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OZET
PERIODONTITIS GELiSIMINDE HUCRE ISKELET PROTEINLERINDEN

N-WASP’IN ROLU

OZEN, Azize
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Nihan BOZKURT
Subat 2022, xv+ 71 sayfa

Periodontitis, diseti bag dokusunun tahribiyle olusan enflamatuar bir hastaliktir. Diseti
bag dokusunda, immiin yanitin olusturulamamasi, yeterli miktarda antikor tiretilememesi
durumunda doku yikimi artarak devam etmekte ve bu siire¢ sonucunda dis kayiplari
meydana gelmektedir. Hiicre iskeleti; hiicre ici sekil, organel dagilimi, hiicre hareketi,
makromolekiil tasinmasi gibi hayati siire¢lerde rol oynamaktadir. Hiicre iskeleti temel
olarak; mikrotiibiiller, aktin ve ara filamentlerden olusmaktadir. Hiicre gog¢ii sitoplazmada
hiicre iskeleti olarak tabir edilen lifli protein filamentlerinin aracilik ettigi hiicresel bir
stiregtir. Aktin, hiicre iskeletinde kilit rol oynamakla birlikte hiicre proliferasyonu, hiicre
ici organel ve vezikiil tasinmasi, sinyal iletimi, hiicre goc¢lii ve epitel dokularin
polaritesinin korunmasinda 6nemli rol almaktadir. Aktinin hiicre ¢ekirdeklenmesinde
Wiskott-Aldrich sendromu proteinleri (WASP, N-WASP) gorevlidir. N-WASP aktin hiicre
iskelet yapisin1 degistirerek ¢esitli sinyal molekiilleriyle iletisim kurmaktadir. Hiicre
bolinmesinde ise, kontrol proteini 42 (Cdc42) ve aktin iliskili protein 2/3 (Arp2/3)
kompleksiyle etkilesim kurmaktadir. N-WASP’1n hiicre gé¢iinde rol aldigina dair bir ¢ok
literatiir ¢calismas1 mevcuttur. Calismamizda periodontitis tanis1 almis 20 hasta ve ayni
hastaya ait 20 kontrol dokusunda, N-WASP’in mRNA diizeyinde ekspresyonu RT-PZR
kullanilarak arastirildi. Hasta ve kontrol dokularinda N-WASP geninin belirli diizeyde
artis1 gozlemlendi, fakat bu artig istatiksel olarak anlamli bulunamadi.Hasta ve kontrol
gruplar arasinda demografik verilerle yapilan analizlerde, kanama skoru, plak skoru ve
dis eti ¢ekilmesi yasa bagl olarak erkeklerde kadinlara gére daha yiiksek oranlarda
saptandi. Plak olusumunda ise cinsiyete bagli olarak bir degisim gozlendi ve plak

olusumunda kadinlarin erkeklere oranla daha yatkin oldugu gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Aktin, Arp2/3, Hiicre gogii, N-WASP, Periodontitis, gt-PZR



ABSTRACT
THE ROLE OF N-WASP WITH CELL SKELETON PROTEIN IN

PERIODONTITIS DEVELOPMENT
OZEN, Azize

Master’s Thesis, Department of Medical Biology
Advisor: Assistant Professor, Nihan BOZKURT
February 2022, xv+71 pages
Periodontitis is an inflammatory disease caused by the destruction of the gingival
connective tissue. If the immune response cannot be formed and sufficient amount of
antibodies cannot be produced in the gingival connective tissue, tissue destruction
continues increasingly and tooth loss occurs as a result of the processes during this
process. Cytoskeleton; it plays a role in vital process such as intracellular shape, organelle
distribution cell movement, macromolecule transport. The cytoskeleton is basically; it
consists of microtubules, actin and intermediate filaments. Cell migration is a cellular
process mediated by fibrous protein filaments called the cytoskeleton in the cytoplasm.
Although actin plays a key role in the cytoskeleton, it plays an important role in cell
proliferation intracellular organelle and vesicle transport, signal transduction, cell
migration and maintaining the polarity of epithelial tissues. Wiskott-Aldrich syndrome
proteins (WASP, N-WASP) are involved in cell nucleation of actin. N-WASP
communicates with various signaling molecules by changing the actin cytoskeleton
structure. In cell division, it interacts with the control protein 42 (Cdc42) and actin-
associated protein 2/3 (Arp2/3) complex. There are many literature studies on the role of
N-WASP in cell migration. In our study, the expression of N-WASP at the mRNA level
was investigated using RT-PZR in 20 patients diagnosed with periodontitis and 20 control
tissues from the same patient. A certain increase in the N-WASP gene was observed in
patient and control tissues, but this increase was not statistically significant. In the
analyzes performed with demographic data between the patient and control groups,
bleeding score, plague score and gingival recession were found to be higher in men than
in women, depending on age. A gender-related change was observed in plaque formation,

and it was observed that women were more prone to plaque formation than men.

Keywords: Actin, Arp2/3, Cell migration, N-WASP, Periodontitis, gt-PCR
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1.GIRIS VE AMAC

Periodonsiyum, disi c¢evreleyerek, destekleyen dokular biitiiniidiir. Diseti
periodontal ligament, kok sementi ve alveoler kemik yapisindan olugmaktadir.
Periodontal hastaliklar dis ve diseti ¢cevresinde meydana gelen, bakteriyel birikime ve
kemik bag dokusunda inflamatuar cevap olusmasiyla gerg¢eklesen kronik ve enfeksiyoz
hastaliklardir (Newman ve ark., 2018). Periodontal hastaliklar, toplumda gingivitis ve
periodontitis olarak goézlenir. Gingivitis; dis eti iltithabi olarak ifade edilen ve dis
hastaliklar1 arasinda en sik gozlenen formudur. Periodontitis ise; disi destekleyen
periodontal ligament (disin ¢ene kemigine tutunmasini saglayan lifler) alveoler kemik ve
yumusak dokularda meydana gelen enflamasyon sonucu olusmaktadir. Hastaligin
goriilmesinde, genetik faktorler, cevresel etmenler; beslenme, agiz ici temizligi gibi
durumlara ek olarak diyabet, romatoid artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli
sistemik hastaliklarda periodontitis gelisimini etkilemektedir. Periodontal hastaliklarin
cevresel etmenler ve ¢esitli mikrobiyal ajanlara karsi ilk savunma hatt1 diseti dokusunun
kayb1 olabilmektedir. Ozellikle epitel hiicreleri siki baglantilar, yapisma baglantilari,
dezmozomlar ve bosluk baglantilar1 ile birbirine baglanir ve diseti dokusunun yiizey
tabakasinda epitel bir bariyer olusturur. Periodontitis tedavi edilmediginde dis kaybi

meydana gelmektedir (Chen ve ark., 2011).

Periodontitis her zaman gingivitisi takiben olusur ancak biitiin gingivitisler
periodontitise ilerlemez (Mariotti, 1994). “Konak savunma sistemi; bakteriler, antijenler,
lipopolisakkaritler ve diger viral etmenlere karsi antikor ve polimorfoniikleer 16kositlere
cevaben gelisir” (Kuyucuklu, 2013). Bu etmenlerin birlikte etkili olmasiyla, sitokinler,
prostanoidler, matriks metalloproteinazlar ve diger molekiil yapilar1 salgilanir. Bakteriler
bu durumda konak savunma sistemini aktiflestirerek dolayli yoldan bag doku ve kemik
yikimint baglatmig olur. Bagisiklik hiicreleri fibroblastlar ve osteoblastlar periodontal
dokunun savunma ve korunmasindan sorumlu olan yapilardir. Bagisiklik hiicreleri bir
yandan savunma ve koruma islevini gerceklestirirken diger yandan dokunun hasar ve

yikimina neden olur (Graves ve ark., 2001).

Periodontal hastalikta immiinolojik cevabin olugsmasinda ve diizenlenmesinde en
onemli gorevi sitokinler alir. IL-1, TNF-a ve IL-10 gibi sitokinler énemli goérevleri

tistlenirler, bunlar 16kosit ve endotel hiicre tizerindeki adhezyon molekiillerini artirici etki



gostererek damar digina ¢ikmasi ve dokuya sizmasina neden olmaktadirlar. IL-1 ve TNF
gibi uyaricilarin  uyarilmasi, kemotaktik sitokinler ve prostaglandinler {ireten
siklooksijeneazlarla islev goren kemokinleri uyarmasiyla bagisiklik cevabi olusur
boylece bag doku yikimiyla kemik kaybinda artis meydana gelmektedir(Graves ve
Cochran, 2003).

Hiicre gocii, gelisim, doku onarimi ve bagisiklik tepkileri gibi temel fizyolojik
siirecler i¢in gereklidir, ayrica kronik inflamatuar hastaliklar ve kanser istilas1 gibi ¢esitli
patolojik siireglerde de rol almaktadir.Hiicre gocliniin kusursuz bir sekilde
gerceklesebilmesi i¢in rolleri iyi tanimlanmisg olan ii¢ hiicre iskelet elemaninin koordineli
bir sekilde c¢alismasi gerekir. Bu iskelet elemanlari, aktin, mikrotiibiiller ve ara
filamentlerdir. Hiicre iskelet ag1, hiicre iskeleti capraz baglayicilar1 veya dolayli olarak
sinyal kaskad1 yoluyla etkileyebilir. Hiicre iskelet elemanlarinin dinamiklerini kordine
etmenin en basit yolu li¢ ag1 ayn1 anda diizenleyebilen sinyal kaskadlarindan gecer.
Kiigiik Rho-GTPaz ailesi, hiicre iskeleti tizerindeki ¢oklu etkileriyle hiicre gogiinii
diizenler. Ras iliskili C3 botulinnum toksin substrat1 1-3 (Rac1-2-3) ve hiicre boliinme
dongiisii 42 (Cdc42) protein aktivitesiyle hiicre ¢ikintisindaki fosfoinositid sinyallesmesi
aktin polimerizasyonunu destekler. Ras homolog iiyeleri ise A, B, C (RhoA, RhoB,
RhoC) aktin filamentlerini stabilize eder ve aktomiyozin kontraktilitesini kontrol eder

(Seetharaman ve Etienne-Manneville, 2020).

Arp2/3 kompleksi aktin filamentlerinin olusumunu uyarir. Filament dallanmasi
okaryotik hiicreler gibi daha yiiksek organizmalarda inaktiftir ve aktiflesmesi i¢in WASP
ailesi proteinleri gibi aktivator proteinlere ihtiya¢ duymaktadir. WASP’1n etkilesime
girmesiyle Arp2/3 kompleksi, G-aktin ile dallanmay1 tesvik etmek i¢in C-terminali VA
alan1 aktin filamentlerini olusturur. N-WASP etkinligiyle fosfatidilinositol bisfosfat gibi
efektorlerin baglanmasiyla yap1 daha da giiclenir. Arp2/3 kompleksinin aktivasyonu,
aktin polimerizasyonunu katalize eder ve N-WASP iki WH2 baglanma alani igerir,
bdylece memeli WASP protein ailesindeki diger liyelere nazaran VCA bdlgesiyle iliskili
olarak daha yiiksek bir ¢ekirdeklenme sergiler (Carlier ark., 2003).

WASP ve N-WASP’in VCA alaninin Cdc42/Rac etkilesimli baglanma (CRIB)
alan1 tarafindan otomatik inhibisyonuyla hiicre icinde kapali bir formdadir. Bu

konformasyon VCA bdélgesinin maskelemekte C ve A alanlarinin Arp2/3 kompleksinin



aktiflesmesini onlemektedir. WASP ve N-WASP yapisindaki serin ve tirozin kalintilari,
aktivite ve lokalizasyonlarini etkileyebilen ¢ok sayida kinaz tarafindan fosforillenir.
WASP ve N-WASP salinmasi, CRIB bolgesine bitisik Src tirozin kinaz ailesi tarafindan
protein fosforilasyonunun ardinda molekiil i¢i etkilesimlerle gerceklesir. Fokal yapisma
kinaz1 (FAK), niikleer lokalizasyonunu etkileyen ve hiicre gogiinii destekleyen N-
WASP’1n tirozin kalintis1 256’y1 fosforile eder. FAK ve N-WASP aktivasyonu arasindaki
bu baglantt N-WASP aktivasyonunu uyarir ve bu yolla uyarilan Arp2/3 hiicre hiicre
hareketliligi i¢in aktin polimerizasyonunu baslatmis olur (Lane ve ark., 2014).
WASP/WAVE ailesi iiyelerinin aktivasyonu, vezikiil trafigi, mikrobiyal enfeksiyonu ve
hiicre substrati yapismasi gibi aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi gereken

birgok biyolojik siiregte yer almistir (Bompard ve Caron, 2004).

Son c¢alismalarda, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde rol oynayan
proteinlerin yetersiz veya anormal ekspresyonu, giderek artan bir sekilde immiin
yetmezlik ve/veya otoimiin/inflamatuar hastaliklarla iligkilendirilmistir. Aktin hiicre
iskeletinin diizenlenmesi, hiicre i¢i etkilesimler, ozellikle immiin sinaps olusumu ve
sitotoksik T hiicrelerinin yani sira inflamatuar hiicre gogii i¢in kritiktir (Lafouresse ve
ark., 2013)

Calismamizda 20 hastanin periodontitis dokusu ve normal diseti dokusunda N-
WASP ekspresyonu i¢cin RNA izolasyonu yapilarak bu RNA’lar cDNA'ya cevrildi.
Gergek zamanli PZR analizi ile N-WASP geni ifade diizeyindeki degisim saptandi. Elde
edilen sonuclar kontrol grubuyla karsilastirilarak N-WASP ifadesindeki degisimin
periodontitis patogenezinde molekiiler diizeyde bir rolii olup olmadiginin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismamiza ait verilerin, periodontitis molekiiler mekanizmasinin

anlasilmasinda gelecek ¢alismalara 11k tutacagini diistinmekteyiz.



2.GENEL BILGILER

Gegmisi muhtemelen 5000 y1l 6nceye dayanan periodontitis i¢in eski Misir ve Cin
kaynaklarindaki yazilarda o dénem hekimlerinin tedaviye uygun ¢oziimler iiretmeye
calistiklar1 gozlenmisti.19.yy ikinci yarisina kadar periodontitisin biiyiik 6l¢iide sistemik
faktorlerle iligkili oldugu disiincesi yaygindi. Adolp Witzel, (1847-1906) bakterileri
periodontal hastaligin nedeni olarak diisiinmekteydi. Bunun yani sira periodontitisin
gelisiminde birgok etmeninde yer alabilecegi de bir ¢ok kisi tarafindan daha o dénemlerde
kabul gormekteydi. Mark Twain periodontitis etiyolojisinde lokal irritanlarin nemli
oldugunu ve sistemik faktorlerden ziyade lokal faktorlerin ortadan kaldirilmasinin

hastalik tedavisi i¢in diisiiniilebilecegini bildirmistir (Highield, 2009).

Uzun yillar 6nce periodontitis Amerika’da “Riggs hastaligi” olarak bilinmekteydi.
19.yy periodontitisin etiyolojisi ve patogenezi hakkinda ¢ok az sey bilinmekteydi. Temel
olarak siniflandirmalari, klinik 6zellikleri ve etiyolojileri hakkinda teorik olarak
temellendirme yapilan periodontitis “ Pyorrhea alveolaris” terimiyle anildi. Periodontitis
prevelansi, cografi konum, etnik koken, yas, egitim diizeyi, saglik hizmetlerinin
mevcudiyeti ve sistemik hastaliklara gore degisim gostermektedir. ABD yetiskin
popiilasyonunun %40’1ndan fazlasini etkilemekte ve siddetli periodontitis diinya ¢apinda
altinci en yaygin hastalik olarak rapor edilmistir. 2017°de siddetli periodontitisin diinya
nifusunun yaklasik %7,4’inli etkiledigi tahmin edilmektedir(Stedle ve ark., 2021).
Periodontitisin 6nemli etkenlerinden biri olan agiz sagligi konusunda son 25 y1l igerisinde
net bir iyilesme gozlenememis ve gliniimiizde agiz saghig: tiim diinyada 6nemli bir halk
saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. Demografik degisimler nedeniyle niifus artigi
ve yaslanma dahil olmak tizere oral rahatsizliklarin kiimiilatif yiikii 1990-2015 yillar
arasinda carpici bir sekilde artmistir. Tedavi edilemeyen oral rahatsizliklara sahip kisiler
1990°da 2,5 milyardan 2015°te 3,5 milyar kisiye yiikselmistir. Bir¢ok iilkede niifusta artis
ve yaslanma devam ettikge istisnasiz bu say1 artmaya devam edecektir (Kassebaum ark.,
2017).



2.1 Periodontal Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Periodontitis, diseti kanamasi, periodontal cep olusumu, bag dokusu atasmanin
tahribat1 ve alveolar kemik kaybi ile karakterize kronik enfeksiy6z bir hastaliktir. Doku
ve kemik yikimi, periodontal bakteriler ile konagin immun inflamatuar yanitlari

arasindaki etkilesimden kaynaklanir (Wu ve ark., 2022).

Periodontitisin ilk siniflandirilmasit Armitage (1870-1920) tarafindan yapilmustir.
Armitage; klinik 6zellikleri, klasik patoloji, enfeksiyon ve konak yaniti olarak ti¢ temel
sisteme gore smiflandirilmigtir. Siiflandirma yapilirken 1920°den 1970°e  klasik
patolojiye gore yapilirken 1970°den giiniimiize enfeksiyon/yanit seklinde diizenlenmistir.
1999°da  Uluslararast Periodontal Hastaliklar ve Durumlarin = Simiflandirilmasi
Calistayiyla bir diseti hastaligi kategorisinin ortaya ¢ikmasina, yetiskin periodontitisin
kronik periodontitis olarak degistirilmesine ve erken baslangi¢cl periodontitis ise agresif
periodontitis olarak degistirildi. 2017 yilinda giincellenen galistayla, Periodontitis giincel

patofizyolojisine gore diseti hastaliklari;

e Kronik periodontitis

e Agresif periodontitis

e Sistemik hastaliklarin belirtisi olarak periodontitis
e Nekrozitan periodontal hastaliklar

e Periodonsiyum apseleri

e Endodontik lezyonlarla iligkili periodontitis olarak 6 grupta siniflandirmigtir
(Highfield, 2009).

2.1.1 Kronik periodontitis

Dislerin destekleyici yapilarinda iltihaplanma, ilerleyici atagsman ve kemik kayb1
ile sonuglanan bulasict bir hastaliktir. Periodontitisin en sik goriilen formu olarak kabul
edilir ve cep olusumu veya diseti ¢cekilmesi ile karakterizedir.Yetiskinlerde yaygin olarak
goriiliir, ancak gocuk ve ergenlerde de goriilme olasiligi da vardir. Hastaligin prevalansi
ve siddeti yaga bagli olarak artmakta ve subgingival kalkiiliis sik goriilen bulgudur. Yavas
ve orta derecede ilerleme hizina sahiptir ancak kimi donemler, ilerlemesi hizlanabilir.

Hastaligin seyri ortamdaki faktorlere bagli olarak degisim gostermektedir. Kronik



periodontitis gelisiminde sistemik hastaliklarin yani sira (diyabet, HIV, kardiyovaskiiler
hastaliklar vs.) sigara ve stres de etkili olabilmektedir(Highfield, 2009).

2.1.2 Agresif periodontitis

Hastalik, genellikle 30 yas alt1 kisilerde gézlemlenmekte ancak daha {ist yaslarda
da gozlemlenebilmektedir. Genetik kokenli de olabilmektedir. Hizli atasman kaybi ve
kemik yikimi yasanabilmektedir. Atagman kaybi miktarina gore generalize veya lokalize
olarak tanimlanmaktadir. Atasman kaybi %30’dan az ise lokal , %30’dan fazla ise
generalize olarak degerlendirilmektedir. Agresif periodontitiste, enfekte edici ajanlara
kars1 serum antikor yaniti zayiftir, Sigara, stres, kullanilan ilaglar ve degisen cinsel

hormonlar hastalik seyrini etkileyebilmektedir(Highfield, 2009).

2.1.3 Sistemik hastaligin belirtisi olarak periodontitis

Bu kategoride periodontal hastaligin hastalik siirecinin tezahiirii hastaliklar
icerecek sekilde yeniden tanimlanmigstir. Edinilmis ndtropeni ve 16semi gibi cesitli
hematolojik bozukluklar, ailesel ve siklik notropeni, down sendromu, 16kosit yapigsma
eksikligi sendromu, Papillon-Lefevre sendromu, Chediak-Higashi sendromu, histiositoz
sendromlari, hipofosfatazi gibi ve diger genetik bozukluklar, HIV ve diyabet gibi
hastaliklar hem agresif hem de kronik periodontitisin spesifik kanitlar1 olmasa dahi

periodontitis gelisimini etkileyebilmektedir(Highfield, 2009).

2.1.4 Nekrotizan periodontal hastalik

Bu kategoride atagsman kaybmin c¢ok az veya hi¢ olmadigini gosteren ilk
enfeksiyonlarin oldugu bir siirekliliginin parcasi olduklarini diisiindiirmekte, ancak
hastalarin yatkin oldugu tekrarlayan enfeksiyonlarda baglanma kayb1 bu kategoride daha
belirgin hale gelmektedir(Highfield, 2009).



2.1.5 Periodontal apse

Calistayda periodontal apse ayri bir kategoride eklenmistir. Periodontal apse
olusumunun hem kronik hem de agresif periodontitisin klinik bir 6zelligi olmasina
ragmen, spesifik tan1 ve tedavi gerektiren farkli bir klinik antite olarak ortaya ¢iktig1 ve
bu nedenle farkli bir siniflandirma yapilmasina gerek duyulmustur. Cogu durumda
periodontal apse olusumu, énceden var olan bir periodontal cebin akut alevlenmesi akut
periodontitis olarak adlandirilir. Apseler, dikey ve yatay kok kiriklarina veya sement

yirtiklarina neden olarak ortaya ¢ikabilir(Highfield, 2009).

2.2 Periodontitisin Etiyolojisi

Periodontal hastaliklarin etiyolojisi bakterilerdir. Agiz boslugu ¢esitli mikrobiyal
tirleri barindiran, konak ve mikroplar arasinda ekolojik etkilesimler saglayarak hastalik
seyrini belirlemektedir (Novak ve Novak, 2006). Periodontal hastaliklar, ekzojen bir
patojenin aksine kommensal organizmanin asir1 biiyiime ve gelismesiyle gergeklesir.
Kommensal mikroorganizmalarin asir1 biiyiimesi sonucu, enfeksiyon olusabilmektedir.
Periodontal dokulardaki ilk inflamasyon patolojiden ziyade mikrobiyal tehdide karsi
fizyolojik bir savunma mekanizmasi olarak diigiiniilmelidir. Hastaligin bu evredeki,
klinik bulgulari, genellikle dis tas1 olusumu ve diseti iltihabinin eslik ettigi supragingival
ve subgingival plak olusumunu igerir. 1976’da Page&Schroeder tarafindan agiklanan
diseti iltihab1 ve periodontitisin iyi bilinen asamalar1 sdyle siralanmaktadir (Page ve

Schroeder, 1976).

Ik lezyon, erken lezyon, yerlesik lezyon ve ileri lezyon. Ilerlemis lezyona
destriiktif faz da denir ¢iinkii gingivitisten periodontitise ge¢isi temsil eder. Ilk lezyon,
yerlesik l0kositlerin ve endotel hiicrelerinin bakteriyel biyofilme verdigi yanittir ancak
bu donemde inflamasyon belirtisinden ¢ok degisiklikler histolojik olarak gézlemlenebilir.
Bakterilerin metabolik iiriinleri, sitokinler liretmek i¢in baglanti epitel hiicrelerini tetikler,
nétronlari, lokal kan damarlarinin vazodilatasyonuna neden olan néropeptitleri iiretmesi
i¢in uyarir. Boylece notrofiller damardan ayrilir ve kemokinler yanit olarak inflamasyon
bolgesine dogru gd¢ eder. Erken lezyon, bag dokusunda artan sayida nétrofillerin,
makrofajlarin, lenfositlerin, plazma hiicrelerinin ve mast hiicrelerinin ortaya ¢ikmasiyla

gerceklesir(Cekici ark., 2014).



Bir sonraki agama ise yerlesik lezyondur. Bu dogustan gelen bagisiklik
tepkisinden, kazanilmis bagisiklik tepkisine geg¢is donemidir. Makrofajlar, plazma
hiicreleri, T ve B lenfositleri baskindir. B lenfositlerinin IgG1 ve IgG3 alt siniflar1 da
mevcuttur. Bu evrede kan akisi bozulur ve kollajenolitik aktivite artar. Fibroblastlar
tarafindan artan kollajen tiretimide bu donemde devam eder. Klinik olarak bu evre, diseti
kanamasi, renk, Kontur degisimlerinin yasandig1 orta veya siddetli diseti iltihabidir. Son
asama ise periodontitise gecistir. Bu evre ilerlemis lezyon, kemik ve atasman kaybi,

histolojik degisimler ve dis kayb1 ile sonuglanir (Cekici ark., 2014).

2.3 Periodontitisin Mikrobiyolojisi

Oral bakteriler arasindaki iligkiler ile periodontitis gelisimine olan etkileri, kronik
inflamatuar hastaliklarla iligkili polimikrobiyal topluluklart anlamaya ve hastaligin
tedavisine yardimci olmaktadir. Periodontitiste de hastalifin ayirt edici 6zelligi olan dis
kokii yiizeyleri cevresinde lokalize alveolar kemik kaybi yasanmaktadir. Disin kok
yapisini destekleyen bu kemik kaybi sonunda dis kaybina yol agar ve bugiin diinyada dis
kaybinin yaygin nedeni olmaya devam etmektedir. Klinik olarak saglikli ve hastalikli
bolgelerle iliskili dis plaginin kapsamli analizi ile periodontitis anlayist belirgin sekilde
artmigtir (Socransky ve Haffajee, 1994). Bu siiregte plaklarda mikrobiyal konsorsiyumlar,
insanlarda en yiiksek diizeyde karakterize edilen mikrobiyal konsorsiyum haline
gelmistir. Diger mikrobiyal hastaliklara benzer sekilde (Socransky ve Haffajee, 1994;
Roberts ve ark.,1997)periodontitis, mevcut mikroorganizmalarda (g¢ogunlukla gram
pozitif ve negatif tiirler) iyi karakterize edilmis bir kayma nedeniyle mikrobiyal kayma
hastalig1 olarak karakterize edilmistir (Socransky ve Haffajee, 1994). Saglikli dokudan
periodontal dokuya geciste (Roberts ve ark., 1997) birka¢ bakteri kompleksi
tanimlanmistir ve bu hastalik “kirmizi kompleks’’ peritopatojenler olarak adlandirilan ii¢
bakteri tlirlinli icermekteydi. Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola hastalikli bolgelerde (Socransky ve ark., 1998) birlikte gruplandi
ve hastalikla gii¢lii bir etki ortaya ¢ikardi. Dental plagin daha fazla karakterizasyonu, ¢ok
sayida etkilenmeyen tiir tanimlanmis ve periodontal dokuda bulunan bakteri tiirlerinin
sayist tahmini 500’{in lizerine ¢cikarmistir. Bu etkilenmeyen bakterilerin bazilarinin klinik
olarak saglikli olanla ve hastalikli bolgeyle giiglii bir etkilesimi bulunmustur (Kumar ve
ark., 2005; Lepp ve ark., 2004). Son olarak saglikli ve hastalikli bolgelerde bulunan



mikrobiyal kayma, dis plak toplulugunun stabilitesinin periodontal sagligin iyi bir
gostergesi  oldugunu gosterirken bu degisimler dokunun klinik durumdaki
degisiklikleriyle iliskilidir. Bununla birlikte, mikrobiyal bilesimde stabiliteyi koruyan
veya degisikliklere neden olan mekanizmalar tam anlamiyla anlasilamamustir (Vianna ve
ark., 2008) .

2.4 Periodontitisin Patogenezi

Eriskinlerde dis kayiplarinin yaklasik %70’inden fazlasina periodontal hastaliklar
sebep olmaktadir (Kumar ve ark., 2005). Hastalikta mikrobiyal viriilanmanlarin sayisiz
bilesenleri, cevresel etmenler ve konak hiicrenin olusturdugu cevap hastalik
patogenezinde Onemli sonuglara yol acar. Biyokimyasal bir¢ok faktor periodontal
iltihapta yer alir ancak her etmen dis kaybina neden olmaz. Bu etmenler zamanla tedavi
edilmedigi takdirde daha fazla kemik yikimina sebep olmakta ve bu durum dis kaybiyla
sonuclanmaktadir. Hastalik patogenezi tam olarak anlasilmasa da yapilan calismalar
literatiire patogenezin anlagilmasi igin katki saglamaktadir. Periodontitis toplumda
olduk¢a yaygin gozlenmektedir. Periodontitis patogenezinde; ¢evresel etmenler,
mikrobiyal etmenler, buna bagli olarak konak enflamatuar immiin yanit, bununla birlikte
olusan bag doku, kemik metabolizmasinin yikimi, son olarak da hastaligin klinik seyri

seklinde ortaya ¢ikmasi hastalik olusumunu gergeklestirmektedir (Kumar ve ark., 2005).

Saghikh Diseti Periodontitis

lak
dis tama ’

»(\:6 derinlesmis cep

saghkl digeti ""‘(\‘
.’:'-\ / Q / /\ azalmis Kemik sevivesi
i \ { ]

saghkl kemik seviveleri /

\ '
"-— = S

Sekil 2.1 Saglikh ve Periodontitis Dokusundaki Farkliliklar
(https://dhc.dental/periodontists-in-miami)



2.5 Periodontitiste Iltihaplanma Siireci ve Doku Yikimi

Birlesim epiteli, kok yiizeyi ile digeti arasinda benzersiz bir conta olusturmakta ve
ana islevi alt dokulara oral mikroplarin ve yan {iriinlerinin siirekli maruz kalmasina karsi
korumaktir (Giirsoy ve ark., 2013). Adezyon, hiicre-hiicre etkilesimleri, kemotaksis,
proinflamatuar sitokinler, epitel biiyiimesi, MMP aktivasyonu ve antimikrobiyal peptit
tiretiminde yer alan gesitli molekiiler faktorler, baglanti epitelinin islevine katkida
bulunur. Bakteriyel viriilans faktorlerinin (6r., P.gingivalis) uzun siireli inflamasyonda
Klinik olarak diseti kanamasi, yumusak doku, kontur ve renk degisimlerine sebep
olmaktadir. Birlesme epiteli kok yiizeyinde apikal olarak go¢ eder ve sonunda periodontal
cep olusumuna yol acan kollajen yikimini aktive eder (Akdogan ve Yontem, 2018). Diseti
iltihabinin periodontitisin Onciisii ve hastaligin ilerlemesi i¢in klinik olarak ilgili risk
faktorii olmasina ragmen tiim diseti iltihab1 lezyonlarinin periodontitise yol agmamasi
olasidir. Periodontal cep olusumu sirasinda, yerlesik  hiicreler (Kkeratinositler,
fibroblastlar, osteoblastlar) tarafindan yeni doku olusumu baskilanirken, noétrofiller,
makrofajlar ve osteoklastlar tarafindan doku bozulmasi uyarilir ve bdylece doku ¢ikarma

ve rejenerasyon arasindaki denge bozulur (Giirsoy ve ark., 2013).

Keratinositler, fibroblastlar ve dendritik hiucreler tarafindan uretilen
proinflamatuar sitokinler (IL-1B, IL-6, IL-23, TNF-a), kemokinler (IL-18) ve
antimikrobiyal peptitler, iltihapli dokulara go¢ eden nétrofiller i¢in kemo-gekici
gradyanlardir ve yerlesik olmayan hiicrelerin (makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri
ve mast hiicreleri) enfeksiyon bolgesine kemotaksisini uyarir (Glirsoy ve ark., 2013;
Akdogan ve Yontem, 2018). Fagositik hiicreler esas olarak antimikrobiyal ajanlar, reaktif
oksijen tiirleri ve enzimler liretip salgilayarak istilac1 patojenleri ortadan kaldirmay1
amaclar. Bununla birlikte bol miktarda kollajenolitik MMP ve elastaz doku
konsantrasyonlari, bag dokusu ve periodontal ligamente tip I kollajenin bozulmasini
aktive eder. Hastalik sirasinda, MMP-8 periodontal dokulardaki ana kollajenazdir. Geri
doniistimsiiz periodontal yikim, agirlikli olarak plazma hiicreleri igeren inflamatuar hiicre
infiltrati, bag dokusunun daha derinlere uzanarak periodontal ligament ve alveolar

kemikte doku hasarina yol agtiginda meydana gelir (Giirsoy ve ark., 2013).

Alveoler kemik rezorpsiyonu, periodontitisin temel patolojik ozelligidir.
Osteoklastlarin, ¢ok ¢ekirdekli kemik emen hiicrelerinin aktivasyonu bir dizi inflamatuar

proteinler (sitokinler) ve enzimler (MMP’ler) tarafindan diizenlenir. IL-1p, IL-6 ve TNF-
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a, niikleer faktor-kappa ligand (RANKL) ekspresyonunun reseptoriinii yukari regiile
ederek osteoblastlarin farklilagsmasini inhibe eder (Sandros ve ark., 2000; Mitani ve ark.,
2015) RANKL ayn1 zamanda yeni kemik olusumu i¢in osteokalasin iiretimini azaltarak
elde edilen osteoklastogenez aktivasyonundaki baslica inflamatuar sitokindir. Yukari
regiile edilmis RANKL (matiir osteoklast olusumunu stimiilatorii) ve asagi regiile edilmis
osteoprotegerin (RANKL eyleminin bloke edicisi) sayesinde kemik yikiminin ilerlemesi
saglanir. MMP-1-8-13 6zellikle tip I kollajeni (periodonsiyumdaki ana kollajen tiirii)
pargalayarak alveoler kemik yikiminda rol alirken, iki jeletinaz (MMP-2 ve MMP-9)
denatiire kollajenin yikimini gergeklestirir. Ayrica MMP-9, osteoklat gogiine yardim eder
ve MMP-13 tiimii tip I kollajen bozulmasini kolaylastiran osteoklast aktivasyonunu
tetikler. Hastaligin hizli ve yavas ilerleyen ve stabil periyotlarla gelisimi periodontal
bolgeler ve bireyler arasinda farklilik gosterir. Periodontitis teshisi, periodontal atasman
ve alveoler kemik kaybiyla ilgili klinik ve radyografik bilgilere dayanir. Periodontal
hastaligin erken evresinde klinik belirti ve semptom eksik veya ¢ok hafif olabilir. Tahribat
ilerlediginde alveoler kemik kaybiyla birlikte derinlesen cep derinlikleri, dis hareketliligi,

sliriiklenme, genislenme ve nihayetinde dis kaybi ile sonuglanir (Ksiazek ve ark., 2019).

2.6 Periodontitis Gelisiminde Sitokinler

Sitokinler hiicrelerde, immun ve inflamatuar etki gdosterebilen, uyarilmis
lenfositler, monositler, makrofajlar ve diger somatik hiicreler tarafindan sentezlenebilen
genellikle kiigiik molar konsantrasyonlara sahip 20-30 kD agirligina sahip peptid veya
glikoprotein yapidaki molekiillerdir. Cesitli hiicre tipleri tarafindan {iretilen ve salgilanan
sitokinler, enflamasyon, hiicre biiylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya kars1 sistemik yaniti

icine alan bagisiklik ve enflamatuar olaylar diizenler (Akdogan ve Ydntem, 2018).

Sitokinler, bagisiklik, inflamasyon ve hematopeze aracilik eden ve bunlar
diizenleyen kii¢iik salinan proteinlerdir ve uyarilan hiicrelerden oldukg¢a kisa siirede
salgilanir, ancak depo edilmezler. Bir bagisiklik uyarisina istinaden iiretilen kiigiik
hormon benzeri proteinlerdir. Sitokinler polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicre
tizerinde Ozel reseptorlere baglanarak etki gosterirler. Otokrin, parakrin ve endokrin

etkilere sahiptir (Akdogan ve Yontem, 2018).
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Sekil 1.2 Sitokinlerin Etkilesimi (Akdogan veYontem, 2018)

Sitokinler; “lenfoid sistem ve diger baz1 hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini,
yara iyilesmesini, inflamasyonda rol alan hiicreleri aktive etme ve reaksiyon bdlgesine
cekme, kemik iligine etki ederek hematopoietik diizenlemeye katilma, embriyogenezi ve
sinir sisteminin gelisimine katilma, diisiik konsantrasyonlarda ates miyalji, bas agris1 akut
faz cevabi gibi genel enfeksiyon bulgularina, yiiksek konsantrasyonlarda ise sok ve 6liime
yol acar bazi hipofiz hormonlarinin sentez ve salinimina neden olurlar, antiviral etkinlik

gosterirler’” (Akdogan ve Yontem, 2018).

Sitokinler, osteklastik aktiviteyi ve alveolar kemik kaybi sitiimiile eden birkag
sinyal yolunu aktive eder. Onceki ¢aligmalar sitokin gen polimorfizmlerinin periodontal
hastalik riski ile iligkili olabilecegini, ayn1 zamanda hastaligin ilerlemesi ve siddetinde

etkili olabilecegini gostermistir (Alayan ve ark., 2007; Rudick ve ark., 2019).

Sitokinler, konak¢r savunma sisteminin molekiillerini kodlayan genlerdeki
genetik polimorfizmleri, hastaliga yatkinlig: ve hastaligin siddetini etkiler (Mitani ve ark.,
2015; Benjamin ve Baer, 1967). Periodontal dokularda, immiin hiicrelerde (makrofajlar,
lenfositler), epitel hiicrelerinde ve interlokin IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17,
dahil proinflamatuar sitokinlerde IL-18, IL-35, matris metalloproteinazlar (MMP’ler) ve
timor nekroz faktori-o (TNF- o) bagisiklik tepkileri olusturabilir (Benjamin ve Baer,
1967). Periodontal hastaliklarin patogenezinde ve siddetinde sitokinlerin oldugu birgok
calisma yapilmis ve agresif periodontal (AgP) hastaliklarda kronik periodontitise gore

12



(CP) hastalarinda genetik faktorlerin ¢ok daha 6nemli oldugu anlasilmistir (Reich ve
Lander, 2001).

Korman ve ark, IL-1 gen polimorfizmleri, hafif ve siddetli periodontitis
hastalarinda sigara igmeyenlerde periodontitis siddeti agisindan énemli bir korelasyon
oldugunu gozlemlemislerdir. Periodontal hastaliklar i¢in genetik risk faktorlerinin
tanimlanmasinin bu tiir hastaliklarin tan1 ve tedavi siirecleri acisindan oldukca 6nemli

oldugu diistintilmektedir (Kozak ve ark., 2020).

2.7 Periodontitis Gelisiminde Interlokinler

IL-1 periodontal hastaliklar ve diger bir¢ok inflamatuar hastaligin patogenezinde
interlokinler arasinda Onemli rol oynar. IL-1 bir inflamatuar yaniti baglatmak ve
stirdiirmek i¢in 6nemli olan bir dizi siirecte yer alir. Proinflamatuar ve kemik koruyucu
ozellikleri nedeniyle periodontal hastaliklar ile baglantili doku yikiminda 6nemli rol
oynar. Arastirmalar, IL-1’i kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin daha yiiksek,

periodontal siddeti olabilecegini gostermistir (Patel ve ark., 2018).

IL-6, lenfositler, mast hiicreleri, eozinofiller ve epitel hiicreleri ¢esitli hiicreler
tarafindan salgilanan bir lenfosit kemotraktan faktoridiir. IL-6, periodontitis
patogenezinde hayati ve dnemli rol oynayan bu pro- ve anti-inflamatuar sitokin, I1L-2
reseptor ekspresyonu ve diger pro-inflamatuar interlokinleri salgilanmasini uyarir (Klein
ve ark., 2001). Ayrica, pro-inflamatuar sitokinler IL-1 ve TNF-a nin sentezini bloke eder
(Laine e ark., 2001). IL-6, osteoklast farklilasmasini ile kemik rezorpsiyonunu indiikler
ve kemik olusumunu engeller. Diisiik konsantrasyonlarda IL-6 onciillerden osteoklast
olusumunu uyarir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda IL-6 ¢ogunlukla IL-6 olgun
osteoklastlarin aktivasyonunu indiikler. IL-6’nin osteoklastlar {izerindeki etkisinin yani
stra, arastirmalar; IL-6’nin MMP’lerin salinmasi ve aktivasyonu ile baglantili oldugu
ayrica periodontal hiicre disi matrisin (ECM) patolojik bozulmasma yol actigi

gosterilmistir (Rudick ve ark., 2019).

IL-8, periodontitis patogenezinde rol alan bir kemokindir. Bu sitokin, enflamatuar
bolgelerde notrofillerin gdgilinii aktive eder. Patel ve ark. sigaranin kemokin iiretimi

tizerinde, diseti olugu sivisinda azaltilmig bir IL-8 miktariyla yansitilan, engelleyici bir
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etkiye sahip oldugunu gostermistir. Sigara igenlerde 1L-8 seviyelerindeki azalma, nétrofil
kemotaksisinin bozulmasina ve periodonsuyumda migrasyona neden olarak

periodontitisin ilerlemesine yol agmaktadir (Patel ve ark., 2018).

IL-10, periodontitis patogenezinde dnemli rol alan bir sitokindir (Yang ve Huang,
2019). IL-10, IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12 ve IL-18 iiretimini baskilar. Bir klinik
caligmada, saglikli kontrollere kiyasla periodontitis hastalarinda dolagimda IL-10
diizeylerinin fazlaca diistiigii gézlemlenmis (Zein Elabdeen ve ark., 2017) ayrica diisiik
IL-10 tiretimi olan hastalarda 6nemli Olgiilerde artan CP ilerleme riski kaydedilmistir
(Lopes ve ark., 2017). Bir anti-inflamatuar diizenleyici olarak bilinen IL-10, pro-
inflamatuar sitokinlerin {retimini bloke eder. IL-10, hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasini giiclendiren B hiicrelerini uyarir, ayn1 zamanda IL-1 reseptorii ve TNF
reseptor antagonistleri (Borilova ve ark., 2013) gibi anti-inflamatuar mediyatérlerin
salgilanmasmi da yogunlastirir. Ayrica I1L-10, Th17 hiicreleri ve Thl hiicreleri dahil
olmak tiizere CD4+ T hiicrelerinin farkli alt kiimelerini diizenleyebilir. IL-10,
periodontitis patogenezinde baskilayici rol oynar (Kozak ve ark., 2020). Wang ve ark, IL-
10 nakavt fareler, Porphyromonas gingivalis asilamadan sonra muhtemelen yiiksek
proinflamatuar sitokin tiretimine bagli olarak IL-10 saglikli farelere gore dnemli dlgiide
daha yiiksek alveoler kemik kaybina sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Bu bilgiler
1s181inda IL-10’nun, periodontitis patogenezinde baskilayici rol oynadigi sdylenebilir

(Wang ve ark., 2019).

IL-16’nin bagisiklik tepkileri ve kronik inflamatuar hastaliklarin patogenezi
tizerinde diizenleyici bir etkisi oldugu gozlemlenmistir. IL-16 T lenfositlerini degistirerek
ve monosit\makrofaj fonksiyonunu diizenleyerek bagisiklik sistemi iizerinde bir etkiye
sahiptir (Glas ve ark., 2003). Monositler, periodontitisin yikici siireglerinde 6zellikle ¢ok
onemli roller alirlar ve IL-1 ile TNF-o’nin monositik salgilanmasi periodontitis ile

iligkilidir (Reich ve ark., 2003).

IL-17, mikrobiyal organizmalara kars1 konak savunmasinda hayati dneme sahiptir
ve kronik inflamatuar hastaliklarin patogenezinde 6nemli roller Gstlenir. Ayn1 zamanda
yapilan in vivo caligmalar IL-17°nin periodontitis patogenezinde 6nemli oldugunu
gostermektedir (Koenders ve ark., 2011). IL-17A , TNF-a ve IL-1B’yi uyarir ve diger

proinflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu artirir (lyoda ve ark., 2010). IL-17A ayrica
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RANKL indiiksiyonu yoluyla kemigin yeniden sekillendirilmesini etkiler ve bu nedenle
IL-17A periodontal dokularin yok edilmesi siirecinde yer alabilir. IL-17, osteoblastik
hiicrelerde RANKL’1 indiikleyerek osteoklastogenezi arttirabilir. IL-17 ‘nin osteoblastlar
tarafindan kemokin salgilanmasi iizerindeki etkisinin periodontitis dahil birgok kemik
hastalig1 etiyolojisinde Onemli etkileri bulunmaktadir. IL-17’nin diger sitokinler,
kemokinler ve MMP’leri iceren siddetli inflamatuar yanit1 baslatma yetenegine sahip

oldugu da bilinmektedir (Batool ve ark., 2018).

Ciftgibasi ve ark. IL-17, IL-23 ile nétrofil enzimi miyeloperoksidaz seviyelerinin
AgP hastalarinda saglikli kontrollere gore dnemli dlclide yiiksek oldugunu gozlemledi.
Tedaviden sonra hem lokal hem de sistemik olarak bu seviyelerdeki énemli diisiisler
periodontal dokularin iltihaplanmasinda IL-17’nin spesifik rol aldigin1 gdstermistir
(Ciftcibas1 ve ark., 2015). Batool ve ark. IL-6 ve IL-17’nin tiikiirik diizeylerinin saglikli
kontrollere kiyasla SP’1i hastalarda anlamli derecede yiiksek oldugunu, ve Shindo ve ark.
ise IL-35’in IL-6 ve IL-8’in IL-17A ile indiiklenen asir1 ekspresyonunu azaltarak
periodontitisin ilerlemesini engelleyebilecegini bildirmistir (Shindo ve ark., 2019; Batool
ve ark., 2018).

IL-18, IL-1 sitokin ailesine aittir. Periodontitiste ¢ok ©Onemli rol oynayan
proinflamatuar bir sitokindir. IL-18’in anti-enfeksiyon, anti-tiimor ve anti-hipersensitivite
etkileri vardir. Dokularda inflamatuar lezyonlarin gelisimi ve otoimmiin hastaliklarin
varligi ile ilgilidir (lyoda ve ark., 2010). IL-18’in, ana aktivitelerinden biri, IL-12
olusumunda interferon tiretimini uyarmak ve Thl ve Th2 yanitlarini tesvik etmektir. IL-
18, enfeksiyon sirasinda notrofillerin genislemesini, gociinii ve aktivasyonunu artiran
TNF-a, IL-1PB ve IL-8 gibi diger proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini indiikler. IL-
8’in kemik emilimini inhibe etme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle IL-8’in periodontitiste
kemik metabolizmasinin diizenlenmesine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica IL-8, sinyal yollar1 ve kemik rezorpsiyonunun inhibisyonu dahil olmak iizere
farkli rollerde periodontal saglik ve hastalik iizerinde ciddi bir etkiye sahip olabilir (Kim
ve ark., 2009). Mahajani ve ark. GCF’deki IL-18 diizeylerinin periodontal hastaligi olan
hastalarda saglikli deneklere gore daha yiiksek oldugunu, Wang ve ark. kronik
periodontitisli hastalarin serumunda IL-18 ekspresyonunun arttirdigini bulmuslardir ve
buna ek olarak tiikiiriikte IL-18 ‘in martiks metalloproteinazlarin salinimini tesvik etmek

icin NF-gB sinyalini baslatabildigini gézlemlemislerdir (Silva ve ark., 2015).
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IL-35 diizenleyici B hiicreleri, CD8+ diizenleyici T hiicreleri ve CD4+ diizenleyici
T hiicreleri tarafindan tretilir. Th17 hiicreleri tarafindan Th17 hiicre aktivasyonu ve IL-

17 tiretimini baskilar (Kalburgi ve ark., 2013).

IL-35, GCF’de ve CP’de diseti dokusunda tespit edilmistir. Caligmalar, IL-35 ‘in
inflamatuar ~ sitokin  dretimini  inhibe ederek periodontitisin  ilerlemesinin
diizenlenmesinde rol aldigin1 ortaya koymustur (Cai ve ark., 2017). Kalburgi ve ark,
saglikli kontrollerin ve kronik agresif periodontitisli hastalarin diseti dokularindaki IL-35
diizeylerini karsilastiran ¢alismasinda , IL-35 mMRNA' nin agresif ve kronik periodontitis
hastalarinda diseti dokularinda eksprese edildigini, ancak kronik periodontal hastalig
olan hastalarin en yiiksek diizeyde IL-35 ekspresyonunu sergiledigini gostermistir
(Kalburgive ark., 2013).

Jin ve ark. saglikli kontrollere kiyasla CP hastalarindan alinan dokularda IL-35
protein ekspresyonun yiikseldigini bulmustur. Bu c¢alismaya goére, IL-35 periodontal
hastaligin ilerlemesini bloke edebilir ve dolayli olarak sistemik hastalig1 da yavaslatabilir
(Jin ve ark., 2017). Yapilan bir ¢alismada IL-35’in diseti iltihabinda ve periodontal
sagligin korunmasinda baskilayici rolii oldugu gosterilmistir. Baska ¢alismada da IL-35
ile IL-17A’nin neden oldugu, IL-6 ve IL-8 ekspresyonunu azaltarak periodontitis
gelisimini engelleyebilecegi ortaya konulmustur. IL-35’in CP’deki diger sitokinlerin
veya immiin hiicrelerin etkisini yogunlasip yogunlastirmadigr veya antagonize edip

etmedigi hala belirsizdir (Monteleone ve ark., 2010).
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2.8 HUCRE ISKELETI

Hiicre iskeleti temel olarak hiicre i¢in yapisal islev goren, hiicre i¢i sekil, organel
dagilimi, hiicre hareketi, makromolekiil taginim1 gibi yasamsal olaylarda rol almaktadir.
Hiicre iskeleti mikrotiibiiller, aktin filamentleri ve ara filamentler olmak iizere {i¢ temel
birimden meydana gelmektedir. Bu yapilarla birlikte ¢ok sayida motor protein bulunur.
Motor proteinler aktin ve mikrotiibiiller boyunca hareket eden molekiillerdir. Bu yapilar
aktin filamentlerinin art1 uca dogru hareket eden siiper miyozin ailesi, ¢ogunlukla pozitif
uca yonelik mikrotiibiil motor protein olan kinesin ailesi ve negatif uca yonelik
mikrotliblil motor protein olan dynein ailesi oldugu diisiiniilmektedir. Cesitli hiicre
tiplerinde aktin ve mikrotiibiillerin hiicrede ¢ok ¢esitli vezikiil ve organel tasinmasi, hiicre
gocli, niikleer goc gibi siireclerde aktif rol aldig1 ve yillar gectikge bu yapilarin hiicre
iskelet sistemleri arasinda bir koprii gorevi gordigii diistiniilmektedir (Bhaskar ve ark.,
2007).

Mikrotiibiiller, GTP varliginda tiibiilin dimerleriyle kendiliginden birlesir. Temel
yapis1 13 protofilamentten olusur ve i¢i bos oldukea sert bir yapidadir. Bir¢ok hiicrede
mikrotiibiiller eksi uglarindan sentrozom gibi diizenleyici bir yapiya baglanir bu da
mikrotiibiil u¢lar1 hiicre ¢evresine disa dogru yayilan astral bir diizenlemeye yol acar.
Hiicrede dogru bir sekilde organize olmus mikrotiibiilller; hiicre iskeleti hiicre béliinmesi
sirasinda kromozomlarin ayrilmasi, hiicre i¢i vezikiil ve organellerin taginmasi, sinyal
iletimi, gé¢ eden hiicrelerde ve epitel dokularda polaritenin korunmasindan sorumludur.
Aktin monomerleri ATP varliginda ¢ift sarmala polimerize olur. Aktin filamentleri,
mikrotiibiillerden daha ince ve daha az bir sertliktedir. Dinamik aktin filamentleri hiicre
icinde gorevlerinin yerine getirilmesini demetler veya aglar seklinde ¢apraz baglanirlar.
Aktin hiicre iskeleti hiicre goég¢iinde oldukg¢a Onemlidir. Hiicre korteksindeki zari
giiclendirir ve hiicre boliinmesinin son asamasi olan sitokinezin uyarilmasini

saglamaktadir (Dogterom ve Koenderink, 2019).

Aktin-mikrotiibiil gapraz baglanmasi ve mikrotiibiil bitylimesinin yonlendirilmesi;
mikrotiibiilleri aktin demetlerine ¢apraz baglayan proteinler tarafindan saglanir. Bu
baglantiya cok biiyiik alanli proteinler veya F-aktin mikrotiibiilleri i¢in baglanma
bolgeleri olan protein kompleksleri aracilik eder. Bu ¢apraz baglayici proteinlerin bazilar
ayrica mikrotiibiil art1 u¢ baglayici1 proteinler (EB proteinleri) ile etkilesime girme

yetenegine sahiptir ve hem aktin-mikrotiibiil ¢apraz baglayicilar hem de mikrotiibiil art1
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u¢ izleyiciler olarak islev goriirler. Bu proteinler biiyliyen mikrotiibiillerin art1 uglari ile
aktin demetleri arasinda dinamik baglantilar saglayabilir ve aktin demetleri boyunca
mikrotiibiil biiylimesinin yeniden yonlendirilmesini saglamaktadir (Dogterom ve
Koenderink, 2019).

Aktin ve mikrotiibiil uglarinin stabilizasyonu; genellikle hiicre korteksinde
gbzlenen aktin aglari ile baglantili protein kompleksleri tarafindan mikrotiibiil uglarinin
sabitlenmesi ve stabilizasyonu ile meydana gelir. Bu tiir baglantilar mikrotiibiil uclarin
fiziksel olarak yakalamakla kalmaz ayn1 zamanda mikrotiibiillerin dinamik 6zelliklerini
de dogrudan baskilayarak aktin aglar1 ve mikrotiibiil uglar1 arasinda stabil baglanti
saglayan protein kompleksini igerebilir. Ayn1 zamanda hiicre korteksinde mikrotiibiil
uclarinin aktin aracili sabitlenmesi, mikrotiibiillerin kortikal mikrotiibiil diizenleyici
faktore maruz kalmasini tesvik edebilir. Mikrotiibiil biiylimenin olmasi i¢in aktin korteks
mikrotiibiil davranisini sadece dogrudan etkilesimle degil ayn1 zamanda hiicrenin seklini
kontrol ederek de etkileyebilir. Aktin korteksinde miyozin motor aktivitesi mitotik
hiicrede hiicreyi katilagtiran ve yuvarlayan kortikal bir gerilim olusturur. (Dogterom ve
Koenderink, 2019)

Mikrotiibiiller, aktin polimerizasyonunu destekleyen faktorlerin lokalizasyonuna
dogrudan katkida bulunabilir. Aktin ¢ekirdeklenmesinde hem dogrudan hem de dolayl
olarak mikrotiibiil uglariyla baglantili olarak; forminler, Wiskott-Aldrich sendromu
proteinleri (WASP/N-WASP) aracilik eder. Aktin ve mikrotiibiiller birkag farkli
diizenleyici proteinler ile etkilesir. Bu etkilesimlerde kiigiik Rho-GTPaz ailesi tiyeleridir.
Rho-GTPazlar, aktif (GTP’ye bagli) ve etkin olmayan (GDP’ye bagli) durumlarda gegis
yapmalariyla molekiiler bir anahtar gorevi goriir. Guanin niiklotid degisim faktorleri
(GEF’ler) tarafindan aktive edilirler ve GTPaz aktive edici proteinler (GAP’lar)
tarafindan inaktive edilir. Aktin ve mikrotiibiiller, Rho-GTPaz sinyali ile iki sekilde
birlestirilir ve her iki sistemde Rho-GTPazlar tarafindan diizenlenir ve ek olarak
mikrotiibiiller, GEF’ler ve GAP’lar ile etkilesime girerek Rho-GTP’azin aktivitesini
diizenlemektedir. En iyi karakterize edilmis proteinler; Rho-GTPazlar; Rho, RAC ve
Cdc42’dir. Rho; lineer aktin demetlerinin formin aracili birlesmesini ve miyozin 1l
aktivasyonunu tesvik ederek, kontraktil aktin dizilerinin birlesmesini uyarirken, RAC ve
Cdc42, Arp2/3 aracili dalli aktin filamentlerinin birlesimini ve c¢ikintili dizilerin

birlestirilmesini tesvik eder. Rho-GTPazlarin mikrotiibiiller iizerindeki etkisi, oncelikle
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mikrotiibiil uclarinda uygulanir ve serbest tiibiilin havuzunu modiile ederek mikrotiibiil
dinamiklerine ince ayar yapan statmin gibi mikrotiibiil iligkili proteinlerin (MAP’ler)

modiilasyonuyla gergeklesir (Dogterom ve Koenderink, 2019).

Okaryotlarda iyi karakterize edilmis aktin cekirdeklenme mekanizmasi
mevcuttur. Arp2/3 kompleksi hiicrelerde dalli bir kortikal aktin ag1 olugturmay1 saglar ve
genellikle demetlenmis dalsiz filamentlerden olusur. Arp2/3 aktinde de novo
¢ekirdeklenmesi i¢in hem bir g¢ekirdeklenme tesvik faktorii (NPF) hem de bir dal
olusmasiyla ve mevcut filaman olusmasi i¢in gereklidir. Birgok proteinin Arp2/3 igin
NPF’ler gibi davrandig: diisliniilse de, bu proteinlerin en ¢ok calisilan grubu Wiskott-
Aldrich sendromu proteini (WASP) ailesidir. Bu protein ailesi iiyeleri daha ¢ok dkaryotik
organizmalarda bulunur ve her durumda aktin filament c¢ekirdeklenmesi i¢in Arp2/3
kompleksine ihtiyag duyar. Arp2/3’l aktive etmek i¢in bu proteinlerin kritik kismi C-
terminal bolgesidir. N-terminal kisimlari ise nispeten daha gesitlidir (Tyler ve ark., 2016).

WASP protein ailesi, aktin hiicre iskeletinde uygun degisikliklerin
yonlendirilmesinde ¢esitli yukar1 akis sinyallerini entegre etmek icin idealdir. Bir¢ok
calismadan elde edilen sonuglar dogrultusunda, Arp2/3’iin WASP ailesi proteinlerinin C-
terminal asidik bolgesine baglandig ve aktine baglanan motifi (WH2) ,WASP tarafindan
baglanan bir monomeri almakla gorevli oldugu bilinmektedir. Homoloji-2 (WH2) bu
monomerin daha sonra polimerizasyon i¢in bir ¢ekirdek gorevi gorebilen bir trimeri taklit
etmek tizere aktin ile ilgili olan Arp2 ve Arp3 ile birlesir ve Arp2/3 daha sonra monomer
ile birlesen bir aktin dimerini etkili bir sekilde taklit eder. WASP tarafindan
cekirdeklestirici trimer olusturmak icin daha hizli aktin polimerizasyonuna ugrayabilir.
Aktin dinamiginin diizenlenmesinde WASP proteini 6énemlidir ve WASP proteinlerinin
prolin bakimindan zengin (PRB) boélgesi sadece SH3 alan proteinlerini baglamak igin bir
iskele bolgesi olarak degil ayni zamanda islev gorebilen bir alan olarak da 6nemlidir
(Tyler ve ark., 2016).
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Tablo 2.1 Aktine Baglanan Proteinler (Cooper ve Hausman, 2019)

Hiicresel rol Temel proteinler
Monomer baglanmasi Profilin, twinfilin
Filaman olusumunun baslamasi ve Arp2/3, formin
polimerizasyonu
Ucun kapatilmasi CapZ, tropomodulin,
Filaman stabilizasyonu Nebulin, tropomiyozin
Aktin filamanimin diger proteinlere Distrofin, spektirin, talin, vinkulin
baglanmasi
Filaman koparilmasi\ Depolimerizasyonu Kofilin, gelsolin
Filaman ¢apraz baglanmasi a-aktin, filamin, fimbrin, vilin

Ara filamanlar boyut olarak aktin ve mikrotiibiil proteinleri olarak siniflandirilan
ve diger yapilara nazaran daha sert ve daha kararli bir yapi olusturan hiicre iskelet
elemanidir. Yapisal olarak hiicreye 6zgiidiir ve hemen hemen tiim dokularda bulunur.
Tilim ara filament proteinleri, olduk¢a esnek, strese dayanikli hiicre iskeletine sahip cift
sarmal seklinde olusmaya meyilli ve belirgin sekilde organize olmus bir a- sarmal yap1
gosterir. En bilinen 6rnekleri, vimentinler, keratinler ve niikleer laminlerdir (Hermann ve

Aebi, 2016).

Ara filamentlerin ana gorevi hiicrede mekanik bir koruma saglamaktir. Son
donemdeki calismalarda ara filamentlerin tasima mekanizmalarina katildiklar saptanmis
olup, aminoasit ve DNA dizi benzerliklerine gore ¢esitli kategorilerine gore alt birimlere
ayrilmaktadir. Tip 1 ve Tip2 ara filamentleri keratinler, Tip3 ara filamentleri vimentin,
desmin, glial fibriller asit proteini (GFAB), periferin ve niikleer lamin igerir. Ara
filamentlerin hiicre i¢i taginmasina ve glikosfingolipidlerin siniflandirilmasina katildig
oOne siiriilmistiir. Gliard ve ark. yaptig1 caligmalarda vimentinin endozom/lizozom yollari
ile golgi aygiti ve ER arasinda glikolipid ve sfingolipid tasidigi kanitlanmistir Ara
filamentler bu islevlerini hiicre alt1 organellerin organizasyonuna katkida bulunarak veya
tasima islemine katilan proteinleri baglayarak gergeklestirmektedir (Bhaskar ve ark.,
2007).
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Sekil 2. 2 Mikrotiibiil ve Ara Filament Yapisi (Pollard & Goldman, 2018)

2.9. HUCRE GOCU

Hiicrede yapisma ve hiicre gogii, sitoplazmada hiicre iskeleti olarak tabir edilen
lifli protein filamentleri aginin aracilik ettigi hiicresel bir iglevdir. Protein lifleri olarak,
mikrotiibiiller, mikrofilamentler ve ara filamentlerden olusur. Ozellikle aktin
mikrofilamenti, hiicre morfolojisi, hareketlilik, endositoz, sitokinez ve apoptozun
korunmasinda hayati rol alir. Aktin Oncelikle, aktin filamentlerinin monomerik G
(ktiresel) aktin ve filamentli F (filamentli) aktin formlarina dinamik olarak birlesip
ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Aktin filamenti hareketi, aktin dimerlerinin ve
trimerlerinin olusumu, aktin monomerlerinin iki farkli ucu olan, dikenli u¢ ve sivri uclu

sag el sarmali bir polimer uzanmasi seklinde tetiklenir (Cooper ve Hausman).

Hiicre gogiinde aktin hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesiyle hiicre 6n yiizey
kenarinda zar ¢ikintilar olugur. Bu ¢ikintilar; morfolojik, yapisal ve islevsel 6zelliklerine
bagli olarak invadopodia, filopodia ve lamellipodia olarak adlandirilmaktadir.
Invadopodia, hiicre dis1 matrisi (ECM) parcalama kapasitesine sahiptir ve 6zellikle hiicre
istilas1 ile baglantilidir. Filopodia, paralel dalsiz aktin filamentlerinin sik1 bir sekilde
demetlendigi uzun ince zar ¢ikintilaridir. Lamellipodia, dallanmig aktin yapilarina sahip
diiz tabaka benzeri zar ¢ikintilaridir. Bu yap1 aktin yapilarinin 6nemli bir bileseni, aktin
niikleatorii olarak islev goren ve aktin filament dallanmasina aracilik eden Arp2\3

kompleksidir (Rauhala ve ark., 2013).
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“Aktinin polimerizasyonu dikenli ugta, depolimerizasyonu ise sivri ugta meydana
gelir Bu islemlerde; Arp2\3, forminler, WASP siiper ailesi ve Rho-GTPaz gibi ¢esitli
molekiiller tarafindan kodlanmakta ve bu olay bir siire¢ olarak devam etmektedir. Ayni
sekilde polimerizasyonda Kofilin ve kapak proteinleri de gorev almaktadir’> (Cooper ve
Hausman). F-aktin baglayici ve demetleyici protein, aktin filamentlerinin yasamsal siireg
ve islevini belirlemektedir. G-aktin monomerinin F-aktin polimerizasyonu, hiicre
gociinde kritik bir 6neme sahiptir. Transmembran reseptorlerinden olan integrinler trans
membran reseptorler ile etkilesime girer ve aktin dinamikliginde 6ncii rol alirlar. Aktive
olmus integrinler, fokal adezyon kinazlar, Src, Paxillin, a-aktinin, kindlin, talin gibi pek
¢ok yapi araciligiyla asagi akis yoniine dogru hareket eder. FAK, WASP ve Arp2\3
proteinleri  araciligiyla aktin dallanmast ve polimerizasyonu kontrol eden
Rho\Rac\Cdc42’yi aktive eder. RhoA’nin ayrica hiicre gocli sirasinda Oncii, zar
kabarmasi ve lamel olusumunda aktif olarak rol almaktadir ve bu yapilara ek olarak
alternatif hiicre hareketliligini azaltan stres lifinin olusumunuda diizenlemektedir (Devi

ve ark., 2011).

2.9.1. NF-kB Sinyal Yolu

NF-KB sinyal yolu, hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi, dogustan gelen
bagisiklik ve inflamasyon yanitinin diizenlenmesi gibi olaylarda rol almaktadir. NF-Kj
ailesi, NFkB1, NFkB2, p65(RelA), RelB ve cRel gibi bir¢ok transkripsiyon faktériinden
olusur. Normal sartlarda NF-Kf transkripsiyon faktorleri, kB inhibtér proteinlerine
baglanir ve hiicre sitoplazmasinda inaktif durumda kalir. Kanonik NF-Kp yolundaki tipik
uyarict molekiiler, LPS, IL-1B ve TNF-a’dir ve bu molekiillere tiimor nekroz faktor
reseptorii (TNF), interlokin-1 reseptorii (IL-1R) ve Toll benzeri reseptor (TLR) aracilik
eder. NF-Kp yolu aktivasyonu IkB fosforilasyonu, ubikitinasyon ve degredasyonu artirir
ve p50 igeren dimerlerin DNA’ya baglanmasini tesvik ederek nispi olarak gen
ekspresyonunu artirir. NF-Kf aktivasyonu, bagisiklik savunmasinin bir pargasidir. TNF-
a, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi pro-inflamasyon sitokinleri ve adezyon molekiilleri NF-Kf(3
sinyal yolu tarafindan indiiklenir boylece l16kositlerin inflamasyon bolgesine alinmasini
tesvik eder. Wang ve ark, TPCA-1 kronik periodontitisli farelerde diseti dokularinda

proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu, NF-kB sinyal yolu aktivasyonuyla, farelerde
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kronik periodontitis olusumunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi bildirilmistir (Wang ve ark.,
2021).

2.9.2. MAP Kinaz Sinyal Yolag

Mitojenle aktive olan protein kinaz(MAPK) o6karyotlarda, mayadan insanlara,
hiicre ¢cogalmasi, hiicre farklilasmasi ve apoptoz gibi hayati siirecleri diizenleyen sinyal
yolunun dnemli bir bilesenidir. MAPK tipik olarak kii¢iik bir GTPaz ile etkilesimleri ve
hiicre yiizey reseptorlerinden asagi akis yoOniinde protein kinazlar fosforilasyonu
tarafindan aktive edilir. MAPK aktive edildikten sonra protein fonksiyonunda ve uygun
biyolojik yanitla gen ekspresyonunda degisiklikler meydana getirmek i¢in sitozol ve
cekirdekte c¢esitli substratlar1 fosforile eder. MAP kinazlar 1{i¢ ana ailede
gruplandirilmaktadir. Memelilerde bunlar ERK’ler (hiicre disi sinyalle diizenlenen
kinazlar), JNK’ler (Jun amino-terminal kinazlar) ve p38/SAPK ’lardir (stresle aktive olan
protein kinazlar). ERK ailesi iiyeleri, aktivasyon segmentinde TEY motifine sahiptir ve
iki gruba ayrilmaktadir. Esas olarak klasik ERK’ler (ERK1 ve ERK?2 ) ve daha ¢ok uzun
dizi iceren daha biiyiik ERK’ler (ERKS). ERKI1/2 modiili hiicre biiylimesini ve
farklilagsmasini indiiklemek i¢in dncelikle bliylime faktorii ve mitojene yanit verir. Bu
modiliin 6nemli yukar1 akis diizenleyicileri, reseptor tirozin kinazlar (RTK’ler), G-
protein- bagli reseptorler (GPCR’ler) ve integrinler gibi hiicre yiizey reseptorlerinin yani

sira kiigiik GTPazlar Ras ve Rap igerirler (Wang ve ark., 2021).

Kiiciik GTPazlar, aktif GTP’ye bagl ve aktif olmayan GDB’ye bagh formlar
arasinda ge¢is formudur. Bliylime, hiicresel farklilagma, hiicre hareketliligi ve hiicre
sagkalimiyla gesitli hiicresel sinyalleri diizenler. GTPazlarn en iyi karakterize edileni Ras
protein ailesidir. Ras ailesi tiyeleri hiicre proliferasyonu ve farklilasmasini diizenlerken,
Rho alt ailesi iiyeleri ise aktin hiire iskeletini, gen ekspresyonunu ve proliferasyonu
kontrol eden GTPazlardir. Rho GTPazlar Ras ile yiliksek oranda homologdur ve GTP’ye
bagli molekiiler anahtar gorevi goriir. RhoA, Racl ve Cdc42 Rho ailesinin en ¢ok calisilan
tiyeleridir. RhoA’nin en 1yi bilinen gorevi aktin stres liflerinin olusumu ve fokal
adezyonlarin olusumunu tesvik etme yetenegiyle bilinirken; Cdc42 ve Rac sirasiyla
filopodia ve lamellipodia olusumunu diizenlemektedir. Bu yapilar aktin dinamigi
kontroliiyle, hiicre go¢line, gen ekspresyonuna, hiicre sagkalimina ve hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini modiile ederler. Rho-GTPazlarinn aktivasyonu, hiicre yapismasi, hiicre

hareketliliginde es zamanli olarak degisime neden olurlar (Soriano ve ark., 2021).
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JNK ailesi iiyeleri, aktivasyon segmentinde TPY motifi icerirler. INK1, JNK2 ve
JNK3 yapilarindan olusmaktadirlar. INK modiilii, ¢evresel stres (iyonize radyasyon, 1s1,
oksidatif stres ve DNA hasar1) ve inflamatuar sitokinlerin yan1 sira biiylime faktorleri
tarafindan da aktive edilirler. JNK modiiliinde sinyali, Rho ailesi, GTPaz, Cdc42 ve Rac
icerir. JNK modiilii apoptoz, iltihaplanma, sitokin iiretimi ve metabolizmada énemli rol
oynamaktadir. P38 ailesi iiyeleride JNK modiilleri gibi gevresel stresler ve inflamatuar
sitokinler tarafindan giiclii bir sekilde aktive edilirler. Hiicre dongiisii, hiicre
farklilasmasi, apoptoz ve iltihaplanma olaylarinin diizenlenmesinde rol almaktadir.
Aktivasyon segmentinde bir TGY motifine sahiptir ve p38 ailesi p38a., p38p3, p38y, p38d
yapilarini barindirir (Morrison, 2012).
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Sekil 2. 3 Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK) Sinyal Yollar1 (Kim ve Choi, 2010)
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2.10. N-WASP GENi

Wiskott-Aldrich sendromu proteini (WASP) geni, WASP ve WAVE ailelerinden
tanmimlanan X’¢ bagli resesif bir hastalik olarak tanimlanmistir. WASP geni klinik olarak
incelendiginde; immiin yetmezlik, trombositopeni, egzama, lenfosit ve trombosit
fonksiyonundaki degisimlere neden oldugu bilinmektedir. Bir bagka WASP ailesi iiyesi
olan ndronal (N-) WASP biiyiime reseptor baglayici protein 2’nin, Src homolojisi (SH3)
alan1 ile etkilesime giren proteomik bir memeli proteini olarak tanimlanmis ve en ¢ok
beyinde bulunan bu yapi ilk olarak WAVE adimi almistir. Daha sonralar1 ise baska bir
grup tarafindan bagimsiz olarak WASP benzeri bir molekiil olarak tanimlanmigstir. WASP
ve WAVE ailesi proteinleri, WASP, N-WASP, WAVE\SCAR1, WAVE2 ve WAVE3
icin bes gene sahip oldugu kabul edilmektedir (Kurisu ve Takenawa, 2009).

WASP ve WAVE yapisal olarak benzer bir yap1 sergilemektedir. Bu yapi, prolin
acisindan zengin bir bolge ve karboksil terminal bolgede yer alan VCA bolgesi
yapisindan meydana gelmektedirler. VCA boélgesinin ana gorevi aktin polimerizasyonunu
tetiklemektir. V alani aktin monomerine (G-aktin’e), CA alani ise Arp2\3 kompleksine
baglanir. Aktin polimerizasyonu i¢in hiz smirlayici adim ise Arp2\3 kompleksine
baglanma admmidir. VCA boélgesi, aktin  monomerine yaklasma ve aktin
cekirdeklenmesinde kilit rol oynamaktadir. C alami yaklasik 20 aminoasitten olusan
hidrofobik bir yiizeye sahip Arp2\3 kompleksi ile etkilesime girerek, aktive olmakla
birlikte a-sarmal bir yap1 olusturur (Kurisu ve Takenawa, 2009).
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Sekil 2.5 WASP 1 Molekiiler Yapisi ile ilgili Proteinlerin Sematik Gosterimi (Abo,
1998)

PH (plekstrin homolojisi); GBD (GTPase baglanma alani); PPPPPP (prolin agisindan
zengin bolge) ve AR (asidik kalintilar). hWASP insan, mMWASP fare, N-WASP néron,
YSCLASL17 S.cerevisia WASP homologu

WASP proteinlerindeki amino terminal bolge WAVE ailesinden farklidir.
WASP‘te proteinlerin amino terminali bir temel bolgeyi ve bir GTPaz baglanma alani
(GBD; Cdc42\Rac etkilesimi) ve CRIB alani olarak bilinen diger baglanma alanini
izleyen WHI\EVH]1 alanin memelilerde WIP, (CR16-homolog protein\ WIP ) igceren
WASP etkilesimli protein ailesine baglanmaktadir. NMR c¢alismalarinda; WIP
ligandlarmin N-WASP WHI1\EVH1 domainin etrafina sarildigi vee WHI\EVHI’in
etkilesimli yiizeyinin WAS hastalarinda mutasyonlar i¢in énemli bir nokta oldugu bu da
WAS-WIP baglanmasinin bozulmasina ve sonucta olusan WASP’1n bozulmasina neden
olabilecegini one siiriilmektedir. WASP fonksiyonu ve WAS’ta immiin hiicrelerin, aktin
morfolojilerindeki degisimler sebebiyle olusabilecegi diistiniilmektedir. GBD\CRIB
alanlari, VCA bolgesine baglandiklar1 ve engelledikleri icin WASP ve N-WASP
aktivitesinin kontrolii i¢in dnemlidir. GBD\CRIB alanlar1 hidrofobik yarigi, C bolgesinin
amfipatik sarmalinin hidrofobik yiizli molekiil i¢i bir etkilesim olusturur ve boylece VCA
aktivitesi iizerinde bir oto-inhibitdr kontrol gdrevi goriir. Inhibisyon GTP’ye bagh

Cdc42’nin GBD\CRIB alanina baglanmasiyla serbest olarak salinir ve Arp2\3 kompleksi
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aktivasyonu saglanir. Fosfatidilinositol- (4,5)-bisfosfat (PIP2) baglanmasiyla WASP ve
N-WASP igin Cdc4?2 ile etki alan1 olusturur (Kurisu ve Takenawa, 2009).

wIP

/ N\
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PIP3 ? Cdc42Hs SH3 Domains ?
PSTPIP NCK Fyn PLCy Fgr  Sre

Sekil 2 4 WASP Etkilesimli Proteinler (Abo, 1998)

SH3 bolgesi WASP prolin bolgesi ile etkilesime girer, GTPaz Cdc42Hs, WASP’1 GBD
araciligiyla baglar. PH ve WH1 alanlari dahil olmak tizere WASP’in N-terminal PH,
WHI1 bu fosfoinositid PIP3, PH alani ile etkilesime girer.

WASP ailesi Arp2/3 kompleksi olmak iizere diger bir¢ok faktorle etkilesim
kurarak aktin dinamiklerini diizenler. Arp2/3 WASP proteinin C-terminalindeki CA
bolgesine baglandiginda aktive olur ve V bolgesine baglanan aktin monomeriyle
baglandiginda aktin polimerizasyonunu baslatir. Bu etkilesimler WASP islevi acisindan
oldukca onemlidir. Dinlenme durumunda N-WASP ve WASP, N-terminal bdlgesinde
GBD alan1 ile C-terminali arasinda bir etkilesim VCA bdlgesinde engellenmis bir
konformasyonda bulunur. Bu etkilesim, Arp2/3 kompleksinin CA bdélgesinin erigimini
engeller, WASP ve N-WASP inaktif kalir. Rho GTPaz, Cdc42 ve fosfotidilinositol 4,5-
bifosfat (PIP2) gibi ligandlar WASP baglanmas1 ve VCA bolgesindeki C-terminali ile N-
terminali arasindaki etkilesimi bozar. Cdc42, GBD’ye baglanir ve PIP2, temel bolge ile
etkilesime girebilir. Bu etkilesimlerden herhangi biri WASP’1n otomatik olarak inhibe
edildigi konformasyonunu kararsizlastirabilir ve diger ligandlarin baglanmasim
giiclestirerek VCA bolgesinin  agiga ¢ikmasini ve WASP ailesi proteinlerinin
aktivasyonunu saglar. WASP/WAVE ailesinin lyeleri aktif oldugunda, VCA bdlgesi
aciga cikar ve Arp2/3 kompleksine bir aktin monomerinin baglanmasiyla yeni bir aktin

filamentinin g¢ekirdeklenmesine yol acar. WASP/WAVE ailesi iiyelerinin aktivasyonu,
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vezikiil trafigi, mikrobiyal enfeksiyon ve hiicre substrat yapismasi gibi aktin hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesi gibi biyolojik siireclerde rol almaktadir (Frugtniet ve
ark., 2015).

Aktin filamentlerinin organizasyonu, hiicre hareketliligini saglayan cesitli
cikintilarda farklilik gosterir. Aktin filamentleri lamellipodiada bir dallanma aginda
toplanirken filopodiada uzun paralel demetler olusturur. WASP/WAVE ailesi proteinleri,
aktin filamentlerinin, lamellipodia olusumundan sorumlu ana yapilar olan 6nceden var
olan filamentlerin kenarindan 70’lik bir agiyla bir araya getirildigi dalli aktin aglarin
olusumunu indiiklemek i¢in Arp2/3 kompleksi ile etkilesime girer. WASP/WAVE ailesi
proteinleri hiicre motilitesindeki roliinii arastiran bir ¢alismada, filopodiada goriilen aktin
yapilarint olusturmak igin Cdc42 sinyalinin N-WASP aktivitesi gerektirdigini ve
lamellipodia olusumu i¢in Rac’in asagr akis WAVEI aktivitesinin gerekli oldugunu
bildirmislerdir(Frugtniet ve ark., 2015).

WASP ve WAVE proteinleri karmasik aktin yap1 islev sekillenmesinde birlikte
gorev alirlar. N-WASP, endositik vezikiiller, filopodia ve podozomlar\invadopodia gibi
farkli hiicresel yapilarin olusmasi i¢in gereklidir. N-WASP fosfolipidlere baglanan ve
zarlar1 egri ylizeylere deforme edebilen protein sinifinda yer almaktadir. Bu proteinler {i¢
yapisal ailede siniflanir; BAR alani, EFC\F-BAR alan1 ve RCB\MIM alani ve bu yapilar
hem WASP hem de WAVE proteinleri ile iletisime giren SH3 alanlarina sahiptir. Zari
deforme eden proteinler, WASP’leri ve WAVE’leri zara alir ve ayn1 zamanda benzersiz
zar hiicre iskeletinin sekillendirilmesinde zarin kavisli olmasini modiile eder. EFC\F-
BAR igeren protein FBP17 oOrnegin membran invaginasyonu ve N-WASP
aktivasyonunun kordinasyonuyla endositoz kolaylasir. Yapilan bir g¢aligmada, N-
WASP’1n yikimi ile artan inflamatuar sitokin tiretimi NF-kB ve ERK\MAP kinaz sinyal

yollari ile diizenlenmekte oldugu belirtilmistir (Kurisu ve Takenawa, 2009).
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Sekil 2. 5 N-WASP Baglanma ve Ayrilma Mekanizmasi (Kurisu ve Takenawa, 2009)

WASP ifadesi eritrosit olmayan hematopoietik hiicrelerle siirlandirirken, N-
WASP ve WAVE iiyeleri hemen hemen her dokuda ifade edilir. Yapilan bir ¢alismada,
WASP nakavt farelerde T-hiicre aktivasyonundaki degisimler periferik kan
lenfositlerinde ve trombosit sayilarinda azalma gosterdigi, oysa N-WASP nakavt fare
embriyonik hiicrelerde dliimciil etkiye sahip oldugu gdzlenmistir. Ayrica N-WASP’1n
fare beyninde ekspresyonunun durdurulmasi farelerde siddetli hidrosefali ve dogum
sonrasi Oliime neden olmustur. N-WASP, N-terminalde iki VV domainine sahiptir, bu
nedenle C-terminal (VVCA) iki aktin monomeri ile etkilesime girebilir bu WASP ile
karsilastirildiginda N-WASP’in {istiin aktin polimerizasyonuyla sonuglanir. Bdylece
WASP ve N-WASP benzer baglanma alanlariyla ve karsilastirilabilir temel
fonksiyonlarina sahip olarak %50’den fazla dizi homolojisine sahiptirler. WASP ve N-
WASP Arp2/3 kompleksiyle dinlenme durumunda VCA bolgesiyle etkilesimi 6nleyen
bir oto-inhibitér kapali konformasyonda bulunur. WASP ve N-WASP otomatik
engelleme durumundan kurtarmak i¢in Racl (GTPase Rho ailesi iiyesi) WAVE 1-3 ‘i
etkinlestirir ve Racl’in N-WASP’in daha etkili bir aktivatorii oldugu, Cdc42’nin ise
WASP ile daha giiclii aktivatorii oldugu bilinmektedir. PIP2; Cdc42 ile sinerji
olusturdugunda WASP ve N-WASP aktivasyonuna aracilik etmektedir. Tomasevig ve
ark. PIP2°’nin WASP’1 negatif olarak diizenledigi, ancak Cdc42’nin aracilik ettigi N-
WASP aktivasyonunu diizenlemedigi bildirilmistir (Jain ve Thanablu, 2015).
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Sekil 2. 6 T Hiicresinin Aracilik Ettigi Sinyal Yolagi Diyagrami (Jain ve Thanablu, 2015)

Noronal Wiskott—Aldrich sendromu proteini  (N-WASP), WASP protein
ailesinin bir tyesidir. Kromozom iizerinde 7g31.32 lokalizasyonunda yer alan 11
ekzonluk bir proteindir. Hemen hemen her dokuda eksprese olmakla birlikte en fazla
noronal dokularda daha fazla eksprese olmaktadir. Literatiirde; WASL, NWASP,
WASPB ve N-WASP olarak da bilinmektedir. Yapisal olarak; N-terminalde; WASP
homoloji alan1 (WHI1), ardindan bir temel bolge (BR), GTPaz baglanma alan1 (GBD),
prolin agisindan zengin bolge (PRR) ve C-terminalinde verprolin-kofilin-asidik bolgesi
(VVCA) vyapisindan olusmaktadir N-WASP, aktin hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesinde yer alan WASP ailesinin 6nemli bir bilesenidir.Arp2/3 kompleksinin
aktivasyonunu modiile ederek aktin polimerizasyonunu diizenlemektedir (Wang ve ark.,
2020).
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Sekil 2. 7 N-WASP'in Kromozom Lokasyonu (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8976)
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Immiin hiicre géciiniin temel rolii, kusurlu mobilizasyonun neden oldugu birgok
farkl1 bozukluktan kaynaklanmaktadir. Immiin aracili inflamatuar bozukluklar, anormal
sitokin tiretimi ve belirsiz derecede verilen bagisiklik tepkilerinden kaynaklanan
cOziilemeyen inflamasyon ile karakterize heterojen hastalik grubudur. Bu hastaliklar
otoimmiin hastaliklar, hepatit, tip I diyabetes mellitus, romatoid artriit (RA), sedef
hastaligi ve inflamatuar bagirsak hastaliklaridir. Otoimmiin hastaliklarda, bagisiklik
sistemi kendine kars1 tepki vererek doku yikimina ve sonunda fonksiyon kaybina neden
olur. Hiicre gociinde hiicre iskeleti, iligkili proteinler tarafindan yonlendiren, polarize
sekil degisikligi ve hiicre dis ortamla mekanik etkilesimi saglar. Hiicre gogiinde Rho-
GTPase ve Cdc42 ana hiicre iskeleti elemanlaridir. Cdc42, gog, polarite, yapisma
membran kabarmasi ve hiicre i¢i kacakeilik gibi ¢esitli siireclere katilir. Lamellipodia ve
filopodia olusumu i¢in Cdc42 gereklidir. WASP dogrudan Cdc42’yi hedef alarak asagi
akig efektorlerini  hedeflemektedir. Hematopoietik WASP, immiin hedef hiicre
etkilesimleri, apoptoz, sinyallesme ve 16kosit gogiinde immiin hiicrelerde 6nemli olan bir
hiicre iskelet diizenleyicisidir. Bir calismada, N-WASP’m inhibisyonuyla RA’I
hastalardan alinan sinovyal doku kullanilarak yapilan in vitro deneyde tedavinin hiicresel
go¢c ve invazyon azalmasiyla sitoskeletalin yeniden diizenlemelerle sonuglandig
bildirilmistir. Peterson ve ark. ayni prosediirii kullanarak wiskotatini kesfettiler.
Wiskostatin, N-WASP aktivitesini inaktif durumda stabilize ederek benzer sekilde
Arp2/3 kompleksinin aktivasyonunu onleyen baska bir N-WASP inhibitoridiir (Biro ve
ark., 2014) .

Psoriazis epidermisin belirgin sekilde kalinlagmasi ve keratinosit farklilagmasinin
degisimiyle iligkili dermis ve epidermisin iltithaplanmasi ile karakterize kronik
inflamatuar bir deri hastaligidir. Sedef hastaliginin tahmini prevalanst genel
popiilasyonda %?2-4’tiir ancak Asya popiilasyonunda bu oran daha diisiiktiir (%0,4). Sedef
hastaliginin etiyolojisi karmagiktir. Spesifik olarak, derinin otoimmiin benzeri iltihab,
giiclii genetik bir arka plana sahip oldugunu gdstermektedir ve ayni zamanda cevresel
faktorlerden de etkilenmektedir. Bu gevresel faktorler, travma, ilaglar, UV maruziyeti,
metabolik ve psikojenik faktorlerin yani sira alkol, sigara kullanimi, yasam tarzi gibi
etmenlerden etkilenmektedir. Ayrica streptokok enfeksiyonlari da sedef hastaligini
etkilemektedir. Patofizyolojisi nedeniyle sedef hastaliginin kardiyovaskiiler hastaliklar,

metabolik sendrom, inflamatuar bagirsak hastaliklari, romatoid artrit, sigara, alkol ve
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stresle iligkili oldugu bildirilmistir. Hem sedef hastaligi hem de periodontitis epitelyal
yiizeylerde bulunan mikrobiyotaya karsi yogun bir bagisiklik tepkisi ile karakterize edilir.
Th-17 hiicreleri ve diizenleyicileri T hiicreleri, yogun bagisiklik tepkisini yonlendirmede
onemli rol alir. Hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklig1 baglatmak ve diizenlemek
icin 6nemlidir. Caligsmalar, psoriazis ciltte ve periodontitisli hastalarin TLR-2 ‘nin yukari

regiile edildigini ifade etmislerdir (Wu ve ark., 2022).

Sedef hastaligimin nedeni bilinmemekle birlikte hastaligin gelisimi ve
stirdliriilmesi, bagisiklik hiicreleri ve keratinositler arasindaki etkilesimle gerceklesir.
Timosit gelisimi N-WASP tarafindan yukar1 akista hiicre iskeleti molekiillerinin
diizenlenmesiyle yakindan iligkilidir. Bu nedenle N-WASP, T hiicresi gelisimi i¢in kritik
bir dneme sahiptir. Yapilan bir ¢alismada nakavt N-WASP’1n farelerde atopik benzeri
ilthaplanmaya neden oldugu ve deride sistemik bagisiklik tepkisine yol actigi
bulunmustur. Epidermiste; N-WASP nakavt immiin hiicrelerde aktive edildigi, IL-6 ve
IL-17 ekspresyonlari dermal T hiicreleri tarafindan indiiklenmistir. N-WASP geninin
susturulmasi, farelerde erken embriyonik Oliime neden oldugu ancak filopodia
olusumunun bozulmadigi goézlemlenmistir. Li ve ark. her yastan N-WASP nakavt
farelerde deri boliimlerinde sirt, kuyruk, géz kapagi, kulak, burun ve yiiz derisinde hafif
ila orta derecede epidermal hiperplazi ve dermal hiicre proliferasyonu oldugunu
gostermistir (Li ve ark., 2018). N-WASP nakavt farelerin diseti epitel ve bag dokusunda
deride benzer orta derecede bir inflamatuar reaksiyon gostermistir. N-WASP’in yikimi
artan inflamatuar sitokin tiretimini NF-kB ve ERK-MAPK sinyal yollar1 ile diizenledigi
ve N-WASP fare disetinin immiinopatogenezinde kritik bir rol aldig1 bildirilmistir (Wang
ve ark., 2020).

N-WASP, periodontitisle ayn1 patogenez ve risk faktorlerine sahip sedef hastaligi
ile iliskilidir. Periodontitis gelisiminin bakteriyel enfeksiyonlar sonucu meydana geldigi
ve WASP protein ailesi hiicre gocii sinyal iletiminde, hiicre polimerizasyonunda ve
fagositoz olaylarinda gorev aldigi g6z oOniinde bulunduruldugunda periodontitis
gelisiminde yasanan dis kayiplarinda N-WASP proteinlerinin etkili olabilecegi
diistintilebilir. Yaptigimiz literatiir taramasinda N-WASP’1in insan digeti iizerindeki
etkisiyle ilgili herhangi bir calismaya rastlamadik. N-WASP’in periodontitis

patogenezinde rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. MATERYAL

3.1.1 Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Bu ¢alisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Hastanesi
Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dal1 poliklinigine periodontitis nedeniyle ileri dis
destek doku kayb1 olusumuna bagli dis ¢ekimi i¢in bagvuran periodontitis tanis1 almis 20
hasta (13 erkek, 7 kadin) dahil edildi. Calisma igin gerekli izin Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 28.01.2021(2021/02) tarihli
toplantisinda 21-KAEK-008 proje numarasi ile alindi. Calismanin tamami Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Bu tez calismasi, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Baskanliginca 2021/60 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1.2. Dokularin Saklanmasi
Calismaya dahil olan katilimcilarin izni ve bilgisi dahilinde ameliyat sirasinda

doku 6rnekleri alind1 ve sonrasinda ¢alisilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.

3.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar
e Homojenizator (Heildolph Silent Crusher, Almanya)
e Santrifiij (Hettich, Almanya)
e Otomatik pipetler ul (Transferpette, Almanya)
e -20° C derin dondurucu(Argelik, 2052dy Tiirkiye)
e Vorteks (Velp, Scientifica, F20220176, Italya)
e Etiiv (Memmert, Almanya)
e Buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye)
e -80 Derin Dondurucu (Nuaire, Nu9483e, ABD)
e PZR (Termal Dongii Cihazi, Biometra, Almanya)
e Real Time PZR (Applied Biosystems, ingiltere)
e Distile su cihazi(Elgaoption Q7, Ingiltere)

e Qubit 2.0° Fluormeter (Invitrogen by life teknotologies, Avusturalya)
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e Sogutmal1 Santrifiij (Hettich, Almanya)

e Plate (Applied Biosystems, 4346907, Ingiltere)

e Plate Yapistirict (Applied Biosystems, 20145092, ingiltere)
e Ph Metre (Hanna Instruments, HI2020W, ABD)

e Otoklav (HMC, HV25, Almanya)

e Distile Su Cihaz1 (Elgaoption Q7, Ingiltere)

3.1.4 Calismada Kullanilan Sarf ve Kimyasallar
3.1.4.1 RNA Izolasyon Kiti

RNA izolasyonunda Thermo Scientific marka GeneJET RNA Purfication Kit (Lot:
01125929)

Lizis soliisyonu

Yikama soliisyonu 1
Yikama soliisyonu 2
Water Nuklease Free

RNA Purification Columun Collection Tube

YV V V V V V¥V

Proteinaz K

3.1.4.2 cDNA izolasyon Kiti
RNA y1 ¢cDNA ¢evirmek i¢in Thermo Fisher Scientific marka Applied biosystems
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Lot: 01152470)

» RT-Random Primers

» dNTP mix

» Multi Scribe Revers Transkriptaz
» dH2 0 Niiklease Free Water
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3.1.4.1.3 Qubit ssDNA Test Kiti
cDNA’larin miktar tayininin yapilmasi i¢in Thermo Fisher Scientific marka
Invitrogen Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit (Lot: 2346191)

» (Calisma soliisyonu
» Standart 1
» Standart 2

3.1.4.1.4 Real time PZR Kiti
» 1XROX Dye (50X) (A.B.T™ 2X qPCR SYBR Green Master Mix) (with
ROX)
» Forward Primer
> Reverse Primer
» Template cDNA
» RNaz-free Water

3.1.4.1.5 Kit Harici Malzemeler
» TE Buffer
B-mercaptoethanol
Etanol

Bisturi

Ependorf

>

>

>

» Deney tiipii
>

» Pastor pipeti
>

Distile su
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3.2 METOD

Hastalardan periodontitisli ve saglikli diseti dokular1 toplandi ve ¢alisma

zamanina kadar dokular 80°C’de muhafaza edildi. Hasta ve kontrol gruplarina ait doku
orneklerinde RNA izolasyon kit (Thermo, Lot: 01125929, Lithuania) protokolii
uygulanarak RNA’lar elde edildi. Daha sonra cDNA sentez kit protokolii uygulanarak
elde edilen RNA’lar cDNA’ya ¢evrildi. Ger¢ek zamanli PZR analizi kullanarak N-WASP

genine ait ekspresyon degisiklikleri saptandi.

3.2.1. RNA Izolasyon Protokolii (K0731)

Calisma yapilacak alan %70’lik etanol ve RNaseZap ile RNAaz’lardan
arindirilarak temizlendi.

-80°C’de saklanan periodontitis dokular1 30 gr tartilarak bisturiyle daha ufak
pargalara ayrildi.

Her bir 6rnek igin deney tiiptine 300 pl lizis tamponu (B-merkaptoetanol
eklenmis) eklendi ve 6rnekler 10 sn vortekslendi.

Her 6rnek 20.000 rpm’de homojenizatdrde pargalandi.

Parcalanan her doku 1,5 pl ependorf tiipe alind1

600 pl Proteinaz K ( 10 pl Proteinaz K + 590 ul TE buffer) eklendi

25 °C de 10 dk inkiibe edildi

12.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi

Stipernatantlar RN Aase igermeyen mikrosantrifiij tlipe alind1

450 pl etanol (%70°1ik) eklendi ve pipetaj yapildi

Ornekler filtreli tiipe alindi ve 700 ul lizat eklendi ve 12.000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi

Tiipler atilarak filtreler 2 ul yeni tiipe alind1 iizerlerin 700 pl yikama soliisyonu 1
eklendi ve 12.000 rpm’de santrifiijlendi.

Tiipler atild1 ve 2 pl tiiplere yerlestirildi ve tiiplere 600 pl yikama soliisyonu 2
eklendi ve 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi

Filtreler 2 pl tiipe takildi tizerine 250 pl Wash Buffer 2 eklendi ve 12.000 rpm’de
2 dk santrifiij edildi (kolon temizliginden emin olmak i¢in yapilds).
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e Tiipler 12.000 rpm de dk santrifiij edildi.
e Filtreler 1.5 pl tlipe takildi ve lizerlerine 100 pl RNAase Free Water eklendi ve
12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek RNA hazir hale getirildi.

3.2.2 RNA' dan cDNA sentezi

Izole edilen RNA 6rneklerinin cDNA' ya ¢evrilmesi Applied Biosystems Thermo
Fisher Scientific marka High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (lot; 01152470)
kullanilarak yapildi. Sentez isleminde iiretici firma kit protokolii uygulandi. Kit
bilesenleri onerilen oranlarda mikrotiipte karistirildi. Hava kabarciklarinin giderilmesi

icin kitler 10 sn santrifiijlendi.

cDNA sentezi i¢in kit miktarlar1 asagidaki tabloda gosterilmistir. Tabloda, 10X
reaksiyon seklinde verilen kit icerigi 2X olacak sekilde bilesenler eklenerek mix
hazirlandi. 20 periodontitis ve 20 sagliklt dokudan izole edilen RNA ornekleri asagida

verilen miktar ve PZR prosediirii uygulanarak cDNA'ya ¢evrildi.

Tablo 3.1 cDNA Sentezi i¢in Kullanilan Bilesenler

Bilesenler Mix (2X)
Niiklease Water free / d H20 4,2 ul
10X Reaction Buffer 2 ul
Enzim ( Reverse Transkriptaz) 1pl
Dntp 0,8 ul
Primer 2 ul
Total Hacim 10 ul
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Tablo 2.2 cDNA PZR dongiisii

PZR Sicaklik Degerleri Siire
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5dk
+4°C 0

3.2.3. ¢cDNA Konsantrasyonlarinin Olciimii

cDNA olglimleri i¢in Qubit® 2.0 fluorometer cihazi kullanildi. Qubit igin
Invitrogen marka Qubit ™ 1X dsDNA HS Assay Kit (lot 2346191) kullanild1. Olgiimiin
dogru yapilabilmesi igin ¢alisma soliisyonundan 190 ul ve 10 pl standart 1 ve standart 2
eklenerek cihazda kér alindi. Olgiim yapmak icin ¢alisilacak her 6rnekten 5 ul cDNA ve
caligma soliisyonu eklenerek 200 ul’ye tamamlandi. Pipetaj yapilarak drnek ve ¢aligma
sollisyonun karismasi saglandi. Sonrasinda sirasiyla cihazda dl¢timleri yapildi ve degerler
yazildi. cDNA miktar1 her bir reaksiyonda 60 ng olacak sekilde hesaplama yapilarak
cDNA miktarlar1 her bir 6rnek icin ayr1 ayr1 hesaplandi.

3.2.4. Ger¢ek Zamanlh PZR (RT-PCR)

Hiicrede RNA miktar1 bir genin ne kadar miktarda eksprese oldugunu belirtir.
Ekspresyon seviyeleri, genden gene, hiicreden hiicreye ve deneysel kosullara gore
degisim gosterebilir. Kantitatif gen ekspresyon calismalarinda; protein seviyeleri,
transkripsiyonunun dogrulanmast i¢in saglikli doku ile hastalikli dokuda gen
ekspresyonlarinin  kiyaslanmasi, hiicre farklilagmast ve gelisimi sirasinda gen
ifadesindeki degisimler, kimyasal bir maddeye (ilag, toksin hormon veya sitokin) maruz
kalan hiicreler i¢in ekspresyon degisikligi, kodlanmayan RNA gen ekspresyon miktari
tayini veya antisens oligoniikleotitlerinin etkinliginin dogrulanmasi i¢in kullanilan bir
aragtir. Reverse- Transkriptaz Polimeraz Zincir reaksiyonu (RT-PZR), hiicrelerde RNA
molekiillerinin reverse-transkriptaz enzimiyle cDNA' ya ¢evrilmesi islemidir. Real-Time

PZR gen ekspresyon calismalarinda kullanilan giiclii bir aractir. RN A miktar1 az olsa dahi
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RNA kolayca saptanabilir. Caligma prensibinde; DNA’ya baglanan boyalarla (SYBR
Green, SYTO9 vs) sinyal araciligiyla ekspresyonun tespit edilmesi temeline dayanir

(Schmittgen ve Livak, 2008).

3.2.5 RT-PZR Asamasi
Izole edilen RNA’larin cDNA'ya cevrilmesiyle real time PZR ile gen kspresyonunun
saptanmasi agsamasina ge¢ildi. Real-Time PZR analizinde hedef gen olarak N-WASP geni

ile housekeeping gen olarak beta-aktin kullanilda.

Tablo 3.3 RT-PZR'in Bilesen ve Miktarlar1 (herbir 6rnek i¢in)

Bilesenler Miktar (ul)
RealQ Master Mix 12,5 ul
Primer (R) 0,5 ul
Primer (F) 0,5 ul
dH20 8,5 ul
cDNA 3ul
Total 25 ul
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Tablo 3.4 Calisma i¢in Kullanilan Primerler

Primerler

Beta-Aktin

5’-GCATGGGTCAGAAGGATTCC-3
5’-CACGCAGCTCATTGTAGAAGG-3

N-WASP Forward

5’-AGGGTCACCAACGTGGGGTC-3’

N-WASP Reverse

5’-TGCAGGCCAAAGTCAGAGTC-3’

Tablo 3. 5 gRT-PZR Programi

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Baslangi¢ 50 20sn 1
Denatiirasyon 95 10dk 1
Yapisma 95 15sn 40
Uzama 55 1dk 40
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4 BULGULAR
Bu ¢alismada Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz,
Dis ve Cene Cerrahisi AD’na basvurarak periodontitis tanisi alan ve opere edilen 20
bireye ait periodontitisli dokular ve bu hastalara ait saglikli diseti dokular1 kullanildi.
Calisma grubu yas aralig1 34-65 (ortalama 51,15) olan 8 kadin ve 12 erkekten olusmustur.
Calisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilimdali laboratuvarinda gergeklestirildi.

Hastalarin Cinsiyet dagilimi

Kadin
40% M Kadin

m erkek

Sekil 4.1 Calisilan Hastalarda Cinsiyet Dagilimi

4.1. Real-Time PZR Analiz Sonuglari

N-WASP mRNA ekspresyon ifade diizeyinin belirlenmesi i¢cin SYBR Green
temelli kantitatif Real-Time PZR teknigi kullanildi. Calsmada hedef gen olarak N-WASP
ve referans gen olarak beta-aktin (ACTB) kullanildi.

RT-PZR sonucunda gozlemlenen ACTB ve N-WASP genine ait amplifikasyon

egrisi, erime piki ve ekspresyon diizeyi sirasiyla asagidaki sekillerde gosterilmistir.
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Sekil .4.4 N-WASP Geni Ekspresyon Diizeyleri
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4.2. N-WASP Geni gRT-PZR Sonuclarmin Istatiksel Analizi

Periodontitis ve kontrol dokularindaki N-WASP geninin RNA diizeyindeki
ekspresyonu gRT-PZR kullanilarak gergeklestirildi. N-WASP ve ACTB genlerinin gRT-
PZR sonuglar1 step one plus software v2.3 programi ile kantifikasyonu yapildi. N-WASP
gen verileri ACTB geniyle standardize edildi. Ekspresyon diizeyi belirlenmesinde N-
WASP ve B-aktin genlerinin Ct degerleri kullanilarak , 24T degerlerini hesaplamak igin
kullanildi. Elde edilen degerlerin referans araligt 0,9-1,1 araligi olarak kabul
edilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda dokularda N-WASP ekspresyonu 0,9
araligindan N-WASP’m ifade diizeyinin azaldigini 0,9-1,1 araliginda ise ideal ekspresyon
oldugu ve 1,1’in {izerinde oldugunda ise yiiksek ekspresyon oldugu anlamina
gelmektedir. Elde edilen verilerin daha sonra istatiksel analizi gergeklestirildi. Calisma
gruplarmin genel Ozellikleri hakkinda bilgi vermek amaci ile tanimlayici analizler
yapilmustir. Stirekli degiskenlere ait veriler ortalama+tstandart sapma seklinde; kategorik
degiskenlere iligkin veriler ise n (%) seklinde verilmektedir. Nicel degiskenlerin gruplar
arasindaki ortalamalarim karsilastirirken Iki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik testi
ve Tek Yonlii Varyans Analizinden yararlanilmaktadir. Nitel degiskenler arasindakai iligki
olup olmadigini degerlendirmek icin ¢apraz tablolardan ve ki-kare testlerinden
yararlanilmaktadir. p degerleri 0.05’den kiigiik hesaplandiginda istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Hesaplamalarda SPSS istatistik yazilimi1 kullanilmistir (SPSS
22.0 Chicago, IL, USA).

Cikan sonuglar 224t methodu ile hesapland: (Schmittgen ve Livak, 2008).
ACt (periodontitis dokusu)= N-WASP Geni (Ct ortalama)- Aktin Geni (Ct ortalama)

Ct (kontrol dokusu)= N-WASP Geni (Ct ortalama)-Aktin Geni (Ct ortalama)

- 2—ACt ( periodontitis dokusu)- ACt (kontrol grubu)
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Tablo 4.1 Nitel Degiskenler Dagilimi

Degiskenler n %
Hasta 20 50,0
Grup
Kontrol 20 50.0
Kadin 16 40,0
Cinsiyet
Erkek 24 60,0
0 2 6,3
1 2 6,3
Kanama skoru 2 16 50,0
3 8 25,0
4 4 12,5
2 20 62,5
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Plak 3 6 18,8
4 6 18,8
2 4 11,8
3 4 11,8
4 12 35,3
Dis eti ¢ekilmesi
5 8 23,5
7 4 11,8
8 2 59
Tablo 4.2 Nicel Degiskenler Dagilimi
Degiskenler Ort. SS Min. Maks.
Yas 51,15 9,95 34,00 65,00
2-AACt 3,24 2,14 0,028 8,16
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Tablo 4.3 Cinsiyete Gore Nitel Degiskenler Dagilimi

Cinsiyet
Degiskenler v P
Kadin Erkek
n % n %
0 2 14,3 0 0,0
1 0 0,0 2 11,1
Kanama skoru 2 8 57,1 8 44,4 15,587 0,232
3 2 14,3 6 33,3
4 2 14,3 2 11,1
2 12 85,7 8 44 4
Plak 3 0 0,0 6 33,3 7,077 10,029
4 2 14,3 4 22,2
2 2 12,5 2 11,1
3 2 12,5 2 11,1
Dis eti ¢ekilmesi 4 4 25,0 8 44 4
227
5 4 25,0 4 22,2 3 0,665
7 2 12,5 2 11,1
8 2 12,5 0 0,0

*Pearson Ki-kare testi kullanild:.

Hastalar demografik verileri dogrultusunda hastalar cinsiyetlerine gore
karsilagtirildi. Hastalar cinsiyetlerine gore yapilan analizde plak olusumu kadinlarda

erkeklere oranla daha yatkindi (p<0.05)
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Tablo 4.4 Yasin Nitel Degiskenlere Gore Dagilimi

Yas
e P
Degiskenler t,F
Ort. sS
Hasta 51,15 10,08
Grup Kontrol 51,15 1008 | 2000 11,000
- Kadin 52,88 8,24
Cinsiyet Erkek 50.00 10.96 0,797 0,378
0 48 0
1 39 0
Kanama skoru 2 55,12 7,29 3,472 10,021
3 50,25 12,43
4 63 1,15
2 52,7 6,52
Plak skoru 3 45,67 14,38 7,842 10,002
4 63,67 1,37
2 42 3,46
3 57,5 1,73
.. ) ) 4 495 9,51
Dis eti ¢ekilmesi 5 5625 8.15 4,617 |0,003
7 63 1,15
8 58 0

Iki ortalama arasindaki farkin onemlilik testi ya da tek yonlii varyans analizi kullanildh.

Demografik veriler neticesinde hastalar yaslarma gore gruplandirilarak analiz
yapildi. Analizde hastalarin yaslarimin artmasiyla plak skoru (p=0.002), kanama skoru
(p=0.021) ve diseti ¢ekilmesinin (p=0.003) anlamli oldugu saptandi.(p<0.05) Yasin

artmastyla birlikte plak olusumu, kanama ve diseti ¢ekilmesinin yasanmas1 muhtemeldir
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Tablo 4.5 Bagimli Degiskenlere Bagli Nitel Degiskenler

LSD
2095 Giiven
Bagimh ) J) Ortalama SH P Arah@
Degisken | Kanama | Kanama | Fark (I- '
Skoru Skoru J)

Alt | Ust

Smir | Siar
1 9,000 8,352 |0,291| -8,136 | 26,136
0 2 -7,125 | 6,264 |0,265| -19,977 | 5,727
3 -2,250 | 6,603 | 0,736 | -15,797 | 11,297
4 -15,000" | 7,233 | 0,048 | -29,840 | -0,160
1 0 -9,000 | 8,352 |0,291| -26,136 | 8,136
2 -16,125" | 6,264 | 0,016 | -28,977 | -3,273
3 -11,250 | 6,603 | 0,100 | -24,797 | 2,297
4 -24,000" | 7,233 | 0,003 | -38,840 | -9,160
2 0 7,125 6,264 | 0,265 | -5,727 | 19,977
1 16,125 | 6,264 | 0,016 | 3,273 28,977
3 4,875 3,616 | 0,189 | -2,545 | 12,295
4 -7,875 | 4,669 |0,103| -17,454 | 1,704
Yas 3 0 2,250 | 6,603 | 0,736 | -11,297 | 15,797
1 11,250 | 6,603 | 0,100 | -2,297 | 24,797
2 -4,875 | 3,616 {0,189 | -12,295 | 2,545
4 -12,750" | 5,114 | 0,019 | -23,244 | -2,256
4 0 15,000° | 7,233 [ 0,048| 0,160 29,840
1 24,000" | 7,233 {0,003 | 9,160 38,840
2 7,875 4,669 [ 0,103 | -1,704 | 17,454
3 12,750" | 5,114 |0,019| 2,256 23,244
1 -,37975 |,92488|0,685| -2,2774 | 1,5179
2 ,56325 |,59701|0,354 | -0,6617 | 1,7882
3 , 37800 |,65399|0,568 | -0,9639 | 1,7199

*:0,05 diizeyinde anlamlilik.
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Tablo 4.6 Yasa Bagli Plak Olusumu

LSD
%95 Giiven
arahgi
Ortal
Bagimh Q) J) I’f:rima SH. P
Degisken Plak | Plak (1-d) Alt Ust
sinir sIir
2 3 7,033 3,719/0,069| -0,572 | 14,639
4 -10,967" |3,719/0,006 | -18,572 | -3,361
Yas 3 2 -7,033 3,719/0,069 | -14,639 | 0,572
4 -18,000° |4,612|0,001| -27,433 | -8,567
4 2 10,967° |3,719|0,006| 3,361 | 18,572
3 18,000 |4,612|0,001| 8,567 | 27,433
Tablo 4.7 Yasa Bagl Olusan Diseti Cekilmesi
LSD
%095 Giiven
arahgi
Bagimh | (1) Dis eti | (J) Dis eti | Ortalama SH P
degisken cekilmesi | ¢cekilmesi | fark (1-J) ' i
Alt Ust
simir | siir
3 . -
-15,500" |5,192 (0,006 26.135 -4,865
4 -
-7,500 |4,239|0,088 16,183 1,183
5 . -
2 -14,250" |4,496 | 0,004 23.460 -5,040
7 . - -
-21,000" |5,192|0,000 31635 | 10,365
8 . -
-16,000" |6,359|0,018 29025 -2,975
2 15,500" 5,192 0,006 | 4,865 | 26,135

o1




4 8.000 14.23910.070] -.683 |16.683
5 1250 |4,4960,783| -7.960 | 10,460
3 7 -
5500 |5,192|0.298 ] oc| 5135
8 _
2500 (6,359 988 | o7 | 12,525
Yas 2 7500 |4.239| 088 | -1,183 | 16.183
3 _
8,000 |4,239|0,070 | ¢ oo | 0,683
4 5 -
6750 |3,351(0,054| o | 0,115
7 . -
13500° (4,239 0,004 5,700 | 4817
8 _
8500 |5,608|0.141 | o oo | 2987
2 14.250° |4.496|0.004| 5.040 | 23.460
3 _
1,250 4496|0783 | 1 70| 7960
5 4 6.750 |3.351|0.054| -115 |13.615
7 R
6750 |4,496|0,144| . o0 | 2460
8 -
4,750 |5,805/0,765 ¢ 00| 10,140
, 21,000 |5.192|0.000 | 10,365 | 31,635
7 3 5500 |5.192| 298 | -5.135 |16.135
4 13.500° |4.239| .004 | 4.817 | 22,183
5 6,750 |4.496| 144 | -2.460 | 15,960
8 5000 |6,359| 438 | -8.025 |18.025
2 16,000 |6.359| 018 | 2.975 | 29,025
3 -
0500 |6,359| 938 |, )| 13,525
8 4 8500 |5608|0,141|-2.987 | 19.987
5 -
1,750 |5,805|0,765| ;7,113,640
7 -
5,000 |6,359|0,438| oo | 8,025

*:0,05 diizeyinde anlamlilik.
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Tablo 4.8 222t Degerlerinin Nitel Degiskenlere gore Dagilimi

Degiskenler Ort SS t P
Hasta 1,17 0,83
0,911 0,374
Kontrol 1,00 0,00

RT-PZR analiz sonucuna gore periodontitis dokusundan N-WASP gen ifadesinin
saglikli dokularla Kkarsilastirildiginda periodontitits dokusundan elde edilen gen
ekspresyonunda arttig1 (p= 0,347) ancak bu artigin istatiksel olarak anlamli olmadig:
bulunmustur (p>0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Periodontitis, oral mikrobiyomdaki degisimler sonucu meydana gelen ve yaygin
olarak gozlemlenen bir diseti hastaligidir. Periodontitis gelisiminde Aggregatibacter
acinomycetemcomitans énemli rol oynamaktadir. Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia tiirleri periodontitisin en patojenik tiirleri olarak kabul edilmekle birlikte, farkli
periodontitis formlarinda da benzer bir prevalans gosterebilmektedir. Periodontitisten
kaynaklanan kronik inflamasyonun diyabet, kardiyovaskiiler ve solunum yolu gibi
sistemik hastaliklar1 da etkiledigi gozlemlenmistir. Bu nedenle tedavisi sistemik diizeyde

onemlidir (Canut-Delgado ve ark., 2021).

Periodontitis, diinyadaki en yaygin altinct kronik durum olarak
nitelendirilmektedir. ABD’de yapilan bir calismada, periodontitisin yas ilerledikce
prevalansinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Siddetli periodontitis yetiskinlerde ve 65 yas
tizeri bireylerde yaygin olarak gozlenmektedir. Garcia ve ark. 30-34 yas aralig1 ve 65 yas
iistli gruplar periodontitis agisindan kiyasladiginda iki grup arasindaki farkin yedi kat
oldugunu gézlemlemistir. Istatiksel analiz sonuclarina gére yasa bagl olarak periodontitis
gelisim gosterebildigi bulunmustur (Eke ve ark., 2016). Yaptigimiz ¢alismada benzer
sonuglar olarak hastalar1 grupladigimizda, 34-39 yas arast %20, 40-59 yas aras1 %60 ve

60 yas tizeri bireyler %20 oraninda periodontitis gelisim gostermistir.

Atagman kaybinin ciddiyetine bagh olarak genel ve lokalize olarak alt gruplara
ayrilmaktadir. Kronik inflamasyon, enfeksiyona veya cevresel etmenlere karsi gelisen ve
doku hasarma neden olan karmasik bir siiregtir. Kronik periodontitis de doku yikimu,
sitokinlerin konsantrasyon yogunluklarina gére gerceklesebilir. Kronik inflamasyonun
onemli bir kismi, sitokin aglari igindeki cesitli aracilar tarafindan diizenlenmektedir. IL-
la, IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-17 gibi proinflamatuar sitokinler, akut, kronik inflamasyon
ve doku hasarina neden olurken, IL-10 sitokini antagonist etkili sitokindir (Cardoso ve
ark., 2018).

Periodontal tedaviler, dis ¢evresindeki periodontal cep derinligine ve alveolar
kemik yikiminin derecesine bagli olarak 6l¢ekleme, subgingival kiiretaj ve periodontal
cerrahiyi icermektedir. Agiz hijyenine dikkat edilmemesi, kronik periodontitis
olusumunu biiyiik 6l¢iide etkilemekte, ayn1 zamanda KAH, diyabet, hipertansiyon vb

dahil olmak iizere bazi sistemik hastaliklara da sebep olabilmektedir. Tayvan
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popiilasyonunda yapilan ¢aligmada, osteoporoz ve periodontitis olusum riski pozitif bir
korelasyon gostermistir. Ag1z i¢i hijyende ise periodontitis hastalarinda agiz i¢i bakimi
iyi olan kisinin kotii olana oranla daha yiiksek osteoporoz riskine sahip oldugu,
periodontitis siddeti ve osteoporoz riski yiiksek diizeyde iliskili olabilecegi bulunmustur
(Huang ve ark., 2016).

Periodontitis ve metabolik hastaliklar arasinda iliskinin varhi§inin tespiti ic¢in
Pekin’de orta yas ve yash niifusta periodontal muayene ve biyokimyasal analizler
gerceklestirilmistir. Ileri evre periodontitisli hastalarda sistolik kan basinci ve aclik
glukozu baslangi¢ diizeyindeki periodontitis hastalarina gére daha yiiksek bulunmustur.
Periodontitis siddeti atik¢a MS, yiiksek kan sekeri ve diisiik HDL-C prevelansi: 6nemli
oOl¢iide artmustir (Yu ve ark., 2012).

Aktin hiicre iskeleti, hiicre polarizasyonu, morfogenez, hareket ve boliinme dahil
olmak {iizere bircok hiicresel siiregte Onemli rol alan karmasik bir agdir. Patojen
organizmalar, aktin hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesini kontrol ederek konake1
hiicreleri istila edebilir. Patojenler konak¢1 hiicrelere girmek igin, Cdc42, RhoA ve
Racl’in aktivasyonunu diizenleyerek aktin polimerizasyonunu indiikler. Arp2/3

kompleksi, dalli aktin filament ag1 olusturabilen tek mevcut molekiildir (Wen ve ark.,
2022).

N-WASP yaygin olarak ifade edilen WASP ailesi proteinidir ve Arp2/3
kompleksinin aktivasyonunu modiile ederek aktin polimerizasyonunu diizenler (Prehoda
ve ark., 2000). N-WASP’n en iyi bilinen islevlerinden biri invaziv ve invadozomdur
(Gaetner ve ark., 2021). Podozomlar ve invadopodia, hiicre disi matrise baglanma ve
bozunma bdolgeleriyle temsil edilen metazoan hiicrelerinin plazma zarinin aktin bazlh

dinamik ¢ikintilaridir (Murphy ve Courtheidge, 2011).

Insan kanserlerinde N-WASP ekspresyonu ile pankreas adenokarsinomu,
hepatoselliiler karsinom, 6zafagus skuamoéz karsinom ve memenin invaziv duktal
karsinomunda kotli prognoz veya ileri evre arasinda bir korelasyon gdzlenmistir. N-
WASP seviyeleri metastatik karaciger lezyonlarinda primer kolon tiimoérlerine gore daha
yiikksek diizeyde bulunmustur Berrak hiicreli renal karsinomda azalmis N-WASP
ekspresyonu saptanmis olmakla birlikte, yiiksek N-WASP diizeyi kotii bir prognozla
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iliskilendirilmistir. Bir¢ok kanser ¢alismasinda yiiksek diizey N-WASP ekspresyonu
sagkalim ile negatif bir korelasyon gostermistir (Morris ve ark., 2018).

Inflamasyon aracili otoimmiinite ile iliskili olarak, WASP eksikligi, hiicresel go¢
ve adezyon, aktivasyon ve bagisiklik sisteminin T hiicrelerini, B hiicrelerini ve dendritik

hiicrelerini etkileyen antijen sunumunda kusurlara neden olur (Goyal ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢alismada, N-WASP nakavt fare diseti epiteli ve bag dokusunun
deride benzer sekilde orta derecede bir inflamatuar reaksiyon sergiledigi bulunmustur. N-
WASP eksikligi periodontal dokuda inflamatuar yanitla iligkili olabilecegi diistiniilmiis
olup, N-WASP yikimi p65, p38, INK ve NF-Kf’nin fosforilasyonunun, N-WASP nakavt

keratinositlerde kontrol hiicrelerine oranla arttig1 bildirilmistir (Wang ve ark., 2020).

Li ve ark. her yas grubundan N-WASP nakavt farelerin deri boliimlerinin sirt,
kuyruk, g6z kapagi, kulak, burun ve yiiz derisinde hafif ve orta derecede epidermal
hiperplazi ve dermal hiicre proliferasyonu gostermistir (Li ve ark., 2018). N-WASP T
hiicresi gelisimi i¢in kritik oneme sahiptir ve timosit gelisimi, N-WASP tarafindan yukari
akista aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesiyle iligkilidir (Cotta -de —Almeida ve ark.,
2007).

Wen ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, Mtb enfeksiyonunda N-WASP, Cdc42 ve
Arp2/3 sinyal yollarinin rol oynadigini bildirmistir. Cdc42 ve N-WASP ifadesindeki bir
azalmanin yan1 sira Cdc42, N-WASP ve Arp2/3 sinyal yollar1 inhibisyonunun akciger
epitel hiicrelerindeki enfeksiyonu ile Mtb’yi artirdigi bulunmustur. Bu nedenle Mtb
enfeksiyonunun Cdc42, N-WASP ve Arp2/3 sinyal yollar1 aktivasyonuyla yakindan
iligkili olabilecegini kuvvetle dogrulanmistir. SDC4 ifadesinin Cdc42 sinyal yolu
aktivasyonunu etkiledigi ve Cdc42, N-WASP ve Arp2/3 inhibisyonu ile Mtb istilasini
arttirdigi bulunmustur (Wen ve ark., 2022).

Lefever ve ark., yaptig1 c¢alismada, N-WASP mutant farelerde sa¢ dokiilmesi
fenotipine sebep oldugu ve erken katajende sac folikiiliinde apoptotoz artisina neden
olabilecegi bulunmustur. Ayn1 zamanda N-WASP mutant farelerin mekanik strese karsi
artan bir duyarlilik gosterdigi, enflamasyon ve ayak tabaninda ise asir1 kalinlagsma oldugu

gozlenmistir (Lefever, ve ark., 2010).
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N-WASP podositlerde stabilizasyon i¢in gereklidir. Ciinkii spesifik olarak
podositlerde N-WASP icermeyen fareler, normal bobrek fonksiyonu ile dogmus ancak
dogumdan 3 hafta sonra 6nemli 6lgiide proteiniiri meydana gelmistir. Yetiskin farclerde
N-WASP’in yoklugu ciddi proteiniiri ve bobrek yetmezligine sebep olmaktadir. N-
WASP aracili aktin ¢ekirdeklenmesi filtrasyon bariyerinin mekanik direncini siirdiiriir ve
podosit i¢in gereklidir ayrica N-WASP filtrasyon bariyerinin mekanik direncini

stirdiirmesi sebebiyle podosit i¢in 6zel olarak gereklidir (Schell ve ark., 2013).

N-WASP’1n yukari akista, Cdc42 inatg1 epilepsi hastalarinda (IE) beyinde 6énemli
Ol¢iide yukar1 regiile oldugu ve ¢cDNA mikrodizi analizi N-WASP’1n ekspresyonunda
epileptik beyinde belirgin sekilde artis gostermistir. 40 hasta ve 20 kontrol beyin dokusu
incelenmis ve N-WASP ekspresyonu IE hasta beyinlerinde 6nemli 6lgiide daha yiiksek
seyretmis ayrica Arp2/3 diizeyi belirgin diizeyde yiikselmistir (Xiao ve ark., 2008). N-
WASP hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen WASP’a yapisal olarak oldukga benzer.
N-WASP, WASP gibi hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada bulunmakta ve burada histon
degistirici proteinlerle etkilesebilmektedir. Hematopoietik olmayan hiicrelerde niikleer
N-WASP’in benzer islevi, timor olusumu ve malign ilerleme i¢in dnemli olabilir.
Anaplastik biiyiik hiicreli lenfomada, WASP ekspresyonu siklikla azalir ve N-WASP
yoklugunda artan Cdc42 yoluyla mitojenle aktive olan protein kinaz aktivitesini kontrol

ederek tiimor baskilayict olarak iglev gorebilir (Li ve Brakebusch, 2019).

Periodontal hastaliklar, toplumda yaygin olarak gézlenen diseti hastaligidir. Digeti
bag dokularinda meydana gelen tahribat kemik yikimina ve tedavi edilmedigi taktirde dis
kaybina neden olmaktadir. N-WASP, hiicre iskeletinde Arp2/3 kompleksini modiile
ederek aktin polimerizasyonunu saglamaktadir. Calismamizda; diseti bag dokusunda
yasanan yikimin N-WASP proteiniyle ilgili olabilecegini diisiindiik ve bu nedenle
periodontitis tanisi almis 20 hasta ve ayni hastalarin saglikli diseti dokusunu ¢aligtik. Elde
ettigimiz veriler dogrultusunda, periodontitis ve N-WASP arasinda istatiksel olarak
anlamli (p=0,374) bir iliski bulunamamustir.(p<0,05). Analiz sonuglarimizi demografik
olarak inceledigimizde, yas durumuna bagl olarak erkeklerde kadinlara oranla; kanama
skoru (p=0,021), plak skoru (p=0,002) ve diseti ¢ekilmesi (p=0,003) acisindan istatiksel
olarak anlamli sonuglar elde edilmistir (p<0,05). Ayrica hastalarda cinsiyet durumuna
gore yapilan analizde plak olusumunun kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksek oldugu

saptand1 bu da istatiksel olarak anlamli bir iliski (p=0,029) oldugunu gostermektedir. Bu
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sonuca gore plak olusumunun kadinlarda daha fazla yatkinlik gosterdigi sonucuna

varabiliriz.

Calisma sonuglarimiza gore 7 hastada ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu, 4
hastada ideal bir ekspresyon oldugu ve 9 hastada ise N-WASP ekspresyonunun yiiksek
oldugu saptandi. N-WASP ekspresyonu yiiksek tespit edilen hastalarda diseti ¢ekilmeside
yiiksektir.

Calismamizda istatiksel olarak anlamli bir deger elde edemesek de periodontitis
dokusunda N-WASP geninin ekspresyon diizeyinde belirli miktarda bir artigin
gerceklestigini gdzlemledik. Hastalarda yas, plak olusumu, kanama skoru ve diseti
cekilmesi gibi daha bir¢ok parametreyle ve hasta sayisinin artirilarak yapilacak
calismalarin hastaligin patogenezinin anlasilmasina katkida bulunacagina inanmaktayiz.

Sonuglarimiz hasta sayisinin artirilarak yapilacak ileri caligmalarla desteklenebilir.

Calismamiz hiicre iskelet proteinlerinden olan N-WASP ile periodontitis
arasindaki iliskinin incelendigi literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bu ¢alisma ile periodontitis
ve N-WASP arasindaki baglantiya molekiiler diizeyde bir temel olusturulmustur.
Calismamizin daha fazla parametre ve 6rneklem gruplariyla genisletilerek yapilacak olan
ileri ki galismalara 151k tutacagi kanaatindeyiz. Ayni zamanda, periodontitis gibi
inflamatuar otoimmiin bir hastaligin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi, ayni

stireglerle gelisen diger hastaliklarin da teshis ve tedavisine faydali olacagi kanaatindeyiz.
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