenlenen genlerin 6rnekleri arasinda GRP78 ve GRP94, XBP1 ve
CHOP yer alir (Adachi ve ark., 2008; Parmar ve Schroder, 2012; Yoshida ve ark.,

2001).

ER STRES
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Sekil 2.5.: PERK, IRE1 ve ATF6 Yolag
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2.11. ENDOPLAZMIK RETIiKULUM STRESINDE APOPTOZ

MEKANIZMALARI

Apoptotik mekanizmanin ana molekiiler bilesenleri, apoptoz sinyalizasyonunun
diizenlenmesi i¢in gerekli olan kaspaz adi verilen sistein proteaz ailesi tarafindan temsil
edilmektedir (Degterev ve ark., 2003). Kaspazlar baslangicta hiicre stresiyle aktive
edilen inaktif prokaspaz olarak gevrilirler. Apoptotik sinyal yolundaki konumlarina gére
iki farkli siifa ayrilirlar. Birinci smif; 8, 9 ve 12 kaspazlarini igeren baslatici
kaspazlardir. ikinci sinif ise, efektdr kaspazlardan olusur ve bu smifin énemli iiyeleri
kaspaz-3, 6 ve 7'dir. Genel olarak, baslatici kaspazlar, hizla apoptoza yol agan kaspaz
dongiistiniin aktivasyonunda onemli bir rol oynar (Chang ve Yang, 2000; Parrish ve

ark., 2013).

Bcl-2 ailesinin proteinleri apoptotik hiicre Olimiiniin iyi karakterize edilmis
diizenleyicileridir (Martinou ve Youle, 2011). Mitokondriyal membranda lokalizedirler
ve kaspazlarin aktivasyonundan sorumludurlar (Breckenridge ve ark., 2003; Tsujimoto,
1998). Bcl-2 gen ailesi, hem 6liim hem de hayatta kalma genleri dahil 20 {iyeden olusur
ve lyeleri antiapoptotik ve proapoptotik olmak tiizere iki fonksiyonel smifa ayrilir
(Renehan ve ark., 2001). Antiapoptotik proteinlerin ¢ogu dort Bcl-2 homolojisi (BH)
alanma sahiptir. Aksine, proapoptotik Bcl-2 protein ailesi iki alt sinifa ayrilir. Bazi
proapoptotik Bcl-2 proteinleri (Bax, Bak,) BH1, BH2 ve BH3 alanlar igerir, ancak
diger proapoptotik Bcl-2 proteinleri sadece bir konservatif alana, yani BH3'e sahiptir
(Coultas ve ark., 2003; Degterev ve ark., 2003; Lomonosova ve Chinnadurai,
2008). Bcl-2 protein ailesi, mitokondriyal dis zarin biitiinliigliniin diizenlenmesi ile
yakindan iligkilidir. Stres kosullart altinda antiapoptotik Bcl-2 proteinleri fonksiyonel

olarak bastirilir. Tersine, Bax ve Bak gibi proapoptotik Bcl-2 proteinleri mitokondriyal
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dis zarin artan gegirgenligini tetikler. Bu durum, proapoptotik mitokondriyal
proteinlerin hiicre sitoplazmasma salinmasma izin veren proteolipid gozenekler
olusturur (Elkholi ve ark., 2011). Mitokondriyal dis zar gegirgenligi apoptozda kritiktir,
eger sitokrom c sitoplazmaya salinirsa apoptozom olarak adlandirilan biiyiik bir kaspaz
aktive edici kompleks olusur. Bu c¢oklu protein kompleksi, sitokrom c¢ harig, hiicre
sitozoliinde aktif olmayan bir durumda bulunan Apaf-1(Apoptotik Peptidaz
Aktiflestirici Faktor 1) ve prokaspaz-9 igerir. Sitokrom c ile hiicresel etkilesimden
sonra, prokaspaz-9 konformasyonel bir degisiklige ugrar ve aktif hale gelir. Sonug
olarak, kaspaz-9, esas olarak hiicre tahribatindan sorumlu ana efektér kaspaz olan

kaspaz-3'iin aktivasyonunu saglar (Baliga ve Kumar, 2003; Cain ve ark., 2002).

Endoplazmik retikulum ve mitokondri sadece yapisal olarak degil, ayn1 zamanda
islevsel olarak da baglanir. Bcl-2 antiapoptotik proteinler hem mitokondriyal dis
membranda hem de ER niikleer membraninda bulunur (Su ve ark., 2014; Zong ve ark.,
2003). Ayrica, Bax ve Bak dahil olmak {izere proapoptotik Bax benzeri proteinler de ER
membraninda lokalizedir. Sitozol i¢ine kalsiyum iyonu kacagi, kaspaza bagli apoptotik
hiicre oliimiine neden olabilir. Sadece BH3 alanina sahip protein grubu ER ile
indiiklenen apoptoz ile ilgilidir. ER zarinda lokalize olan ve aktivitelerini inhibe eden
antiapoptotik Bcl-2 protein ailesine baglanabilirler. Ayrica, sadece BH3 alanina sahip
proteinler, daha sonra kalsiyum iyonlarinin sizmasini, kaspaz sinyalleme dongiisiiniin
aktivasyonunu ve bunun sonucunda apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyen Bax ve Bak
gibi proapoptotik proteinleri hizla aktive etme yetenegine sahiptir (Breckenridge ve

ark., 2003; Malhotra ve Kaufman, 2011).
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Proteinlerin dogru katlanmasindan sorumlu ER mekanizmalarinin basarisiz
oldugu durumlarda, apoptotik yolak aktive edilir. Uzun siireli ER stresi sirasinda,
adaptif yanitlarin ER homeostazini siirdiirmek i¢in yetersiz oldugu zaman, PERK'e bagl
sinyal yolaklarinin proapoptotik sinyaller agiga ¢ikarabilecegini ve bunun sonucunda
hizli hiicre 6liimiiniin gerceklestigi gosterilmektedir (Szegezdi ve ark., 2006). ER ile
indiiklenen apoptozda yer alan mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Bununla birlikte, ER stresi altinda ER liimeninden salinan kalsiyum iyonlarinin
kaspazlarin aktivasyonunda merkezi bir rol oynadigi aciktir (Breckenridge ve ark.,

2003).

ER stres kosullar1 altinda kaspazlarin aktivasyonu ile iligkili mekanizmay1
aciklamak i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Kovuru ve ark., 2020; Lee ve ark., 2020;
Wu ve ark., 2020). 2000 yilinda Nakagawa ve Yuan, ER'nin sitozolik yiizeyinde
lokalize olan kaspaz-12'yi tanimladilar (Nakagawa ve Yuan, 2000a). Nakagawa ve
arkadaglar1 farelerin kaspaz-12 eksikliginde ER ile indiiklenen apoptoza direngli
olduklarini, ancak hiicrelerinin diger 6liim sinyallerine yanit olarak hala apoptoz
gecirdigini bildirmistir. Tiim kaspazlar gibi kaspaz-12 de inaktif bir protein olarak
sentezlenir, kalsiyum homeostazindaki pertiirbasyonlar ve katlanmamis proteinlerin
agregasyonu dahil olmak tizere sadece ER'nin stres kosullarina yanit olarak aktive olur,
ancak diger apoptotik sinyallerle aktive olmaz (Nakagawa ve ark., 2000a). Kaspaz-12,
ER limeninden kalsiyum iyonu sizintisinin bir sonucu olarak kalsiyum ile
aktiflestirilmis proteaz kalpaini ile aktive edilebilir (Nakagawa ve Yuan, 2000b). Aktif
kaspaz-12, kaspaz-9 ve daha sonra kaspaz-3'i aktive ederek apoptotik yollar tetikler.

Kaspaz-12'ye 6zgli aktivasyonun, ER stres kosullarina yanit olarak kaspaz dongiisiine
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yol agtig1 ve bunun sonucunda ER ile indiiklenen apoptoz yoluyla hiicre o6liimiinii

tetikledigi sonucuna varilabilir (Morishima ve ark., 2002).
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Sekil 2.6.: ER stres aracili apoptoz

ER ve mitokondri, kaspaz dongiisiiniin aktivasyonu i¢in dogrudan apoptotik hiicre 6liimii ile sonuglanan
sinyal yollarin1 baslatabilir. Bcl-2 protein ailesinin tiim smiflarinin {iyeleri sadece dis mitokondriyal
membrana degil, ayn1 zamanda ER membraninda da lokalizedir. Aile proteinlerinin antiapoptotik Bcl-2
iiyeleri, Bax/Bak gibi pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin aktivasyonunu inhibe edebilir. ER stres kosullari
altinda sadece aktif BH3 alanina sahip proteinler, Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinlerin
oligomerizasyonunu, mitokondriyal dig membran i¢inde Bax/Bak gézeneklerinin olusturulmasini ve daha
sonra gecirgenligini tetikler. Sonug olarak, sitokrom c, hiicre sitozoliine salinir ve burada Apaf-1 ve
prokaspaz-9'a baglanir ve bir apoptozom kompleksi olusturur. Bu, kaspaz dongiisiiniin aktivasyonunu
tetikler, Sonunda mitokondri aracili apoptozu ortaya ¢ikarabilir. Ote yandan, uzun siireli ER stresi kaspaz-
12 aracili apoptozu tetikleyebilir. ER zarmin sitoplazmik yiizeyi ile iligkili kaspaz-12, ER liimeninden
kalsiyum sizintisina yanit olarak kronik ER stresi altinda aktive edilir. Bu kalsiyum-kalpain-kaspaz-12-
kaspaz-3 dongiisiiniin hizli aktivasyonuna yol agar ve sonug olarak ER stresiyle indiiklenen apoptotik
hiicre 6liimii meydana gelir (Rozpedek ve ark., 2016).
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Protein katlanmasin1 etkileyen, periodontitis ve DM gibi kronik hastaliklarin ER
stresinin  Ozelliklerini tetikleyebilecegi kabul edilmektedir (Domon ve ark., 2009).
Protein sentezi ve protein katlanmasi dengede olmadiginda, ER, KPY olarak bilinen bir
transkripsiyonel programi indiikleyerek yanit verir. KPY'nin c¢esitli enflamatuvar
hastaliklarda yer aldigr giderek daha fazla kabul edilmektedir (Zhang ve Kaufman,

2008).

2.12. ENDOPLAZMIK RETiKULUM STRESI iLE PERIODONTITIS

ARASINDAKI ILISKI

Periodontitis; kiiresel, yaygin, kronik enflamatuvar bir hastaliktir (Pihlstrom ve
ark., 2005). Biriken kanitlar, KPY ile iliskili genlerin ekspresyonunun periodontitiste
arttigin1 gostermistir, bu da periodontitis ve ER stresi arasinda bir iligki oldugunu

diistindiirmektedir (Domon ve ark., 2009; Yamada ve ark., 2015).

Xue ve arkadaslar1 periodontitisli dokulardan iiretilen PDL kok hiicrelerinde,
ER’de Ca* tiikenmesi, metabolik uyaranlar, kusurlu glikozilasyon, enerji eksikligi,
artmis protein sekresyonu ve enflamatuvar uyaranlar, degisen redoks durumu tehdidine
kars1 savunmak i¢in KPY’yi indiikleyen patolojik bir durum olan ER stres durumunda
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica rat alveol kemik defekti modelinde ER stresinin
azaltilmasinin periodontitisli dokulardan {iretilen PDL kok hiicrelerinin osteojenik

kapasitesini arttirdigini bulmuslardir (Xue ve ark., 2016).

Domon ve arkadaglar1 periodontitiste KPY ile iligkili genlerin ekspresyonunda

anlamli bir artis oldugunu bildirmiglerdir. ER stresinde artan XBP1, ATF4 ve CHOP
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ekpresyon seviyelerini, periodontitisten etkilenen dokularda gingivitise gore anlamli

derecede yiiksek bulmuslardir (Domon ve ark., 2009).

Periodontal ligament kok hiicreleri, doku 06zgiilliigii, bozulmus farklilasma
kabiliyeti gosteren ve periodontitis ile yakin bir iliskisi olan PDL’den iretilen bir grup
mezenkimal kok hiicredir (MKH) (Kong ve ark., 2013; Li ve ark., 2013; Liu ve ark.,
2011; Seo ve ark., 2004; Wang ve ark., 2011a). KPY aktivasyonu ile MKH'lerin
osteojenik farklilagmasinin diizenlenmesinde tartismali kanitlar bulunmasina ragmen
ER stresinin PDL'lerin anormal farklilasmasiyla nasil sonuglandigi biiyiik olgiide
bilinmemektedir (Guo ve ark., 2014; Kondo ve ark., 2012; Lii ve ark., 2014; Saito ve

ark., 2011).

ER stresinin osteoklast oOnciillerindeki monosit farklilasmasinin  onemi
bildirilmistir. Wang ve arkadaslar1 monosit kemo ¢ekici protein-1 (MCP-1) kaynakl
monositlerin osteoklast onciillerine farklilasmasinin ER stresine aracilik ettigini
gostermistir (Wang ve ark., 2011b). Yamada ve arkadaslari, alveol kemik rezorpsiyonu
periodontal hastaligin karakteristik bir 6zelligi oldugundan, ER stresinin periodontal
patoloji tizerinde ek etkileri olabilecegini savunmuslardir. Farelerde yaptiklari deneysel
periodontitiste ER stresi alveol kemik rezorpsiyonunda rol oynadigimi bulmuslardir

(Yamada ve ark., 2015).

AGE'lerin, ER stresiyle indiikklenen NF-kB (Niikleer Faktor kappa B) yolag:
yoluyla insan PDL hiicrelerinin enflamatuvar tepkilerine aracilik ettigi bildirilmistir (Xu

ve ark., 2015).

Insan PDL fibroblastlar1 ana islevi kollajeni sentezlemek olan en yaygin PDL

hiicrelerdir (Somerman ve ark., 1988). PDL fibroblastlarinin i¢indeki PDL kok hiicreleri
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alveol kemik degisikliklerinde yer alan osteoblastlara veya sementoblast benzeri
hiicrelere farklilagabilir (Prateeptongkum ve ark., 2016; Xiao ve Nasu, 2014).
Periodontitiste, bakteriyel enfeksiyonun ER stresle sonuglanip PDL fibroblastlarin

apoptozunu indiikledigi bildirilmistir (Thammasitboon ve ark., 2006).

Yang ve arkadaslart siklik mekanik kuvvetler altinda PDL hiicrelerinin
osteoblast farklilasmasinin KPY ile arttirildigint ve PERK ile PDL hiicrelerinin

osteojenik farklilasmanin azaldigini géstermislerdir (Yang ve ark., 2016).

Periodontitis lezyonlarinda ER stres transkripsiyon faktorlerinin artmasi,
periodontal enfeksiyonun apoptotik bir yanit1 tetikleyebilecegini gostermektedir.
Apoptoz periodontitiste Onemli bir rol oynarken, apoptotik sinyal dongiisi
periodontitiste tam olarak aydinlatilamamistir (Brozovic ve ark., 2006; Bulut ve ark.,

2006; Kurita-Ochiai ve ark., 1999; Sorkin ve Niederman, 1998).

2.13. ENDOPLAZMIK RETIiKULUM STRESi iLE DIiABETES MELLITUS

ARASINDAKI TLiSKi

Bir¢ok insan hastalifinin patogenezi, ER protein katlanma kusurlari ve ER
stresi/KPY ile iliskilendirilmistir. ER stresinin hastalik gelisimi ve ilerlemesinde en
inandirict kanitlar DM’de toplanmistir (Back ve Kaufman, 2012; Cnop ve ark., 2012;

Eizirik ve ark., 2008; Ozcan ve Tabas, 2012; Scheuner ve Kaufman, 2008).

DM 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (Shaw ve ark., 2010). Hastalik,
pankreatik adacik hiicreleri ve/veya periferik insiilin direnci tarafindan yetersiz insiilin
sekresyonu ve diizensiz hepatik glikoz iiretimi dahil olmak {izere karmasik bir

metabolik durum grubu ile karakterizedir. Hiperglisemi, doymus serbest yag asitleri ve
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genel olarak obezitenin Tip 2 DM gelisimi igin anahtar risk faktorleri oldugu ve bu ayni
kosullarin 6zellikle karaciger ve pankreas gibi organlarda ER stresinin tetikleyicileri
oldugu iyi bilinmektedir (Cnop ve ark., 2012; Dara ve ark., 2011; Gentile ve ark., 2011;

Ozcan ve ark., 2004).

DM'nin ilerlemesiyle, insiilin direncini telafi etmek i¢in pankreas [ hiicrelerinde
insiilin tiretimine talep artar. ER'de proinsiilinin insiiline donistiiriilmesi isleminin,
serbest yag asitleri ve glikozun artan varligi ile birlikte, kronik ER stresini tetikledigi
disiiniilmektedir ve bu kosullar uzun siire korunursa, kronik ER stresi nihayetinde [
hiicre 6limiine yol agabilir, boylece siddetli bir hiperglisemi dongiisiinii baglatabilir

(Cnop ve ark., 2007a; Cnop ve ark., 2005; Festa ve ark., 2006; Weyer ve ark., 1999).

Cok sayida in vitro ve in vivo ¢alismalarin yan sira, bazilar1 postmortem DM’1i
bireylerde de yapilmis aragtirmalar, ER stresinin DM gelisiminde &nemli bir rol
oynadigini gostermistir (Cnop ve ark., 2007a; Costes ve ark., 2011; Huang ve ark.,
2007). Ornegin, serbest yag asitlerinin, 6zellikle palmitatin, PERK ve elF2a'nin
fosforilasyonu ile es zamanli protein sentezinin inhibisyonu, IREl ve ATF6'nin
aktivasyonu ile birlikte ATF4 ve CHOP’un asir1 ekspresyonu, B hiicrelerinde ER stres

tepkisini aktive ettigi gosterilmistir (Karaskov ve ark., 2006).

Ayrica, yiiksek glikoz seviyelerinin, kiiltiirlenmis rat adaciklarinda ve f3
hiicrelerinde birkag ER stres belirteclerinin ekspresyonunu yiikselttigi gosterilmistir
(Elouil ve ark., 2007; Hou ve ark., 2008). Insiilin alict substrati-1'in (IRS-1) JNK
tarafindan fosforilasyonu, insiilin sinyal transdiiksiyonunun inhibisyonuna yol agar ve
periferik insiilin direncine katkida bulunur (Aguirre ve ark., 2002). Benzer sekilde, ER

stres yolaklarindaki PERK-elF20 dalinin bozulmasi veya asir1 aktif IRE1 sinyali, ER
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icindeki katlanma kapasitesini ve insiilin translasyonunu bozar. Bu durum [ hiicre
disfonksiyonunu ve 6liimiinii tetiklemek i¢in yeterlidir (Cnop ark., 2007b; Harding ve
ark., 2001; Lipson ve ark., 2006; Scheuner ve ark., 2005). Diger baz1 ¢alismalar, artmis
insiilin talebi kosullar1 altinda CHOP ekspresyonunun ER stresinin neden oldugu [
hiicre 6limiine kritik katkida bulunduguna dair kanitlar saglamistir (Laybutt ve ark.,

2007; Maris ve ark., 2012; McKimpson ve ark., 2013; Song ve ark., 2008).

Genetik olarak obez veya diyetle indiiklenen obez fareler ile yapilan ¢aligmalar,
obez olmayan kontrollere kiyasla karacigerde ve yag dokusunda daha yiiksek
miktarlarda PERK ve elF2a fosforilasyonu, IRE1 aracili JNK aktivasyonu ve daha
yiiksek miktarda GRP78 ortaya ¢ikarmistir (Ozcan ve ark., 2004). Nakavt hiicreleri ve
sentetik inhibitorlerin  kullanimiyla, IREI, JNK ve XBP1'in insiilin reseptor
sinyallemesini onemli Olgiide diizenledigi, boylece bu ER stres yaniti bilesenlerinin
insiilin etkisi ve obezitede kritik bir rol oynadigi gosterilmistir (Ozcan ve ark., 2004).
Bagska bir makalede, ayn1 arastirmaci grubu, ER stresi ile DM arasindaki bu baglantinin,
oral olarak aktif kimyasal saperonlarla terapdtik amaglar i¢in kullanilabilecegine dair
kanit saglamistir (Ozcan ve ark., 2006). ER stresini azaltma kapasitesi bilinen, ER
stresini hafifleten ve hipergliseminin normallesmesine ve sistemik insiilin duyarliliginin
tekrar olusmasini saglayan 6zellikle 4-fenil biitirik asit (PBA) ve taurin ile konjuge
edilmis ursodeoksikolik asit (TUDCA) giiglii antidiyabetik ajanlardir (Ozcan ve Tabas,

2012; Ozcan ve ark., 2006).
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3. MATERYAL METOD

Bu arastirmaya Nisan 2019-Aralik 2019 tarihleri arasinda Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim dalina muayene ve tedavi
amaciyla bagvuran hastalardan ¢alisma kriterlerine uygun olan hastalar dahil edilmistir.
Tiim hastalara yapilacak islemler detayli bir sekilde yazili ve sozlii olarak bildirilmistir.
Hastalarin onay1r yazili ve sozlii olarak alinmis ve aydmlatilmis onam formlar

imzalatilmagtr.

3.1.Hasta Secim Kriterleri

Calismamizda, Tokat Gaziosmanpasa Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji
Anabilim Dalina tedavi olmak {izere gelen medikal anamnezinde sistemik hastalik
hikayesi olmayan (DM’li grup hari¢), hamilelik, menopoz ve emzirme doneminde
olmayan (kadin hastalar igin), kuron boyu uzatma veya gingivektomi endikasyonu
konulmus olan, son 6 ay icinde dis tas1 temizligi ve kok yiizeyi diizeltilmesi tedavisi
gormemis ve antibiyotik kullanmamus, sigara kullanmayan agzinda en az 20 disi
bulunan 35-55 yas arasi rutin klinik ve radyografik muayenelerde periodontitis teshisi
konulan (saglikli grup hari¢) ve aydmlatilmis onam formunu imzalayan hastalar

calismaya dahil edilmistir.

Bu ¢alismaya her bir ¢alisma grubunda 16 hasta olacak sekilde 24 erkek, 24

kadin toplam 48 hasta dahil edilmistir.

1. Periodontal ag¢idan saglikli grup (Kontrol) (Grup 1, n=16, 8 erkek, 8 kadn),
2. Periodontitis grubu (Grup 2, n=16, 8 erkek, 8 kadin),

3. Diabetes Mellitus ve periodontitis grubu (Grup 3, n=16, 8 erkek, 8 kadin).
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Hastalarin, detertraj ve subgingival kiiretaj islemini igeren periodontal tedavileri
tamamlanmistir. Dis eti biiylimesi ve gingivektomi endikasyonu konulmus olan veya
preprotetik olarak kuron boyu uzatma operasyonu ihtiyaci olan alanlardan eksize edilen

2x2 mm dis eti ornekleri alinmistir (Brecx ve ark., 1987).

3.2.Peridontitis Teshis Kriterleri

Klinik olarak periodontal indeks ol¢iimlerinin yapilmasindan sonra hastalar
periodontal hastalik a¢isindan degerlendirilmistir. Periodontitis teshisi 2017 Uluslararasi
Diinya Calistay’inda tanimlanan klinik ve radyografik kriterlere dayanarak konulmustur

(Newman ve ark., 2018).

3.3.Diabetes Mellitus Teshis Kriterleri

HbA1C degeri 7 nin lizerinde olan DM hastalar1 ¢aligmaya dahil edilmistir.

3.4. Periodontal Degerlendirmeler

Klinik atagman kaybi1 dl¢limleri agiz aynasi ve 0,5 mm ¢apli periodontal sond
(Hu-Friedy Periodontal Sond #, Hu-Friedy, Chicago, IL) yardim ile yapilmistir. KAK
Ol¢limleri mine-sement smnirindan cep tabanina olan mesafenin Glglilmesi ile
belirlenmistir. Plak indeksi (Pi), Gingival indeks (GI), KAK (mm), sondlamada kanama

(SK) olmak iizere veriler toplanmis ve kaydedilmistir.

Hastalarin tiim dislerinde toplamda 6 bolge (mesiobukkal, midbukkal,
distobukkal, mesiolingual, midlingual, distolingual) olmak {izere, mikrobiyal dental
plak miktar1 degerlendirilerek O ile 3 arasinda skorlama yapilmistir. PI icin Silness ve

Loe tarafindan tanimlanan skorlar kullanilmistir. Bunlar:
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0: Plak yok

1: Serbest dis eti kenar1 ve ona komsu olan alanda film seklinde plak
bulunmaktadir ve plak dis ylizeyine sondu siirterek veya boyayici soliisyon uygulanarak

goriilebilmektedir.

2: Dis eti cebinde yumusak plak birikimi vardir ve plak gozle goriilebilmektedir.

3: Dis eti cebinde ve/veya dis ylizeyinde asir1 plak birikimi bulunmaktadir

(Silness ve Loe, 1964).

Hastalarin tiim dislerinde toplamda 6 bodlge olmak iizere enflamasyon miktari,
O6dem, dis etinde sondlama ile veya spontan kanama, renk degisimi, iilserasyon gibi
degiskenler degerlendirilerek 0 ile 3 arasinda skorlama yapilmistir. GI igin Loe ve

Silness tarafindan tanimlanan skorlar kullanilmistir. Bunlar:

0: Normal gingiva

1: Hafif enflamasyon, hafif renk degisikligi, 6dem ve dis etinde kanama yok

2: Orta derecede enflamasyon, kizariklik, 6dem ve sondlamada kanama

3: Siddetli enflamasyon, belirgin kizariklik, 6dem, {ilserasyon ve spontan
kanamaya egilim var (Loe ve Silness, 1963).

Periodontal tedavileri (detertraj ve subgingival kiiretaj) tamamlanan hastalardan,

dis eti biiyiimesi olan ya da gingival topografisinin diizenlenmesi gereken, gingivektomi

endikasyonu konulan ve/veya preprotetik olarak kron boyu uzatma operasyonu ihtiyaci
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olan alanlardan eksize edilen 2x2 mm dis eti ornekleri analiz giiniine kadar -80°C‘de

muhafaza edilmistir.

3.5. Dis Eti Ornekleri Homojenizasyonu

Alman dis eti dokularmin bir kismi sivi nitrojende dondurularak bir
homojenizatér yardimiyla homojenize edildi. Sonrasinda ultrasonikasyon uygulanarak,
25000g’de 16 dakika santrifiij edilerek homojenatlar elde edildi. ER stresin PERK
yolaginin incelenebilmesi i¢cin PERK, GRP78, elF2a, ATF4 gen ekspresyonlar elde
edilen homojenatlarda ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ayrica Bax,

Bcl-2, kaspaz-3 primer antikorlar: ile Western blot analizi yapildi.

3.6. PZR Analizi

Ilk olarak mRNA izolasyonu gergeklestirildi. MRNA izolasyonu daha once
Cacan ve arkadaslarmin ¢alismasinda tarif edildigi gibi QIAzol RNA ekstraksiyon
reaktifi kullanilarak elde edildi (Cacan ve ark., 2014). Hiicreler QIAzol iginde lizis
edilerek 5 dakika siireyle bir ¢alkalayicida rotasyonda birakildi. Daha sonra kloroform
ilave edilip 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra numuneler santrifiij
edilip, sulu faz bir eppendorf tiipiine aktarildi. Sulu faza izopropanol eklenip ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilip tekrar santrifiij edildi. Santrifiijlemeyi takiben,
dipte biriken pelet kismi1 %75’lik soguk etanol ile yikandiktan sonra tekrar santrifiij
edilerek ve RNaz i¢cermeyen steril saf su iginde siispanse edildi. Elde edilen mRNA’nin
miktart bir nanodrop yardimiyla belirlendi. Daha sonra SYBR Green 1-Step PZR Kiti
kullanilarak, 1 mg mRNA 1ilgili geni hedefleyen spesifik primerler yardimiyla tek

basamakta cDNA’ya doniistiiriip ardindan PZR yardimiyla gen ifadeleri belirlendi
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(Tablo 3.1.). Parametreler gen ifadeleri kontrol geni olan B-aktin oranina normalize

edildi (Cacan ve ark., 2014).

Tablo 3.1.: Primer Antikorlarm Baz Dizilimleri

PERK Forward:5’GTGATAAAGGTTTCGGTTGCTG-3’ Reverse:5’ TGTTTTCTGTGGCTCCTCTGG-3’

GRP78 Forward:5’TCAAGTTCTTGCCGTTCAAGG-3’ Reverse:5’ AAATAAGCCTCAGCGGTTTCTT-3’

elF2a | Forward:5’TGGGATCCATGCCGGGTCTAAGTTGT3’ | Reverse:5>GGAAGCTTTTAATCTTCAGCTTTGGCTT3’

ATF4 Forward:5’CATGGGTTCTCCAGCGACA-3’ Reverse:5’TCTGGCATGGTTTCCAGGTC-3”

3.7. Western Blot Analizi

Homojenizayon sonrasi elde edilen silipernatantlarda dokudaki protein
seviyelerinin belirlenmesi igcin Western blot analizi gergeklestirildi. Oncelikle
supernatantlara lizis tampon uygulandi. Protein 6rnekleri %10’luk SDS-PAGE ile
ayristirilarak ve nitroseliilloz membranlara aktarildi. Western blot hibridizasyon igin
membran blok tampon ¢dzeltisi ile 2 saat boyunca inkiibe edilerek, primer antikorlar ile
1 saat inkiibe edildi. B-aktin primer antikorlar1 pozitif kontrol olarak kullanildi. Yikama
sonrasinda sekonder antikorlar (Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3) ilave edilerek membranlar 1
saat daha oda sicakliginda inkiibe edildi. Tekrar yikanarak hibridize bantlar ECL tespit

Kiti ile tespit edildi (Cacan ve ark., 2014).

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen veriler SPSS 20 programinda verilerin normal dagilima
uyup uymadiklari Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Veri analizlerinde; normal
dagilim gosteren veri gruplari i¢in parametrik testler olarak bagimsiz drneklerde t testi,

One Way ANOVA ve ki-kare testi uygulandi. Normal dagilim gostermeyen veri
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gruplar1 i¢in non-parametrik testler olarak Mann-Whitney U ve Kruskall Wallis testi
uygulandi. Demografik verilerin istatistik analizinde Ki-Kare testi, gruplar arasindaki
farkliliklarin belirlediginde bagimsiz drneklerde t testi uygulandi. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

Calisma programi;

Tiim Gruplarda:

0. glin:

o Periodontal klinik 8l¢iimlerin yapilmasi (PI, GI, KAK, SK)
o Basglangic periodontal tedavinin yapilmas: (detertraj ve subgingival

kiiretaj)
14. giin:

o Periodontal tedaviyi takiben gingivektomi ve/veya kron boyu uzatma

operasyonuyla dis eti 6rneklerinin alinmasi
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4. BULGULAR

Arastirmada tim katilimcilarin basarili bir sekilde periodontal Olglimleri
tamamlanmis ve dis eti doku ornekleri alinmistir. Calismanin demografik verileri ve

klinik 6l¢tim sonuglar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1.: Calisma gruplarinda demografik veriler ve klinik dlglimler

Gruplar Saglikl Periodontitis Periodontitis+DM
Yas 39,5+3,0 40,12+4,96 43,36+5,10
Pi 0,83+0,38 1,50+0,51% 1,72+0,46°
Gi 0,91+0,28 1,56+0,51° 1,72+0,462
KAK 0 5,37+0,50 ¢ 5,45+0,52%
SK 1,16+0,43 2,38+0,78° 2,52+0,72°
HbA1C - - 9,41+0,38

p<0,05 saghkl gruptan farklilig: ifade etmektedir.

Gruplar arasi yas degerlendirildiginde istatistiksel olarak fark goriilmemistir
(p>0,05). Gruplar aras1 plak indeksleri, gingival indeksler, klinik atagman seviyeleri ve
sondlamada kanama degerlendirildiginde ise saglikli grup ile periodontitis ve DM’li

periodontitis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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4.1. PZR Bulgulan

4.1.1. GRP78 mRNA Ekspresyonu

Yapilan PZR analizleri sonucunda GRP78 ekspresyon seviyesinde; DM’li
periodontitis ve periodontitis gruplar: ile saglikli grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Ayrica DM’li periodontitis ve periodontitis

gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05).

3,5

2,5

1,5

Saglikh Periodontitis DM-+Periodontitis

Sekil 4.1.: GRP78 mRNA Ekspresyonu
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4.1.2. PERK mRNA Ekspresyonu

Yapilan PZR analizleri sonucunda PERK ekspresyon seviyesinde; DM’li
periodontitis ve periodontitis gruplar ile saglikli grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). DM’li periodontitis grubunda periodontitis
grubuna kiyasla PERK ekspresyon seviyesinde daha fazla artis olmasma ragmen iKi

grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p>0,05).

Saglikh Periodontitis DM+Periodontitis

Sekil 4.2.: PERK mRNA Ekspresyonu
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4.1.3. eIF2a mRNA Ekspresyonu

Yapilan PZR analizleri sonucunda elF2o0 ekspresyon seviyesinde; DM’li
periodontitis grubu ile periodontitis ve saglikli gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Periodontitis grubunda saglikli grubuna kiyasla
elF2a ekspresyon seviyesinde kiiciik bir miktar artis olmasina ragmen iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p>0,05).

1,6

1,4

1,2

08 -
06 -
04 -
02 -

Saglhikh Periodontitis DM+Periodontitis

Sekil 4.3.: elF2a mRNA Ekspresyonu
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4.1.4. ATF4 mRNA Ekspresyonu

Yapilan PZR analizleri sonucunda ATF4 ckspresyon seviyesinde; DM’li
periodontitis ve periodontitis gruplar1 ile saglikli grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Ayrica DM’li periodontitis ile periodontitis

gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05).

Saglikh Periodontitis DM+Periodontitis

Sekil 4.4.: ATF4 mRNA Ekspresyonu
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4.2. Western Blot Bulgulari

Saglikli, periodontitis ve DM’li periodontitis gruplarindan alinan dis eti
dokularindan elde edilen homojenatlar Western blot analizi i¢in kullanmilmistir. Bu
yontemle Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 genleri analiz edilmistir. Ayrica bir housekeeping gen
(genel olarak zaman ya da kosula bagli olarak ifade diizeyi degismez) olarak bilinen -
aktin primer antikoru da bu analizde yiiklenen protein miktarlarinin esit oldugunu

gostermek amactyla kontrol olarak kullanilmistir (Gilda ve Gomes, 2013).

e
‘Q e~ ‘-\u"’\‘a
AN

Ol
¥

.- T Bel-2

e - Kaspaz-3

Sekil 4.5.: Western Blot Gortintiileri

Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde; DM’li
periodontitis grubu ile saglikli ve periodontitis gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmustur (p<0.05). Ayrica periodontitis grubu ile saglikli grup

arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05).
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5. TARTISMA

Periodontal hastaligin en hafif formu olan gingivitise biriken bakteriyel biyofilm
neden olur. Bununla birlikte, gingivitis dislerin destekleyici yapilarimi etkilemez ve
tedavi ile geri dontistimliidiir. Periodontitis bag dokusu ve kemik destegi kaybina yol
acar ve genellikle yetiskinlerde dis kaybinin en sik nedenidir. Periodontitis igin esas
olarak bakteriyel debrislerin mekanik olarak uzaklastirilmasi ile yapilan tedavi,

hastaligin ilerlemesini baskilamada basarili olabilir (Pihlstrom ve ark., 2005).

Endoplazmik retikulum bazi organel hedefli proteinlerin sentez ve katlanma
yeridir. Yeni sentezlenen proteinler, ER'de bulunan molekiiler saperonlar ve enzimlerin
yardimiyla katlanir ve sadece dogru katlanmis proteinler golgi aygitina tasinir. ER
stresi, ER fonksiyonu i¢in hiicresel talep ile ER kapasitesi arasindaki dengesizligi ifade
eder; protein sentezi ve salgilanmasinin yani sira protein katlanmasi, tasinmasi veya
bozulmasinin basarisizligindan kaynaklanir. Hiicreler, KPY yolunun aktivasyonu ile ER

stresine yanit verirler (Zhao ve Ackerman, 2006).

ER stresinin DM, kardiyovaskiiler hastaliklar, bagisiklik yaniti gibi cesitli
patolojik durumlarda arttig1 gosterilmistir (Brewer ve Hendershot, 2005; Ozcan ve ark.,
2004; Vasa-Nicotera, 2004). ER stresi periodontal hastaligin patogeneziyle de
iligkilendirilmistir (Domon ve ark., 2009).Galen ve arkadaglarinin yaptigi
calismada enflamatuvar bir modelde, cesitli faktorlerin ER  stresine yol agan
katlanmamis proteinlerin birikmesine neden olabilecegi bildirilmistir (Galen ve ark.,
2014). Periodontitis ve DM bu enflamatuvar hastaliklardan ikisidir (Kumar ve ark.,

2020).
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Calismamizda hasta gruplart DM’li periodontitis, periodontitis ve saglikli olmak
lizere sayica esit li¢ ayr1 gruba ayrilmistir. Toplamda 48 birey iizerine yapilan bu
calismada “DM ve periodontitis hastalarinin dis eti doku 6rneklerinde ER stres yanitinin
arastirilmas1” amaclanmistir. Bu amacla dis eti doku homojenatlarinda PZR analizi ile
ER stres belirtegleri olan GRP78, PERK, elF2a ve ATF4; Western blot analizi ile
apoptoz belirtegleri olan Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 genlerinin ekspresyon seviyelerine
bakilmistir. Sonu¢ olarak DM’li periodontititis grubu ile periodontitis ve saglikli
gruplar1 arasinda; ER stres ve apoptoz belirte¢lerinin (PERK hari¢) ekspresyon
seviyelerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bununla birlikte saglikli
grupta DM’li periodontitis ve periodontitis gruplarina kiyasla ER stres ve apoptoz

belirteclerinin ekspresyon seviyeleri anlamli oranda diisiik bulunmustur.

Enflamasyon ve ER stresi arasindaki iliski birgok hastalikta tanimlanmistir (Li,
ve ark., 2020; Li ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2020). Bununla birlikte, kronik
enflamasyonun KPY’yi yonetip yonetmedigi ve kronik enflamatuvar hastaligin ER
homeostazini tesvik edip etmedigi ve nasil anlasilacagi hala belirsizdir (Xue ve ark.,

2016).

ER stresinin periodontitis ile iliskili kronik enflamasyondaki roliinii arastirmak
i¢in, saglikli hastalardan alinan PDL hiicreleri proenflamatuvar sitokinlerle uzun siire
indiikklenmistir ve uzamis ER stresi goriilmiistiir. Bununla birlikte, proenflamatuvar
sitokinlerle kisa siire indiiklenme sonucu, PDL hiicrelerinin ER stresini siirdiiremedigi
bulunmustur (Xue ve ark., 2016). PDL, dis kdokiinii alveol kemige baglayan oldukca
vaskiilarize ve hiicresellestirilmis bir bag dokusudur ve dis eti dokusuna benzerlik
gosterir (Abedian ve ark., 2020). Xue ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada PERK ve

GRP78 genlerinde periodontitisli grupta anlamli derecede artig bildirilmistir, apoptoz
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acisindan ise saglikli ve periodontitis gruplari arasinda anlamli bir fark bulamamislardir
(Xue ve ark., 2016). Bu bulgular kronik enflamatuvar hastalik olan periodontitisin ER
stresine neden oldugunu desteklemektedir. Bizim ¢alismamizda da peridontitis grubu
dis eti dokularinda saglikli gruba kiyasla GRP78 ve PERK ekspresyon seviyelerinde
anlamli diizeyde artis bulunmustur. Fakat Xue ve arkadaslarinin ¢alismasindan farkli
olarak c¢alismamizda apoptoz belirteglerinin ekspresyon seviyeleri periodontitis
grubunda saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Bu durum Xue ve arkadaslarinin yeni ¢ekilmis dislerden elde ettikleri PDL hiicrelerini
laboratuvar ortaminda proenflamatuvar sitokinlerle indiikleyerek olusturulan ER
stresinin, hiicrelerin apoptozuna neden olacak kadar uzun siire maruz kalmadigindan

kaynaklaniyor olabilir.

Yamada ve arkadaslarinin yaptig1 bir arastirmada, temsili bir periodontopatojen
bakteri olan Porphyromonas gingivalis'in farelere oral yoldan verilmesinin, dis eti
dokularinda ve alveol kemik rezorpsiyonunda ER stresiyle iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerini arttirdigi, bunun da KPY indiiksiyonunun artmis osteoklastik aktivasyonu
ile iliskili oldugu gosterilmistir (Yamada ve ark., 2015). Calismada, GRP78 ve XBP1
gen ekspresyonlarinda énemli dlglide artig bildirilmis, ancak ATF4'in ekspresyonunun,
Porphyromonas gingivalis'in oral uygulamasina yanit olarak dis eti dokularinda
herhangi bir degisiklik gostermedigi ve CHOP ekpresyonunun istatistiksel olarak
anlamli olmadig: bildirilmistir (Yamada ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizda ATF4 gen
ekspresyon seviyesi periodontitis grubunda saglikli gruba gére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Yamada ve arkadaglar1 yaptiklar1 arastirmanin limitasyonu olarak fare dis
eti dokularindan analiz igin yeterli protein elde edemediklerini belirtmislerdir. Bizim

calismamizda ise incelenen protein miktarlarinda yetersizlik s6z konusu degildir.
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Insan  periodontal kok hiicreleri periodontal doku  fibroblastlarina
farklilasabildigi gibi, alveol kemik degisikliklerinde yer alan osteoblastlara veya
sementoblast benzeri hiicrelere de farklilasabilir (Prateeptongkum ve ark., 2016; Xiao
ve Nasu, 2014). Hamamura ve arkadaslari, PERK sinyallemesinin akis asagisinda olan
elF2a'min fosforilasyonunun sadece osteoblastogenezi uyarmakla kalmayip ATF4 ve
diizenlenmesi yoluyla osteoklastogenezi de inhibe ettigini géstermislerdir (Hamamura
ve ark., 2013). Baska bir ¢alismada ise, ER stres inhibitorii tauroursodeoksikolik asit ve
IRE-1'in par¢alanmasi, ER stresinin inhibisyonunun osteoklast onciisii farklilasmasinin
inhibisyonuna yol agtigini gostermistir (Wang ve ark., 2011b). Bu farkliliklar, bu

calismalardaki aktif KPY yolaklarindaki farktan kaynaklaniyor olabilir.

Literatiirde, periodontitiste  bakteriyel enfeksiyonun periodontal doku
fibroblastlarinin apoptozunu indiikledigini bildirilmistir (Thammasitboon ve ark., 2006).
TLR4 (Toll benzeri reseptdr 4), dis eti doku fibroblastlarindan eksprese edilir ve
periodontitisin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilen gram negatif bakterilerin
patojenle iligkili molekiiler paterni igin dogal sensor olarak islev goriir (Uehara ve
Takada, 2007). Periodontitisli hastalardan alinan dis eti bag dokusunda TLR4
ekspresyonu artmistir (Fatemi ve ark., 2013). Giglii bir TLR4 agonisti olan
lipopolisakkaritin ~ (LPS) makrofajlarda  KPY'nin  aktivasyonunu indiikledigi
gosterilmistir (Koide ve ark., 2013). Wang ve arkadaslari, LPS’nin periodontal doku
fibroblastlarinda KPY belirteclerinin ekspresyon diizeyleri tizerindeki etkilerini
aragtirmiglardir ve  CHOP sinyal yolu ile ER stres aracili apoptoza etkisini
incelemiglerdir. Calismalart sonucunda; GRP78, XBP1 ve CHOP ekspresyon
diizeylerinde artis oldugunu bulmuslardir (Wang ve ark., 2016). Wang ve arkadaslarinin

yaptigi ¢alismada ER stresinin IRE 1 yolagi, bizim ¢alismamizda ise PERK yolagi
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incelenmistir. Farkli ER stres yolaklar1 incelenmesine ragmen ER stresinin ana
reglilatéric GRP78°dir (Conza ve Ho, 2020). Bizim ¢alismamizda da GRP78 ekspresyon
seviyesi periodontitis grubunda saglikli gruba gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Incelemis oldugumuz ATF4 geni periodontitis grubunda yiiksek
bulunmustur ve ATF4 apoptoz yolaginda sonraki basamak olarak CHOP’u uyarir (Li,
ve ark., 2020). Calismamiz Wang ve arkadaslarinin ¢alismasinin sonuglari ile dolayl

olarak uyumludur.

Hiperglisemi ve AGE birikimi, DM'de periodontal enflamasyonun modiile
edilmesinden sorumlu ana faktorler olarak goriilmektedir (Mealey ve Rose, 2008).
Chang ve arkadaslari, periodontal yikimin ilerlemesini ve AGE'lerin deneysel DM’deki
rollerini aragtirarak; DM’nin, PDL hiicrelerinin proliferasyon yetenegini azaltip,
kemigin rezorpsiyon aktivitelerini indiikleyerek periodontal yikimi arttirdigi sonucuna
varmiglardir (Chang ve ark., 2013). ER'de AGE'lerin yol a¢tig1 enflamasyonun PDL
hiicrelerine  etkisini arastiran bir c¢alismada; GRP78, PERK, ATF6 gen
ekspresyonlarinda artis oldugu bulunarak, AGE’lerin ER stresi indiikleme yeteneginin
oldugu goriilmiis, buna ek olarak AGE'lerin konsantrasyona bagl bir sekilde CHOP ve
kaspaz-12 seviyelerini etkileyerek apoptozu arttirdigi bulunmustur (Xu ve ark., 2015).
Bu veriler 1s1ginda AGE birikimindeki artis DM’li bireylerde daha siddetli bir
periodontal yikima sebep olur. Kronik enflamatuvar hastalik olan periodontitisin siddeti
arttikca; ER stresi ve apoptoz da artar (Conza ve Ho, 2020). Bizim galismamizda da
DM’li periodontitis gruplarinda ER stres gen ekspresyon seviyeleri diger gruplara gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Kaspaz-12 ana efektor kaspaz olan kaspaz-3’i
uyarir (Li ve ark., 2020). Calismamizda kullandigimiz kaspaz-3’in ekspresyon

seviyeleri DM’li periodontitis gruplarinda diger gruplara oranla anlamli derecede
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yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla calismamizin sonuglart Chang ve arkadaslarinin

¢alismasinin sonucu ile uyumludur.

GRP78'in enflamasyonda kritik sitoprotektif rolleri vardir ve diyabetik
komplikasyonlarda ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Kosakowska-Cholody ve ark.,
2014). PERK’in temel fonksiyonu ER’deki protein sentezini kontrol eden elF2a
proteinini fosforilize etmektir, elF2a fosforilasyonuyla birlikte protein sentezi
durdurulur ve boylece ER stresi kontrol altina alinir. Nakamura ve arkadaglari ¢ok
yilksek PERK aktivitesinin insiilin direncini arttirdigit ve bu sekilde DM’nin
ilerlemesine katkida bulundugunu bildirmislerdir (Nakamura ve ark., 2010).
Hiperglisemi, PERK aktivasyonu ile insiilin sinyal yolagimi1 bozmaktadir (Udumula ve
ark., 2017). Ayrica, PERK’in, pankreas B hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi de
bildirilmistir (Song ve ark., 2015). Diyabetik fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada
pankreatik adacik hiicrelerinde artmis olan CHOP ekspresyonu, PERK aktivasyonu,
artmis elF2o. fosforilasyon diizeyleri gosterilmistir. Diyabetik siirecin meydana
gelmesinde PERK sinyal yolunun aktif olmasinin etkili oldugu tespit edilmistir
(Chakravarthi ve ark., 2006). elF2a'nin fosforilasyonunun artmasinin obezite ve DM ile
iligkili insiilin direncine neden oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Carvalho-Filho
ve ark., 2012; Nakamura ve ark., 2010). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak DM’li
periodontitis grubunda; GRP78, PERK ve elF2a genlerinin ekspresyon seviyeleri

saglikli gruba gore anlamli derecede yliksek bulunmustur.

Kisa siireli ER stresinde, PERK ile indiiklenen eIF2a fosforilasyonu ER stresini

+2

gecici olarak hafifletebilir. Bununla birlikte, Ca™*'daki degisiklikler gibi konsantrasyon

veya hipoglisemi durumunda ters uyaranlara kronik olarak maruz kalinirsa ER stresi
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hiicresel apoptoza dogru ilerlemeye neden olmaktadir, boylece Ozellikle anahtar
proapoptotik protein CHOP’u aktive eden ATF4 proteinini aktive etmektedir. Artan
CHOP ekspresyon seviyesi, proapoptotik BH3 alanini (6rnegin; Bax) i¢eren proteinlerin
artisin1 Ve antiapoptotik proteinlerin (6rnegin; Bcl-2) azalmasini destekleyebilmektedir
(Rozpedek ve ark., 2016). Bu bilgiler 1s1ginda hiicrelerde ATF4 ekspresyon seviyesinin
yiiksek olmasi, hiicrelerin apoptoza yatkinligini gosterir (Conza ve Ho, 2020). DM’li
periodontitis ve periodontitis hastalarinda enfeksiyona ve konak yanita bagh olarak dis
eti dokularindaki yikim artar (Su ve ark., 2020). Calismamizda, ATF4 ekspresyon
seviyesi DM’li periodontitis ve periodontitis gruplarinda saglikli gruba gore anlamli

derecede yiiksek bulunmustur.

Programli hiicre 6liimii veya apoptoz, doku homeostazinin korunmasina katkida
bulunan normal bir fizyolojik siirectir (Cohen, 1991). Apoptoz siireci, hormonlar,
sitokinler, biiyiime faktdrleri, bakteriyel veya viral enfeksiyonlar ve bagisiklik yanitlart
gibi ¢esitli uyaranlarla modiile edilebilir (Thompson, 1995). Apoptotik yolagin dnemli
bir bileseni, Bcl-2 olarak bilinen protein ailesidir. Bcl-2 ailesi iiyelerinin birincil rolii
apoptozun diizenlenmesidir (Siddiqui ve ark., 2015). Bcl-2 proteinleri apoptozu
dogrudan etki yoluyla tesvik edebilir veya inhibe edebilir. Bcl-2 ailesinin bir iiyesi olan
Bax, mitokondriyal zarda sitozole gegisi kolaylastiran gézenekler olustururken, Bcl-2
olusumunu engeller. Bax, Bcl-2 ile rekabet ederek apoptozu tesvik eder (Kim ve ark.,
2013). Kaspaz-3 ise, diger bir¢ok aktif kaspaz tarafindan aktive edilebilen ve ilgili
sayida kritik hiicresel substrata karsi katalitik spesifiklige sahip oldugu i¢in yiiriitiicii
enzim olarak kabul edilir. indiiksiyonunun giivenilir bir gdstergesi, kaspaz-3'iin aktif

formunu eksprese eden hiicrelerin saptanmasidir. Aktif kaspaz-3’i  pozitif olan
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hiicrelerin varligi, apoptoz aktivasyonunun ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilir

(Krajewska ve ark., 1997).

Ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modellerinde, Bax ekspresyon
seviyesinin arttigi, Bcl-2 ekspresyon seviyesinin azaldigi ve periodontal dokularda
enflamatuvar biyobelirteglerin liretiminin tesvik edildigi gosterilmistir (Bitto ve ark.,
2013). Peroksizom proliferatdr ile aktive edilen reseptoriin (PPAR) apoptoz iizerine
etkisinin periodontitis rat modellerinde arastirilan bir ¢aligmada periodontitis grubunda
saglikli gruba kiyasla dis eti dokularinda Bcl-2 ekspresyonunun azaldigi, Bax protein
seviyesinin arttig1 bildirilmistir (Paola ve ark., 2011). Bulut ve arkadaslarinin yaptigi
arastirma sonuglari, siklosporin A ile indiiklenen dis eti asir1 biiylimesinin
patogenezinin, yiiksek serum siklosporin A ortaminda apoptoz inhibisyonu ve Bcl-2'nin

asir1 ekspresyonunu icerebilecegini gostermektedir (Bulut ve ark., 2005).

Gamonal ve arkadaslari, periodontal agidan saglikli ve periodontitisli hastalarin
dis eti dokularinda Bcl-2 varyasyonlarinda istatistiksel bir fark bulamamislar ancak
periodontitis grubunda kaspaz-3 ekspresyon seviyelerini daha yiiksek bulmuslardir
(Gamonal ve ark., 2001). Buna karsin yiiksek Bcl-2 ekspresyon seviyeleri, enflamatuvar
hiicre apoptozunu 6nleyebilir, boylece enflamatuvar hiicreleri periodontal dokuda lokal
olarak kalmaya iterek, periodontal dokularin asamali yikimina yol agan asir1 sitokin
sekresyonuna neden olur (Carvalho-Filho ve ark., 2013). Bcl-2 ekspresyon seviyelerinin
yiiksek seyretmesi ilerleyici periodontal yikimla sonuglanir (Brozovic ve ark.,2006).
Bizim ¢alismamizda da Bcl-2 ekspresyon seviyesi periodontitis grubunda saglikli gruba

gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
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Giliglii bir antioksidan etkiye sahip olan astaksantinin periodontitis {izerine
etkisini arastiran Balci Yiice ve arkadaslari ¢alismada periodontitis grubunda artan
Bax/Bcl-2 oraninin astaksantin grubunda azaldiginmi bildirmislerdir (Balci Yuce ve ark.,
2018). Giiglii antienflamatuvar ve kemik koruyucu etkileri olan oleuropeinin
periodonsiyum iizerine etkisini arastirmak i¢in yapilan calismada Tagkan ve arkadaslari
deneysel periodontitis olusturulan ratlarda Bcl-2 ekspresyon seviyelerinin azaldigini,
kaspaz-3 seviyelerinin arttigin1 ancak oleuropein verilen periodontitis grubunda Bcl-2
ekspresyon seviyelerinin arttigini ve kaspaz-3 seviyelerinin azaldigini bildirmislerdir
(Taskan ve ark., 2019). Literatiirle uyumlu olarak bizim c¢alismamizda da Bax ve
kaspaz-3 ckspresyon seviyeleri periodontitis grubunda saglikli gruba gore anlamli

derecede artis gostermistir.

Diabetes Mellitus periodontitis i¢in bir risk faktoriidiir ve yiiksek glikoz PDL
hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilasmasini baskilar ve hiicre apoptozunu indiikler
(Liu ve ark., 2013). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada normal glikoz veya yiiksek
glikoz kosullar1 altinda LPS ile indiiklenen PDL hiicre proliferasyon inhibisyonu ve
hiicre apoptozu arastirilmis; Bcl-2/Bax oraninin, yiiksek glikoz kosullari altinda azaldigi
bildirilmistir (Liu ve ark., 2017). Calismamizin sonuglarina gore DM’li periodontitis
grubunda Bcl-2 ve Bax ekspresyon degerleri diger gruplara gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Bcl-2 ekspresyon degerinin yiiksek bulunmasi dokularin koruyucu

fonksiyonlarmin aktif olmasi fakat yetersiz kalmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Kronik hipergliseminin [ hiicreleri tizerindeki zararli etkisini incelemek
icin Federici ve arkadaslarin yaptigi in vitro ¢alismada, pankreas B hiicrelerinde Bcl-

2’nin, hem diisiik hem de yiiksek glikoz ortaminda yiiksek oranda eksprese edildigini
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ancak yiiksek glikoz ortaminda proapoptotik genlerin asir1 oranda eksprese edildigini

bulmuslardir (Federici ve ark., 2001).

Diyabetik farelerin bag dokusunda yapilan arastirmada normoglisemik farelere
oranla kaspaz-3 aktivitesi daha yiiksek bulunmustur (Al-Mashat ve ark., 2006). Sistemik
melatonin uygulamasinin DM ve deneysel olusturulan periodontitisli ratlarda
proenflamatuvar sitokin diizeyleri, apoptoz, alveol kemik kaybi ve diyabetik kontrol
tizerine etkisi incelenen bir calismada diyabetik ratlarda diger gruplara oranla Bax
ekspresyon seviyelerinde daha fazla artis bildirilmistir (Balci Yuce ve ark., 2016).
Periodontitisin DM’li siganlarda pankreasta apoptoz ile iliskili proteinlerin ekspresyonu
tizerine etkilerini degerlendiren bir ¢alismada pankreas adaciklarinda Bax, Bcl-2 ve
kaspaz-3 genlerine bakilmistir (Jiayi ve ark., 2014). Pankreas adaciklarindaki Bcl-2 ve
kaspaz-3 seviyelerinde, kontrol ve periodontitis gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunamadigr ancak DM grubunda Bax ve kaspaz-3 ekspresyonun onemli bir artis
gosterdigi ve Bcl-2 ekspresyonunun énemli dlglide azaldigr bildirilmistir (Jiayi ve ark.,
2014). Bizim galismamizda da DM’li periodontitis grubunda kaspaz-3 ekspresyon
seviyesi diger gruplara gore; periodontitis grubu da saglikli gruba gore anlamli derecede

yiiksek bulunmustur.

Hasta seciminde yas aralig1 olarak 35-55 yas arasindaki bireyler ¢alismaya dahil
edilmistir. Yaslanma siirecinde birden fazla hiicresel ve molekiiler olayin bozulmasinin,
DM de dahil olmak {iizere ¢esitli kronik rahatsizliklara ve hastaliklara yol actig
distintilmektedir (Prasad ve ark., 2012). Yasa bagli olarak bireylerde ER stres yanitinda

farkliliklar olusabilir (Naidoo, 2009). Calismamizda gruplar arasi bireylerde yas
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dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasi, yasa bagli ER stres

yanitindaki olasi farkliliklar1 ortadan kaldirmistir.

PZR; dis eti dokusu orneklerinde, genetik polimorfizmleri ve mRNA gen
ekspresyonunu tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Garlet ve ark.,
2006; Jervee-Storm ve ark., 2005). PZR haricinde, ELISA testi, enzim testleri
kullanilabilir (Winkelhoff, 2003). Ancak PZR’nin hizli ve basit olmasi diger yontemlere
gore en belirgin avantajlaridir (Morikawa ve ark., 2008). Bununla birlikte kantitatif bir
deger vermemesi ve pahali olmasi PZR yonteminin dezavantajlarindandir (Winkelhoff,
2003). Bu calismada dis eti doku ornekleri SYBR® Green 1-Step PZR kiti kullanilarak
incelenmistir. SYBR®™ Green 1-Step PZR kiti primer tasarimi ve saflastiriimast, herhangi
bir yan reaksiyon {riiniiniin etkisini en aza indirerek daha giivenilir sonu¢ vermesi

acisindan avantaj saglamaktadir (Xu ve ark., 2008).

Western blot testi dokularin protein soliisyonunda aranan bir proteinin olup
olmadigini ve varsa ne kadar oldugunu anlamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Doku
homojenati veya ekstrakti Ornegi igerisinde spesifik proteinlerin tanimlanmasinda
yaygin olarak kullanilan analitik bir tekniktir (Mahmood ve Yang, 2012). Western blot,
protein karisimimin boyut, yiik ve/veya konformasyona gore ayrilmasina izin verir,
ELISA testine gore daha spesifiktir. Sadece bir proteinin saptanmasini miimkiin kilan
ELISA testinden farkli olarak birden fazla proteini tespit etmeyi miimkiin kilar. Uzun
zaman almasi ve deneyim gerektirmesi dezavantajlari arasindadir (Crowther, 2001;
Mahmood ve Yang, 2012). Bu ¢alismada dis eti doku 6rnekleri ECL Western blot Kiti
kullanilarak incelenmistir. ECL Western blot kiti olduk¢a hassas olmasi ve radyoaktif

substrat icermemesi, listiin sinyalizasyon yetenegi, net arka plan sunmasi ve tekrar
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tekrar X-1s1nina maruz birakilabilmesi daha giivenilir sonug vermesi agisindan avantaj

saglamaktadir (Haan ve Behrmann, 2007).

Calismamizdaki toplam hasta sayisinin az olmasi ve sadece iki analiz yontemi
kullanilmasi ¢alismamizin limitasyonlar1 arasindadir. Daha fazla hasta sayisi ile farkli
ER stres yolaklarmin ve biyobelirteglerin farkli tekniklerle incelenmesi, bulgularin

desteklenmesinde ve yeni bakis agilari sunmasi konusunda faydali olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

ER stres mekanizmasi oldukga giincel bir konudur ve ¢alismamiz Diabetes

Mellitus ve periodontitisli bireylerin dis eti dokularinda ER stresinin etkisini arastiran

ilk ¢aligmadir.

1. DM’li periodontitis ve periodontis gruplarinda artmis ER stresi goriilmiistiir.

2. GRP78, elF2a ve ATF4 gen ekspresyon seviyeleri DM’li periodontitis
grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

3. Apoptoz belirtecleri olan Bax ve kaspaz-3 ekspresyon seviyeleri en fazla
DM’li periodontitis ve en az saglikli grupta bulunmustur.

4. Bcl-2 ekspresyon seviyesi DM’li periodontitis grubunda diger gruplara
kiyasla anlamli derecede artis gostermistir.

5. Periodontitiste doku hasarinda rol oynayan ER stresin, sistemik olarak DM

hastaliiyla birlikte bulunan periodontitiste daha fazla yikima sebep oldugu

diistiniilmektedir.

Bu sonuglar DM’de ve periodontitiste ER stres hakkinda yeni bakis acilari

sunmaktadir. Ancak ER stres konusundaki belirsizliklerin netlesebilmesi i¢in daha fazla

hasta sayist ve farkli KPY faktorleri ile ileri ¢alismalarin yapilmasina gereksinim vardir.
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