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OZET*
Periodontitis Patogenezinin Makrofaj Fenotipleri (M1-M2) ile iliskisinin

Arastirilmasi

Amag¢: Bu tez calismasinda ayni evre ama farkli derecelerdeki periodontitis
vakalarinda makrofaj polorizasyonunu gdsteren biyobelirteglerin  arastirilmasi

amaglanmistir.

Yontem: Bu ¢alisma Grup PER-C: Evre 3 Derece C periodontitisli 15 hasta, Grup
PER-B: Evre 3 Derece B periodontitisli 15 hasta, Grup S: 15 saglikli bireyden olugsmak
lizere toplamda 45 bireyden olusan 3 grupta yapilmistir. Hastalarin detertraj ve
subgingival kiiretaj islemini iceren periodontal tedavileri esnasinda, dis eti biiylimesi ve
gingivektomi endikasyonu konulmus olan veya preprotetik olarak kron boyu uzatma
operasyonu ihtiyaci olan alanlardan eksize edilen 2x2mm dis eti 6rnekleri elde edildi. Dis
eti ornekleri her hastada hastaliktan etkilenmis bolgelerden iki adet, toplamda ise 15
hastadan 30 adet drnek olacak sekilde alindi. Ornekler Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ve immiinohistokimya ydntemleri ile incelendi. PZR incelemelerinde Interlokin
(IL) -12,23,10 ve Arginin (Arg)-1 biyobelirtegleri, immiinohistokimya analizlerinde

CCR-7, CD 206, CD 163 biyobelirtecleri incelenmistir.

Bulgular: Gruplar arasinda yas ve cinsiyette istatistiksel olarak fark yoktu. Plak
Indeksi (PI), Gingival Indeks (GI), bukkal cep derinligi, atagman seviyesi
degerlendirildiginde Grup PER —B ve Grup PER-C’ de Grup S’e gore anlamli derecede
yiiksek degerler bulundu ( p<0,05). Grup PER-C ve Grup PER-B arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark belirlenmedi. Gruplar aras1 CD206 ve CD163 biyobelirtecleri
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi ( p>0,05). CCR7 seviyesi

degerlendirildiginde Grup PER-B ve Grup PER-C’ de grup S’ye gore anlamli derecede



yiiksek degerler tespit edildi ( p<0,05). Grup PER-B ve Grup PER-C arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi ( p>0,05). PZR verileri degerlendirildiginde istatiksel
olarak gruplar arasinda anlamli bir fark bulundu ( p<0,05). IL-12,23,10 ve Arg-1 Grup

PER-C de diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek tespit edildi.

Sonu¢: Makrofajlarin hem M1 hem de M2 fenotiplerinin periodontitiste artis
gosterdigini ancak fenotipik degisimin yiiksek oranda M1 makrofajlarina dogru oldugunu
gostermektedir. Bu da enflamasyon bulunan dokularda her iki makrofaj fenotipinde artis1

yansitmakla beraber M1 makrofajda daha yiiksek oranda artis oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: M1 makrofaj, M2 makrofaj, Periodontitis, CCR7, CD206

Hayrunnisa KASAP, Uzmanhk Tezi
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi

Tokat, 2021



ABSTRACT™*

Evaluation of the Relationship of Periodontitis Pathogenesis with Macrophage
Phenotypes (M1-M2)

Objective: The aim of this thesis study was to determine the biomarkers showing
macrophage polorization in gingival tissue samples of periodontitis patients at the same

stage but at different grades and healthy individuals.

Method: This study was consisted of 45 participants and three study groups as;
Group 1: PER-C: 15 patients with Stage 3 Grade C periodontitis, Group 2: PER-B: 15
patients with Stage 3 Grade B periodontitis, Group 3: Group S: 15 healthy individuals.
During the non-surgical periodontal treatments of the patients, 2x2mm gingiva samples
were collected from areas that were indicated for gingivectomy or were preprotetically
needing a crown lengthening operation. Samples were collected from the affected areas
in each patient. Two samples from each participant were taken from the affected areas,
and 30 samples from 15 patients in total were collected for each study group. The samples
were analyzed by Polymerase Chain Reaction (PCR) and immunohistochemistry
methods. Interleukin (1L)-12,23,10 and Arginine (Arg) -1 biomarkers were analyzed by

PCR, and CCR-7, CD 206, CD 163 biomarkers in immunohistochemistry analyzes.

Results: There is no statistically significant difference in age and gender among
the groups. When Plaque Index (PI), Gingival Index (GI), buccal pocket depth and
attachment level were evaluated, significantly higher values were found in Group PER -
B and Group PER-C compared to Group S (p <0.05). There was no significant difference
between Group PER-C and Group PER-B (p>0.05). When the CD206 and CD163

biomarkers among the groups were evaluated, no significant difference was found



Vi

(p>0.05). CCRY7 level was found to be significantly higher in Group PER-B and Group
PER-C compared to group S (p <0.05). There was no significant difference between
Group PER-B and Group PER-C (p> 0.05). When the PCR data were evaluated, a
statistically significant difference was found among the groups (p <0.05). I1L-12,-23,-10
and Arg-1 were found significantly higher in Group PER-C compared to other groups

(p<0.05).

Conclusion: The results showed that both M1 and M2 phenotypes of
macrophages increased in periodontitis, but the phenotypic change was highly towards to
the M1 macrophages. This may reflect an increase in both macrophage phenotypes in

tissues with inflammation, but a higher increase in M1 macrophage cells.

Keywords: M1 macrophage, M2 macrophage, Periodontitis, CCR7, CD206

Hayrunnisa KASAP, Thesis
Tokat Gaziosmanpasa University, Faculty of Dentistry

Tokat, 2021
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1.GIRIS

Periodontitis, disbiyotik plak biyofilmleri ile iliskili kronik, ¢ok faktorli
enflamatuvar bir hastaliktir ve dis destek dokularinda ilerleyen yikim ile karakterize edilir
(Papapanou ve ark., 2018). Epidemiyolojik c¢alismalar yetiskin niifusun %85’ inde
periodontitis bulgusu olan klinik atagman kaybi ve radyografik kemik kaybi goriildiigiinii
bildirmektedir (Ozgaka & Bigaket, 2010).

2017 yilinda yapilan giincel periodontal hastalik siniflamast;

Smiflandirmaya gore periodontitis formlart;

1.Nekrotizan Periodontal Hastaliklar,

2.Sistemik Hastaliklara Bagl Periodontitisler,

3. Periodontitis, olmak tizere 3 baslik altinda incelenmektedir ve periodontitis
baslig1 evre ve derece olarak gruplandirilmistir.

a. Evreler: Siddet ve Kompleksiteye Bagli

Evre I: Periodontitis Baglangici

Evre II: Orta Derecede Periodontitis

Evre III: Dis Kayiplarina Neden Olabilecek Siddetli Periodontitis

Evre IV: Dentisyonun Timiyle Kaybedilme Potansiyeli Olan Siddetli

Periodontitis
b. Kapsam ve Dagilim: Lokalize, generalize molar-kesici dagilimi
c. Dereceler: Ilerleme riski, tedaviye beklenen yanit

Derece A: Yavas ilerleyen



Derece B: Orta hizda ilerleyen

Derece C: Hizli ilerleyen periodontitis formlar: (Caton ve ark., 2018a)

Periodontal saglikla iligkili diseti mikrobiyomu, konak ile dinamik bir denge
igerisinde stabildir. Dig eti enflamasyonu, stabil bir enflamatuvar durumdur ve bir¢ok
yonden homeostazi temsil eder. Asiri, kontrolsiiz ve kronik enflamasyon, periodontitis

olarak bilinen sert ve yumusak dokularin geri doniisii olmayan tahribatina neden olur

(Van Dyke, Bartold, & Reynolds, 2020).

Mukozal dokular mikrobiyotanin ¢esitli bakterileri tarafindan yogun bir sekilde
kolonize edilir. Bu bakteri kolonozisayonuna yanit olarak konakta makrofajlar
mikroorganizmalar ile etkilesime giren ilk hiicreler olarak bildirilmistir (Fernando O
Martinez, Helming, & Gordon, 2009). Makrofajlar antijen sunucu hiicrelerdir, ana
histouyumluluk kompleksi (MHC) sinif II molekiillerini eksprese eder ve T hiicreleri

tizerinde uyarici aktiviteye sahiptir (Fernando O Martinez ve ark., 2009).

Makrofajlar immiin yanitt uyarmak i¢in lenf diiglimlerine enfeksiyon hakkinda
onemli bilgiler tasirlar. Makrofajlarin, cesitli bakteriyel, viral ve fungal patojenlerin
ligandlar1 dahil mikroorganizma ile iliskili molekiiler paternlerin farkli siniflarini taniyan
patern tanima reseptorleri kullandiklari bildirilmistir (Epelman, Lavine, & Randolph,

2014).

Son zamanlarda, makrofaj fenotiplerinin plastisitesi ve lokal dokulardaki dogal ve
adaptif immiinitede gergeklestirdikleri 6nemli islevleri vurgulanmaktadir (Fernando O
Martinez ve ark., 2009). Bu makrofaj fenotiplerindeki ¢esitlilik, lokal konak ortami ve

mikroorganizma gesitleri tarafindan diizenlenir.



Klasik olarak aktive edilen makrofajlar (M1), interferon gama (IFN- y) ve
lipopolisakkaritler (LPS) ile aktive edilir, alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar
(M2) IL-4 veya IL-13'e yanit olarak iiretilen makrofajlardir (Fernando O Martinez ve ark.,

2009).

Bu tez cgalismasinda ayni evre farkli derece periodontitis hastalarinda makrofaj

fenotiplerinin aragtirilmasi planlanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum disi destekleyen ve ¢evreleyen yapilar olarak tanimlanir (Nanci &

Bosshardt, 2006).
Periodonsiyum asagidaki bilesenlerden olusmaktadir:
1) Dis eti,
2) Periodontal ligament (PL),
3) Kok sementi (KS),

4) Kribriform tabaka (Lang & Lindhe, 2015).

Sekil 2. 1.: Periodonsiyumun gosterimi (Lang & Lindhe, 2015).

Periodonsiyumun ana gorevi, dislerin, kemik dokusuna baglanmasi ve agiz

boslugundaki ¢cigneme mukozasinin yiizey biitlinliigiiniin korunmasi olarak bildirilmistir



(Lang & Lindhe, 2015). Periodonsiyumun devamliligi, sagliklt mikroyapinin korunmasi

ve bilesenlerinin birbirleriyle uyumlu bir sekilde devamliligi ile saglanabilmektedir.

2.2. Periodontal Hastahk

Periodonsiyumu etkileyen iki yaygin enfeksiy6z hastalik vardir. Bu hastaliklar
dentogingival sinirda bakteri birikimi ile iligkili bulunmustur (R. C. Page & Schroeder,

1976).

Ik olarak dis eti bag dokusunun orjinal seviyesinde kaldig1 dis etinin
enflamasyonu olarak tanimlanan gingivitistir. Hastalik, gingival epitel ve bag dokusunda

siirhidir (M. Newman, Takei, Klokkevold, & Carranza, 2006).

Ikincisi ise disbiyotik plak biyofilmleri ile iliskili kronik, cok faktorlii
enflamatuvar bir hastalik olan periodontitistir ve periodontitis dis destek dokularinin
ilerleyen yikimi ile karakterize edilir. Baslica 6zellikleri, klinik atagman kaybi (CAL) ve
radyografik olarak degerlendirilen alveol kemik kaybi ile ortaya ¢ikan periodontal doku
desteginin kaybi, periodontal cep olusumu ve dis eti kanamas1 olarak tanimlanmigtir

(Papapanou ve ark., 2018).

Periodontal dokulardaki ilk enflamasyon, patolojiden ziyade mikrobiyal
aktiviteye karsi fizyolojik bir savunma mekanizmas: olarak diisiiniilmelidir. Bu
asamadaki hastaligin klinik bulgulari, genellikle supragingival ve subgingival plak
olusumuyla birlikte buna eslik eden dis tast olusumu ve dis etinin enflamasyonunu
icermektedir. Plak kaldirilirsa, homeostaza geri doniis saglandigi; lezyon devam ederse,
patolojik durumun devam ettigi tespit edilmistir (M. G. Newman, Takei, Klokkevold, &

Carranza, 2011).



Periodontitisin olusum asamalari:

Baslangi¢ lezyonu, l6kositlerin ve endotel hiicrelerin bakteriyel biyofilme
yanit1 olarak tanimlanir. Bu asamada klinik enflamasyon belirtileri yoktur,
ancak dokulardaki degisiklikler histolojik olarak izlenebilir. Bakterilerin
metabolik tiriinleri, sitokinleri ve noropeptidleri tiretmek, ndtronlar: uyarmak
icin birlesim epitel hiicrelerini uyararak lokal kan damarlarinin
vazodilatasyonuna yol acar. Notrofiller damardan ayrilir ve kemokinlere yanit
olarak enflamasyon alanina dogru gé¢ ederler (Cekici, Kantarci, Hasturk, &
Van Dyke, 2014; Fiorellini, Ishikawa, & Kim, 2006).

Erken lezyon, bag dokusunda nétrofil artisi ve makrofajlarin, lenfositlerin,
plazma hiicrelerinin, mast hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi ile izlenen satha olarak
tanimlanir.  Biitiin proteinler aktive edilir. Epitel, histolojik olarak
gozlemlenen ve kanama, gingival enflamasyon gibi klinik belirtiler gosteren
retepegleri olusturmak igin prolifere olur. Dis eti olugu sivisinda artis olur
(Cekici ve ark., 2014; Fiorellini ve ark., 2006).

Yerlesik lezyon, dogal immiin yanittan kazanilmig immiin yanita gegis olarak
tanimlanabilir. Makrofajlar, plazma hiicreleri, T ve B lenfositler baskindir,
immiinoglobulin (Ig) G1 ve Ig G3’ de bulunmaktadir. Kan akimi bozulmus ve
kolajenolitik aktivite artmistir. Ayrica fibroblastlar tarafindan kollajen tiretimi
de artar. Yerlesik lezyon dis eti kanamasi, renk ve kontur degisiklikleri ile
birlikte goziiken orta ve siddetli gingivitis olarak klinik bulgu vermektedir

(Cekici ve ark., 2014; Fiorellini ve ark., 2006).



- lleri (ilerlemis) lezyon, histolojik ve klinik olarak geri déniisiimii olmayan
atagman ve kemik kaybi olarak tanimlanmaktadir. Enflamatuvar lezyon alveol

kemigi etkileyerek daha derin dokulara yayilmistir (Cekici ve ark., 2014;

Fiorellini ve ark., 2006).

Sekil 2. 2.: Periodontitisin olusum asamalari, MGI (modifiye gingival indeks skoru) MGI 0-
Saglikl dis eti, MGI 1-Baslangig¢ lezonu, MGI 2-Erken lezyon, MGI 3-Yerlesik lezyon,

Periodontitis -ilerlemis lezyon (Nowicki ve ark., 2018).

2.2.1. Periodontal Hastaliklarim Siniflandirilmasi

1999 smiflandirmasinin ardindan gecen 19 yilda 6nemli degisiklikler olmustur.
Periodontitisler; kronik, agresif (lokalize ve generalize), nekrotize ve sistemik

hastaliklarla birlikte izlenenler olarak siniflandirilmaktaydi.

2017 Kasim ayinda Chicago’da Amerika Periodontoloji Akademisi, Avrupa
Periodontoloji Federasyonu ve diinyanin ¢esitli yerlerinden gelen uzmanlar tarafindan bir
calistay organizasyonu diizenlenmistir. Burada periodontal, peri-implant hastalik ve
durumlar1 yeniden gbzden gegirilerek smiflama gilincellenmistir (Papapanou ve ark.,
2018). Calistay; bir veya daha fazla bolgede gingival enflamasyon bulunmasiyla,
enflamasyon durumunun tanimlanmasi arasindaki farka odaklanmistir. Sondlamada

kanamanin gingivitisin tanisinda esas parametre olmasi gerektigine karar verilmistir.



Periodontitisin basarilt bir sekilde tedavisinin tamamlanmasindan sonraki periodontal

saglik ve gingival enflamasyon da tanimlamistir.

PERIODONTAL VE PERI-IMPLANT HASTALIK VE DURUMLARIN SINIFLANDIRILMASI 2017
Periodontal Hastalik ve Durumlar
Periodontal Saglik, Gingival . -, Periodonsiyumu Etkileyen Diger
Periodontitis
Hastalik ve Durumlar Durumlar
Periodontal
. ) Nekrotizan destek periodontal ) ) bigve
o angival | | oonstemorime | | EEREIIRE periodontal periodonis || Sstemikrastalicas St | oo || octormiieire | ot | provese
saglik Bagh Gingivitis Gingivitis Hastaliklar Bagl Periodontitis sistemik periodontal durumlar Kuwvetler Bagh
hastalikve Lezyonlar Faktorler
durumlar
Peri-implant Hastalik ve Durumlar
Peri-implant Saglik Peri-implant Mukozitis Peri-implantitis Peri—implan\t{;n;ziujiakﬁevre Sert Doku

Tablo 2. 1.: Periodontal Ve Peri-implant Hastaliklarin Siiflandirilmas: 2017 (Caton ve ark.,

2018b).

2017 smiflamasi, patofizyoloji hakkindaki bilgilere dayanarak periodontitisi ii¢

formda tanimlamistir:

1) Sistemik hastaliklara bagl periodontitis,
2) Nekrotizan periodontitis,
3) Periodontitis (daha 6nce “kronik” veya “agresif” olarak kabul edilen hastalik

formlar1 (Papapanou ve ark., 2018).




PERIODONTITISIN FORMLARI
1. Nekrotizan Periodontal Hastaliklar
a. Nekrozitan Gingivitis
b. Nekrotizan Periodontitis
c. Nekrotizan Stomatitis
2. Sistemik Hastaliklara Baglh Periodontitisler

Bu kosullann siniflandinilmas, Uluslararas: [statistiksel Hastalik Siniflandirmass ve
flgili Saglik Sorunlars (ICD) kodlanna gére primer sistemik hastaliga gore yapilmalidir.

3. Periodontitis
a. Evreler: $iddet ve Kompleksiteye Bagh
Evre I: Periodontitis Baglangict
Evre II: Orta Derecede Periodontitis
Evre III: Dis Kayiplanna Neden Olabilecek Siddetli Periodontitis
Evre IV: Dentisyonun Timiyle Kaybedilme Potansiyeli Olan Siddetli
Periodontitis
b. Kapsam ve Dagilim: Lokalize, generalize molar-kesici dagilimi
. Simflar: flerleme riski, tedaviye beklenen yanit
Derece A: Yavagilerleyen
Derece B: Orta hizda ilerleyen

Derece C: Hizli ilerleyen

Tablo 2. 2.: Periodontitisin Formlar1 (Caton ve ark., 2018Db).

Hastaligin siddeti ve hastaligin biyolojik 6zelliklerine iliskin ek bilgiler, gegmisin
analizi ve ileriye yonelik risk degerlendirmesi siniflamada yer almaktadir. Hastaligin dort
evresi vardir (evreler 1 ile 4). Klinik atagman kaybi, sondlanan cep derinligi, horizontal
ve vertikal kemik defektleri, mobilite, furkasyon tutulumu ve periodontal nedenlerle dis
kayiplar1 gibi degiskenler géz Oniine alinarak hastalik 4 evrede siniflandirilmigtir. EK
olarak hastaligin {i¢ derecesi tanimlanmistir ve bunlar hastaligin ilerleme hiz ile ilgilidir
[Derece A periodontitis (diisiik ilerleme hiz1 gosteren periodontitis), Derece B
periodontitis (orta derecede ilerleme hiz1 gosteren periodontitis), Derece C (yiiksek
ilerleme hiz1 gosteren periodontitis)]. Periodontitisin ilerlemesinde genel saglik durumu,
sigara, diyabet gibi diger etkenlerde rol aldigindan bu etkenler derece siniflamasini

etkilemektedir (Albandar, Susin, & Hughes, 2018; Herrera, Retamal-Valdes, Alonso, &
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Feres, 2018; Needleman ve ark., 2018; Papapanou ve ark., 2018; Tonetti, Greenwell, &

Kornman, 2018).

2.3. Periodontitis ve Periodontal Hastahik Patogenezi

Periodontitis, bir enfeksiyon hastaligidir ancak doku yikimi enflamatuvar bir
stirectir (Darveau, 2010; Hajishengallis & Lamont, 2014). Periodontitise neden olan
biyolojik siireglerin kesin mekanizmalar1 tam olarak anlagilmamustir, ancak hastaligin
baglamasi ve ilerlemesinin her zaman periodontal dokulardaki konak ve mikroorganizma
arasindaki homeostazin bozulmasi ile oldugu bildirilmistir (Hajishengallis & Lamont,
2014). Periodontal homeostaz, konak veya mikroorganizma ilgili ¢esitli faktorler
tarafindan bozulabilir. Bunlarin konagin konjenital veya edinilmis immiin yetmezlikleri,
mutasyonlar veya polimorfizmlerle iliskili immiin bozukluklari, yaslilik, diyabet gibi
sistemik hastaliklari, ¢cevresel faktorleri (Sigara, diyet ve stres), ¢evresel degisikliklere
yanit olarak epigenetik degisiklikleri icerdigi bilinmektedir. Bu degisikliklerin simbiyotik
bir mikrobiyotay1 disbiyotik bir mikrobiyotaya doniistiirdiigii gosterilmistir (Divaris ve
ark., 2013; Eskan ve ark., 2012; Hajishengallis, 2014; Hajishengallis & Lamont, 2012;
Laine, Crielaard, & Loos, 2012; Lindroth & Park, 2013; Stabholz, Soskolne, & Shapira,
2010; Q. Zhou, Leeman, & Amar, 2011). Bu faktorler tek basina veya daha biiylik
olasilikla birlikte hareket ederek periodontal mikrobiyotada disbiyoza, periodontitis

olusum ve ilerlemesine neden olabilir.

Yakin zamanda yapilan calismalar, periodontitis ile iligkili mikrobiyotanin daha
once diisiiniilenden daha heterojenik ve ¢esitli oldugunu gostermistir. Agiz ortaminda

Baslica 6rnekleri Filifactor alocis (F. alocis) ve Peptostreptococcaceae, Desulfobulbus
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ve Synergistetes gibi cinsler olmak tizere klasik kirmizi kompleks bakterileri olan
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Treponema denticola (T. denticola) ve
Tannerella forsythia (T. forsythia) 'dan daha fazla bulunduklar1 gosterilmistir (Michael A
Curtis, Zenobia, & Darveau, 2011; Dewhirst ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2006).
Periodontitis olusumu, ¢ogunlukla dis eti enflamasyonu sirasinda farkli gram negatif
tirlerin ortaya ¢ikmasi ve subgingival mikroorganizma topluluklarmin bilesiminin
degismesi ile baglar. Zenginlestirilmis tiirleri arasinda klasik tarif edilen kirmizi
kompleksi olusturan T. denticola, P. gingivalis ve T. fosythia bulunmaktadir (Socransky,
Haffajee, Cugini, Smith, & Kent Jr, 1998). Ayrica Treponema spp. Spiroketler,
Prevotella intermedia (P. Intermedia), F. alocis, Desulfobulbus sp. ve Fretibacterium
sp. periodontitiste bol miktarda bulunan bilesenlerdir (Armitage, Dickinson, Jenderseck,
Levine, & Chambers, 1982). Son yillarda yapilan ¢alismalar, periodontitis olusum ve
ilerlemesinde rol alan virulans faktorlerinin ¢ok farkli bakteri tiirleri tarafindan
tiretildigini gostermektedir (Duran-Pinedo ve ark., 2014). Bu bakteriler ve viriilans
faktorlerine kars1 konak tarafindan olusturulan yanit periodontitisin ilerleyip
ilerlemedigini gosteren faktordiir (R. Page, 2000) (Lamont, Koo, & Hajishengallis, 2018).
Periodontitisin patogenezinde rol alan bakteriler spesifik olarak kesinlesmemesine
ragmen hastalik ve sagliktaki mikroorganizmalar olarak belirlenmistir (Sekil 2.4) (Mike

A Curtis, Diaz, & Van Dyke, 2020).
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PERIODONTITIS

SAGLIK

Sekil 2. 3.: Subgingival mikrobiyom (Mike A Curtis ve ark., 2020)

2.3.1. Periodontitis Patogenezinde Enflamasyonun Yeri

Sagliktan periodontitise gegis, yeni tiirlerin ortaya ¢ikmasindan ¢ok yeni baskin
topluluk tiyelerinin ortaya ¢ikigina isaret etmektedir (Abusleme ve ark., 2013).
Subgingival alanda bulunan mikroorganizmalarin tiir ve miktarlarindaki degisiklik
subgingival alanda enflamasyona bagli olarak olusan biyolojik degisikliklere pareleldir.
Enflamasyon, belirli bakteri tiirlerinin beslenme ihtiyaglarina hizmet eden bol miktarda
doku yikim firtinleri iiretir; ornegin, bozulmus kollajen ve hem igeren bilesiklerin
(haptoglobin, hemopeksin ve hemoglobin), temel amino asitleri ve demiri elde etmek i¢in

proteolitik ve asakkarolitik bakteriler tarafindan kullanilabilecegi gosterilmistir (Sekil
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2.4) (Hajishengallis, Darveau, & Curtis, 2012). Periodontitis ile iliskili bakterileri
barindiran subgingival bolgeler, diisiik bir redoks potansiyeli sergiler ve artan periodontal
enflamasyonla akisi artan, besleyici olarak zengin bir serum benzeri eksiida olan dis eti
olugu sivis1 (DOS) ile yikanir (Marsh, 2003). Enflamasyonla birlikte subgingival alanda
olusan yeni kosullar, acrobik tiirlerin ortadan uzaklagsmasina ve zorunlu anaerobik bakteri
tirlerinin sayica artisina yol agarak subgingival mikrobiyotayr modifiye eder

(Hajishengallis ve ark., 2012).

Konagin periodontal doku
homeostazinin bozulmasi
L7

enflamatuvar sinyal
simbiyotik mikrobiyota disbiyotik mikrobiyota yolaklannm
aktivasyonu

doku yikimi e' A 'o
(besin) _ X \
| <« [ A A
£T = ) Bl
ﬁ‘i /1. subgingival biyofilm

; 2. enflamasyonlu diseti
Yy - a a
[ gr\d N Y enflamasyon ‘

¢ 3.rezorbe kemik
N _ I
‘ Periodontitis - O 4 ‘
‘”’<:)\f e 4

-

Sekil 2. 4.: Periodontal doku yikimi ve enflamasyon (Hajishengallis & Lamont, 2014)
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periodontal saglk
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diizensiz enflamatuvar yanit

Sekil 2. 5.: Subgingival mikrobiyom ile enflamatuvar ve immiin yanit arasindaki ¢ift yonlii

iliski (Mike A Curtis ve ark., 2020)

Konagin mikroorganizmalara karsi gosterdigi proenflamatuvar aktiviteler ile
antimikrobiyal aktivitelerin dengesinin bozulmasi periodontitise zemin hazirlar (Jaradat
ve ark., 2012).

Mikroorganizmalar once birlesim epiteli bdlgesinde kolonize olur. Konagin
periodontal patojenlere kars1 ilk savunma hattin1 nétrofil, kompleman sistemi olusturur.
Mikroorganizmalar ve salgiladiklar viriilans faktorleri ile ilk temas halinde olan birlesim
epiteli hiicreleri ilk savunmada 6nemli rol oynamaktadir. Dental plak varliginda birlesim
epitelinden  salinan  IL-8, prostoglandin E2 (PGE2) ve Matriks
metalloproteinazlar (MMP) gibi proenflamatuvar molekiiller, birlesim epitelini gegerek
bag dokusuna ulagir. Boylece gingival enflamasyon gerceklesir ve mikrobiyal plaga baglh
ortaya ¢ikan kemoatraktan sinyaller ile damarlardan dokuya 16kosit gogii olur (Abe, Hara,

& Aono, 1991).

Birlesim epitelindeki, proenflamatuvar cevap lokal akut enflamasyona sebep olur.

[k cevap damar gegirgenliginin artmasiyla birlikte 16kositlerin gogiidiir. Periodontal
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enflamasyonun akut doneminde en 6nemli cevabi olusturan hiicreler endotellerden gog
eden notrofiller olarak bildirilmistir (Dennison & VAN DYKE, 1997). Enflamasyonla
birlikte 16kositlerin damar epitelinden gog¢ ederek, bag dokusu boyunca ilerledigi ve
gingival sulkusta subgingival plak ve gingival doku arasinda bariyer olusturdugu

bildirilmistir (Waldrop, Anderson, Hallmon, Schmalstieg, & Jacobs, 1987).

Akut enflamatuvar yanitta ana hiicreler notrofilken, enflamutuvar yanitin ardindan
lenfositler enflamatuvar hiicre infiltrat1 icinde artis gostermeye baslar. Antijen ve yogun
sitokin varliginda T lenfosit hiicrelerinin CD4+ ve CD8+ T hiicrelerine, B lenfosit
hiicrelerinin de plazma hiicrelerine doniistiigii gosterilmistir (Kornman, Page, & Tonetti,

1997).

Sitokinler, kemokinler ve MMP’lerin periodontal dokularda bulundugu ve
periodontitiste DOS’ta yiiksek oranda arttigi bilinmektedir (Assuma, Oates, Cochran,
Amar, & Graves, 1998; Gainet ve ark., 1998; Romanelli ve ark., 1999). Periodontal
enflamasyona kars1 erken yanitta notrofiller, lipit medyatorleri, 16kotrien B4 ve PGE2,
belirgin sekilde artis gosterir. Siklooksijenaz aktivitesinin, 6zellikle siklooksijenaz-2,
periodontitiste ve in vitro periodontal patojenlere yanit olarak arttigi bildirilmistir
(Pouliot, Clish, Petasis, Van Dyke, & Serhan, 2000). Akut enflamatuvar yanitta ana
hiicreler notrofilken, kronik bagisik yamitta makrofajlarin 6n  plana ciktigi
gosterilmektedir (R. C. Page, 1998). Makrofajlar dokuda bakterilerin LPS’leri ile
karsilastiklarinda aktif hiicreler haline gelirler. Aktif makrofajlar ve fibroblastlardan
salman IL-1B, IL-6 ve Timor nekroz faktorii-oo (TNF) sitokinlerinin alveolar kemik
yikimma sebep olan sinyalleri tasidiklari bildirilmektedir (R. C. Page, 1998). Bu

sitokinler, antijene Ozgli immiin cevab1 baglatir ve enflamasyonu siddetlendirir.
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olusturdugu bildirilmistir (Reynolds & Meikle, 1997). Enflamasyon lokal bagisiklik yanit
ile smirlandirilamadiginda, bakterilere karst konak dokudan salgilanan sitokin ve
enzimler doku hasarimi1 devam ettirir. Konak hiicrelerinin kollajen yikiminda rol alan
MMP’ leri ve alveol kemik rezorpsiyonuna yol agan sitokinleri (Niikleer faktor kappa-B
ligandinin reseptor aktivatori (RANKL), IL-1 B, IL -6, TNF- o, PGE2) salgiladiklar
bildirilmistir (Schwartz, Goultschin, Dean, & Boyan, 1997). Bdylece periodontal
dokularda 6dem ve enflamasyonla birlikte birlesim epiteli hiicreleri apikale dogru kok
yiizeyi boyunca ilerleme gosterirler ve periodontal cep olusur. Periodontal cep varliginin
subgingival plak miktarinda artisa, subgingival plaginda periodontal cepte artisa sebep

oldugu gosterilmistir (Schwartz ve ark., 1997).

2.3.2. Makrofajlar ve Enflamasyon

Dogustan gelen bagisikligin ilk tanimi 19. ylizyilin sonlarinda “makro = biiyiik ve
faj = yiyen” anlamina gelen “makrofaj” terimini tanitan Elie Metchnikoff tarafindan
yapilmistir (Divangahi, King, & Pernet, 2015; Stefater 111, Ren, Lang, & Duffield, 2011).

Monositler / Makrofajlar, konumlarina, fenotiplerine, morfolojilerine ve ayrica
gen ekspresyon profillerine gore tanimlanan kiiclik 16kosit popiilasyonlaridir.
Monositlerin saglikli insanin periferal kanindaki g¢ekirdekli hiicrelerin % 4 ile 10'unu
temsil ettigi ve 20 saatlik kisa bir yarilanma 6mriine sahip oldugu bilinmektedir (Sica,

Erreni, Allavena, & Porta, 2015; Wynn, Chawla, & Pollard, 2013).

Uzun yillar boyunca, makrofajlarin sadece monositlerin farklilasmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilse de son zamanlarda bu hiicreler arasindaki morfolojik ve

fonksiyonel agidan bazi farkliliklarin bulundugu bildirilmistir (Epelman ve ark., 2014).
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Erigkin dokuda yerlesik makrofajlarin ¢ogu embriyonik gelisim sirasinda yolk kesesinde
tretilir, kendini yenileme kapasitesine sahiptir, monositlerden bagimsiz olarak
korunmustur (Davies, Jenkins, Allen, & Taylor, 2013; Epelman ve ark., 2014; Hashimoto
ve ark., 2013). Ek olarak, her organin embriyonik ve yetigkin kaynakli makrofajlarinin
kendine 6zgii bir kombinasyonu vardir. Ornegin Monositopenisi bulunan hastalarda
dokuda yerlesik olarak bulunan makrofajin biiyiikk 6l¢iide bu hastaliktan etkilenmedigi
gosterilmistir (Hashimoto ve ark., 2013). Benzer olarak embriyonik makrofajlarin doku
yenilenmesine katkida bulundugu, yetiskinlerden tiiretilmis makrofajlarin 6ncelikle
konak savunmasina yardimci oldugu gosterilmistir. Bu farklhiliklarin  yani sira,
embriyonik ve yetiskin kaynakli makrofajlar birgok farkli organda bir arada bulunabilir

(Divangahi ve ark., 2015).

Dokularin farkliligina goére makrofajlar da 6zellesmis yapilar halinde bulunur.
Monosit / Makrofaj, kemik iligindeki progenitdrlerden koken alir ve periferik kana girer
(Epelman ve ark., 2014; Wynn ve ark., 2013). Anatomik konumlarina ve fonksiyonel
fenotiplerine gore farkli dokularda farkli 6zelliklere sahip makrofajlar olarak fonksiyon
goriirler. Merkezi sinir sisteminde mikroglia, kemikte osteoklast, akcigerde alveoler
makrofaj, dalakta histosit ve karacigerdeki Kupffer hiicreleri bunlara ornek olarak
gosterilebilir (Davies ve ark., 2013; Varol, Mildner, & Jung, 2015).

Mikroorganizmalarin kolonize oldugu mukozal dokularda makrofajlarin yabanci
patojenik mikroorganizmalar ile etkilesime giren ilk hiicreler oldugu tanimlanmaktadir
(Pédron & Sansonetti, 2008; Socransky ve ark., 1998; Tatakis & Kumar, 2005).
Makrofajlar bagisiklik yanitim tetiklemek icin lenf diiglimlerine enfeksiyon hakkinda
onemli bilgiler tasirlar. Makrofajlarin, cesitli bakteriyel, viral ve fungal patojen ligandlar

dahil olmak iizere mikroorganizma ile iliskili molekiiler paternlerin farkli simiflarim
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taniyan patern tanima reseptorleri kullandiklart bildirilmektedir (Btach-Olszewska, 2005;
Jotwani ve ark., 2001; Kopitar, Ihan Hren, & Ihan, 2006; Lauvau & Glaichenhaus, 2004;
Nestle, Turka, & Nickoloff, 1994). Makrofajlar yabanci maddelerin taninmasi ve hiicre
icerisine alinmasini, hiicresel farklilasmay1 ve olgunlagmayi arttiran segilmis sitokinlerin
(IL-1B ve TNF-a gibi) tiretimini tetikleyerek, saglar. Bu siiregler, ayn1 zamanda adaptif
immiinitede major efektor hiicreler olan B ve T hiicreleri ile iletisimi saglayan, sitokinler
ve kemokinlerin artig1 ile baglantili bulunmustur (Guiney, Hasegawa, & Cole, 2003).
Homeostaz ve enflamasyon sirasinda, dolasimdaki monositlerin kan akisini birakip
dokulara tasindig1 goriilmektedir. Biiylime faktorlerine, proenflamatuvar sitokinlere ve
mikroorganizmalara maruz kalan makrofajlarin da farklilastiklar1 gosterilmektedir

(Epelman ve ark., 2014).

Makrofajlarin; mikroorganizmalarin, enfekte ve 6lii hiicrelerin fagositozu, MHC
molekiilleriyle baglantili olarak antijen sunumu, IL- 1, IL- 6, TNF- a ve benzeri farkl
tip sitokinlerin {iretimi gibi birgok farkli islevleri bulunmaktadir (Nourshargh & Alon,

2014).

Makrofajlarin, enflamatuvar sinyalleri ortadan kaldirmak i¢in enflamasyon veya
yaralanma bdlgelerine goc ettigi ve son olarak yara iyilesmesine ve doku onarimina

katkida bulundugu kanitlanmistir (Nourshargh & Alon, 2014; Shi & Pamer, 2011).

Bu siirecte makrofajlarin alimin, istilact patojenlerden salinan patojenle iliskili
molekiiler paternler (PAMP'ler), dokudaki yerlesik T hiicrelerinin antijenler tarafindan
aktivasyonu, c¢esitli enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin salgilanmasi
tetikleyebilmektedir (Fernando O Martinez ve ark., 2009; Nourshargh & Alon, 2014).

Kemokinlerin, endotel yoluyla monosit gocii ve aktivasyonuna dogrudan katildiklar
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gosterilmistir (Mantovani ve ark., 2004). Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1),
enflamasyonun baglangicinda yer alan monositler i¢in giiglii bir kemoatraktan faktordiir.
Monositler iizerindeki membran CC kemokin reseptorii 2 (CCR2) ile etkileserek
monositlerin kemotaksisini ve gociinii tetikler. IL-8 veya CXC ligand-8 (CXCL-8) ile
birlikte, MCP-1'in kan akis kosullar1 altinda monositlerin vaskiiler endotele sikica
yapismasini tetikledigi gosterilmistir (Melgarejo, Medina, Sanchez-Jiménez, & Urdiales,
2009; Panee, 2012). Makrofajlarin veniil duvarina yapismasini saglayan, yapisma
molekiilleri dort aileye aittir: Selektinler, Integrinler, Ig’ler ve Musin benzeri
glikoproteinlerdir (Fernando O Martinez ve ark., 2009; Nourshargh & Alon, 2014).
Monosit ve makrofaj akisinin hastalik durumunu siddetlendirdigi ileri siiriilmistiir

(Fenyo & Gafencu, 2013; Melgarejo ve ark., 2009; Panee, 2012).

Antijen sunumu makrofajlarin 6nemli bir gorevidir Antijen sunan hiicreler
(APC'ler), ozellikle makrofajlar, immiin sistemin bagisiklik tepkisini baslatan ve
diizenleyen ndbetei hiicreler olarak tanimlanmaktadir (Fujiwara & Kobayashi, 2005).

Makrofajlarin, ¢evre dokulart istila eden patojenleri izlerler. Bagisiklik sistemini,
antijenleri isleyerek ve yiizeylerindeki insan 16kosit antijen (HLA) molekiillerine bagli
peptit fragmanlarini sunarak uyarirlar. Antijen islendikten sonra makrofajlar T
hiicrelerine dogru gog eder ve onlar1 uyarirlar. (Fujiwara & Kobayashi, 2005; Wynn ve
ark., 2013).

Makrofajlarin bir diger dnemli gorevi fagositozdur. Insanlar ve diger hayvanlar
sirekli olarak patojenik bakterilere maruz kalirlar ve bu mikroorganizmalara kars1 direng
saglamak zorundadirlar. Bu mikroorganizmalarin ve yabanci partikiillerin yok edilmesi
0zel bir mekanizma olan fagositoz siireci ile gergeklestirilir. Fagositozun, yabanci

maddenin taninmasi, baglanmasi, hiicre igerisine alinmasi ve son olarak yabanci
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maddenin parcalanmasi asamalarindan olustugu tanimlanmistir. Bagisiklik sisteminde ii¢
siif fagositik hiicre vardir: monositler / makrofajlar, nétrofilik graniilositler ve dendritik
hiicrelerdir (Ernst, 2000; Groves, Dart, Covarelli, & Caron, 2008).

Makrofajlar nispeten uzun 6miirlii hiicrelerdir. Genellikle ¢opgii fagositler olarak
hareket ederler, bdylece insan/hayvan viicudundaki patojenleri ve oOli hiicreleri
temizlerler. Bakteriyel patojenleri yutma ve dldiirme yetenegi, makrofajlarin énemli bir
islevidir. Bu fagositik rolde makrofajlarin dogustan gelen bagisiklik savunmasinin ilk

hattinin bir pargast oldugu bildirilmistir (Schumann, 2016).

Monositler, kan dolasimindan dokulara olgun makrofajlara farklilasarak ¢ikarlar
(Schumann, 2016). Dagilan makrofajlar, istilaci patojenlerin ¢evresini verimli bir sekilde
sarar. Bunu yapmak i¢in, mannoz reseptorii, glukan reseptorii, ¢opcii reseptorleri ve
konakginin gesitli bakteri bilesenlerini ayirt edebilen Toll benzeri reseptorler (Tablo 2.3)
gibi ¢esitli hiicre yiizeyi reseptorlerini eksprese ettikleri gosterilmistir (Bryant &
Fitzgerald, 2009). Bu tiir reseptorlere ligand baglanmasi fagositozu baslatir. Bu,
bakteriyel antijenlerin sunumuyla lenfositlerin uyarilmasmna ve ayrica sinyal
proteinlerinin (yani IL-1B, IL6, TNF-a, CXCLS8) salgilanmasiyla diger bagisiklik

hiicrelerinin aktivasyonuna yol agtig1 gésterilmistir (Schumann, 2016).
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Reseptor tipi Bilinen patojenle ilgili paternler

% C- tipi lektin +¢+ Patojenin hiicre duvarindaki karbonhidratlar;
reseptorleri  (CLR); mannoz, N-asetilglukozamin, 3-glukanlar
Mannoz reseptorii, * Modifiye lipoproteinler, negatif sarj molekiilleri;
glukan reseptorii LPS, lipoteikoik asit (LTA)

« CoOpgli  reseptorler ¢+ Mikroorganizmalarin karakteristik
(SR); SR-AI, SR-AII komponentleri;

< Toll benzeri lipopeptidler,lipoproteinler,glikolipidler,zimojen,
reseptorler (TLR); LPS, LTA, flagel
TLR-2,4,5

Tablo 2. 3:Fagositozda makrofaj yiizey reseptorleri (Schumann, 2016)

Karsilasilan ¢ogu bakteriyel patojen, dogal bagisiklik savunma mekanizmalari
tarafindan dakikalar veya saatler icinde tespit edilir ve yok edilir. Epitelyal engelleri asan
ve konak dokulari igine giren mikroorganizma bu dokulara yakin bulunan makrofajlar
tarafindan taninmaktadir. Bakterilerin makrofaj ylizey reseptorlerine baglanmasinin
fagositozu aktive ettigi gosterilmistir. Baglangigta reseptore bagli mikroorganizma fagosit
membrant ile c¢evrilidir. Membranin ve hiicre iskeletinin aktif olarak yeniden
sekillenmesi, membran-psddopodinin  genislemesine ve dolayisiyla bakterinin
¢evrelenmesine yol agar (Groves ve ark., 2008). Bunu, patojenin bir hiicre i¢i vezikiile,
fagozom igine alinmas: takip eder. Fagozomun pH'1 diiser (pH degeri yaklasik 5.5) ve
lizozomlar ile kaynasir ve patojenin lizozomal enzimlerle degradasyonunu saglayan bir

fagolizozom olusturdugu gosterilmistir (Haas, 2007).
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Ek olarak, makrofaj aktivasyonunun, igeriye alinmis mikroorganizmalari
6ldiirmeye yardimci antimikrobiyal peptitlerin tiretiminin yani sira reaktif oksijen ve azot
ara tirtinlerinin sentezini indiikledigi gosterilmistir. Nitrik oksit, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS) tarafindan olusturulur. Makrofajlarda siklikla bulunan nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz, enzim siiperoksit dismutaz tarafindan hidrojen
peroksite (H202) déniistiiriilen siiperoksiti (O2) sentezler. Hidrojen peroksitten, hidroksil
radikali (OH), hipoklorit (OCI") ve hipobromit (OBr") gibi bir dizi toksik madde, kimyasal
ve enzimatik reaksiyonlarla iretilir. Hidrolitik enzimler, asidik pH, membranda por
olusturan peptitler, radikal oksijen ve azot ara maddelerinin kombinasyonunun bakteriyel
patojenlerin etkili bir sekilde fagositoz sagladigi gosterilmistir (Pourova, Kottova,

Voprsalova, & Pour, 2010; Robinson, 2009).

Sekil 2. 6.: Fagositoz sirasinda makrofaj: (a) dinlenme makrofaji, (b) makrofaj plazma
membraninin tomurcuklanmasi, (¢) mikroorganizmanin ¢evrelenmesi, (d) mikroorganizmanin
iceri alinmasi ve (e) tomurcuklanan membranin igeri kivrilmasi (Schumann, 2016). ( Bu resim

serisi, faz kontrast modunda BioStation IM-Q mikroskobu (Nikon, Diisseldorf, Almanya)
kullanilarak canli bakteri ve RAW264.7 makrofajlarmin ortak kdiltiiriiniin canl1 hiicre

goriintiilemesi ile elde edilmistir.)
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2.3.3. Makrofaj Plastitesi ve Polarizasyonu

Makrofajlar, bir fenotipten digerine gegebilen hiicrelerdir (Mantovani ve ark.,
2004; Sica & Mantovani, 2012). Makrofaj polarizasyonu, makrofajlarin fenotipik olarak
spesifik bir fenotip ve her bir spesifik dokuda karsilagilan mikro ¢evresel uyaranlara ve
sinyallere fonksiyonel tepki verdigi bir siire¢ olarak tanimlanir (Sica & Mantovani, 2012).
Makrofaj fenotiplerinin plastisitesi ve lokal dokulardaki dogal ve adaptif immiinitede
gerceklestirdikleri islevler agisindan 6nemlidir. Bu makrofaj fenotiplerindeki ¢esitlilik,
lokal konak ortami ve mikroorganizma ¢esitleri tarafindan diizenlenerek farkli bagisiklik
hiicre yanitina neden olur (Biswas & Mantovani, 2012; Cassetta, Cassol, & Poli, 2011a).

Makrofajlar heterojendir, fenotipleri ve fonksiyonlari, ¢evreleyen mikro ortam
tarafindan diizenlenir. Lokal sitokin ¢evresi makrofaj polarizasyonunu ydnlendirebilir.
Bu nedenle, insan ve farelerde, hiicre yiizey biyobelirteclerinin ekspresyonuna, spesifik
faktorlerin iiretilmesine ve biyolojik aktivitelere dayanarak birka¢ makrofaj simnifi
tanimlanmistir. Farkli fonksiyonlara sahip iki ana makrofaj alt popiilasyonu, klasik olarak
aktiflestirilmis veya enflamatuvar (M1) ve alternatif olarak aktiflestirilmis veya anti-
enflamatuvar (M2) makrofajlar olarak tanimlanmistir. M1 / M2 fenotipinin bu fenomeni
“makrofaj polarizasyonu” olarak adlandirilir (Biswas & Mantovani, 2012; Cassetta,
Cassol, & Poli, 2011b; Locati, Mantovani, & Sica, 2013; Murray ve ark., 2014; Sica ve

ark., 2015)

M1 fenotipindeki makrofajlar LPS’ler tarafindan tek basina veya IFN-y,
graniilosit makrofaj koloni uyaricit faktor (GM-CSF) gibi yardimci T hiicre (Thl)

sitokinleri ve IL-6, 1L-12, IL-23 ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinler ile baglantili
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olarak polarize olan klasik olarak aktive edilmis makrofajlardir (Shapouri- Moghaddam

ve ark., 2018).

M2 fenotipindeki makrofajlar, IL-4 ve IL-13 gibi Th-2 sitokinleri tarafindan
antienflamatuvar, immiinoregiilator ve polarize olan ve IL-10 ve doniistiiriicii biiyiime
faktorii beta (TGF-B) gibi antienflamatuvar sitokinler iireten aktiflestirilmis

makrofajlardir (Shapouri- Moghaddam ve ark., 2018).

Th1 Th2

4 M1 M2
“classical” “alternative”
f“"’ r =)
1PNy ,. aephencsnsp | OB » . 1
— Intermediate phe 4 Ny .
LPS 7 O — é 06 < IL-13
TNFa .
IL-1  iINOS IL-10 IL-1RA Scavenger
IL-6 ROS IL-10 receptors
IL-12 RNI Arginase Iron release
IL-23 Iron uptake Polyamines
IL-27 Folate intake

Reputory AR

Sekil 2. 7.: Makrofaj polarizasyon profilleri (Sima & Glogauer, 2013)

M1 ve M2 makrofajlarin farkli islevleri ve transkripsiyonel profilleri vardir.
M1/M2 makrofaj dengesi polarizasyonunun enflamasyonun yoniinii yonettigi
bilinmektedir. Enflamasyon, bir organ1 etkileyecek kadar siddetli oldugunda,
makrofajlar, uyariciya karst TNF-a, IL-1, IL-12 ve IL-23"i salgilamak i¢in ilk 6nce M1
fenotipini gosterir. Ancak, eger M1 faz1 devam ederse, doku hasarina neden olabilir. Bu

nedenle, M2 makrofajlarin, enflamasyonu baskilamak, doku tamirine, yeniden
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sekillendirmeye, vaskiilarizasyona katkida bulunmak ve homeostazi korumak i¢in yiiksek
miktarda IL-10 ve TGF-B salgiladigi gosterilmistir (Shapouri- Moghaddam ve ark.,

2018).
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Activated MHC ]
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29 lL lﬁ
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IL 12
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@ I
Cx,CR1  FPRI 'Ll/ \/ \L:andlua

02 CCL8
/ s CCL26
PECAM P MRC-1
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mnco?‘
) IL-10 > DECTIN-1
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TLR-8" o TGFB SRA

CD163%
Alternative
Activated
(immunomodulatory)

Sekil 2. 8.: Konak ve mikrobiyal uyaranlarla ilgili makrofaj fonksiyonlarinin plastisitesi ve

polarizasyonu (Ebersole ve ark., 2017)

Makrofaj polarizasyonu konaktaki enflamatuvar ve antienflamatuvar
reaksiyonlar1 etkileyen 6nemli bir siirectir. Periodontitis, gibi kronik enflamatuvar
hastaliklarda da makrofaj polarizasyonu hastalik patogenezini etkileyebilmektedir.
Periodontitis yumusak doku biitiinligiinii bozan ve alveol kemik rezorpsiyonuyla
ilerleyen, lokal konak dokularinda subgingival biyofilmlerden etkilenen kronik bir
immiinoenflamatuvar lezyondur (Tatakis & Kumar, 2005). Lezyon, enfekte dokulara
sizan enflamatuvar hiicreler, sitokinler, kemokinler, yerlesik dis eti hiicreleri,
enflamatuvar hiicreler tarafindan iiretilen mediyatorler ve kompleks doku yanitinin bir

sonucudur (Kantarci & Van Dyke, 2005; Kornman ve ark., 1997; Salvi & Lang, 2005;
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Tatakis & Kumar, 2005; Trombelli, Scapoli, Tatakis, & Minenna, 2006). Bu hiicrelerin
fenotipik tanimlarin1 saglayan, ilerleyen periodontal hastalifi olan bu hiicre
popiilasyonlarindaki degisiklikleri tespit eden ve bu makrofajlarin antijen sunumunda
kritik olarak islev gorebilecegini in vitro olarak gosteren veriler ile periodonsiyumda bir
dizi makrofaj tanimlanmistir (Fernando Oneissi Martinez, Sica, Mantovani, & Locati,

2008).

Periodontitisin kronik enflamatuvar lezyonlarina katkida bulunan oral bir patojen
olan P. gingivalis, oncelikle M1 polarize makrofaj popiilasyonunu indiikler. M1
hiicrelerinin indiiklenmesi, 6zellikle TLR'lerin birlesmesiyle, NFK-B yolagi boyunca
sinyal vermesi ve bir dizi proenflamatuvar mediator araciligiyla gerceklesir (Fernando
Oneissi Martinez ve ark., 2008). Bu mediatérlerin yiiksek seviyeleri, epitel biitiinliigiiniin
bozulmasi, bag dokusu matrisinin enzimatik olarak parcalanmasi ve fibroblast
fonksiyonunun/canliliginin  kaybi, alveol kemik rezorpsiyonuna yol acgan
osteoklastogenezin aktivasyonu ile iliskili bulunmustur (Fernando Oneissi Martinez ve
ark., 2008). Makrofajlar, P. gingivalise bagl enflamasyonun yol agtigi alveol kemik
rezorpsiyonunda onemlidir, periodontal enflamasyonda dokulara infiltre olan makrofajlar
baskin olarak M1 tipi hiicreler olarak bildirilmistir (Lam ve ark., 2014). Ek olarak
Aggregatibacter actinomycetemcomitans’m, M1 hiicre olgunlagmas1 ve polarizasyon
stirecine katkida bulundugu bildirilmistir (Konoénen & Miiller, 2014).

M1 makrofajlari tipik olarak IFN-y ve TNF-a gibi Th1 sitokinleri veya bakteriyel
LPS tanima ile indiiklenir. Bu makrofajlar yiiksek seviyelerde proenflamatuvar sitokinler
TNF-0, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve diisiik seviyelerde
IL-10 tretir (Bashir, Sharma, Elahi, & Khan, 2016). Fonksiyonel olarak, M1 makrofajlari,

NADPH oksidaz sisteminin aktivasyonu ve ardindan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
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iretilmesi yoluyla enfeksiyon sirasinda patojenlerin uzaklastirilmasina katilir. Bu nedenle
M1 makrofajin gii¢lii anti-mikrobiyal ve anti-tiimor aktivitesine sahip oldugu, ROS
kaynakli doku hasarina aracilik ettigi ve doku rejenerasyonunu ve yara iyilesmesini
bozdugu gosterilmistir (Murray ve ark., 2014). M2 makrofajlarin antienflamatuvar
fonksiyonunun dokuyu bu tiir hasarlardan korudugu gosterilmistir (Bashir ve ark., 2016;
Biswas, Chittezhath, Shalova, & Lim, 2012; Cassetta ve ark., 2011b; Locati ve ark., 2013;
Mantovani, Biswas, Galdiero, Sica, & Locati, 2013; Mantovani ve ark., 2004; Murray &
Wynn, 2011; N. Wang, Liang, & Zen, 2014).

Antienflamatuvar olan M2 makrofajlar, sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatorii (STAT) 6'y1 IL-4 reseptorii alfa (IL-4Ra) boyunca aktif hale getirerek Th-2
sitokinleri IL-4 ve IL-13 ile polarize olur. IL-4 ve IL-13’{in yan1 sira IL-10 gibi diger
sitokinlerin, STAT 3 ile IL-10 reseptorinii (IL-10R) aktif hale getirerek M2
polarizasyonunu yonetebildigi bildirilmistir (Porta, Riboldi, Ippolito, & Sica, 2015; N.
Wang ve ark., 2014). 1L-33, Th-2 ile iliskli IL-1 ailesinin bir sitokinidir ve M2
polarizasyonunu uyarabilmektedir. IL-33’{in, IL-13 ile indiiklenmis M2 fenotipinin
polarizasyonunu giiglendirdigi bildirilmistir (Kurowska-Stolarska ve ark., 2009). IL-21,
M2 polarizasyonuna neden olan bir baska Th2 iliskili sitokindir. M2 makrofajlar1, diisiik
IL-12 iiretimi ve yiiksek IL-10 ve TGF-f iiretimi ile karakterize bir antienflamatuvar
sitokin profiline sahiptir. Islevsel olarak, M2 makrofajlar, giiclii fagositoz kapasitesine
sahiptir, apoptotik hiicreleri temizler, doku onarimi ve yara iyilesmesini destekler ve
koruyucu fibrotik 6zelliklere sahiptirler (Braga, Agudelo, & Camara, 2015; Jetten ve ark.,
2014; Kurowska-Stolarska ve ark., 2009; Sica & Mantovani, 2012; N. Wang ve ark.,
2014). Bu nedenle, genel olarak M2 hiicreleri Th2 yanitinda, enflamasyonun azaltilmasi,

doku yapiminin tesviki, anjiyogenez, immiinoregiilasyon ve parazitlerin yok edilmesinde
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yer alir (Belgiovine, D’Incalci, Allavena, & Frapolli, 2016; Beschin, De Baetselier, &
Van Ginderachter, 2013; Chua, Brown, Hamilton, Rogerson, & Boeuf, 2013; Hinz ve
ark., 2012; Mantovani ve ark., 2013; Porta ve ark., 2015; Qian & Pollard, 2010; Ruffell,

Affara, & Coussens, 2012; Schultze & Schmidt, 2015).

M2 makrofajlar aktive edici uyarana bagl olarak, M2a, M2b, M2c ve M2d'den
olusan dort farkli alt gruba ayrilabilir. M2a makrofaj alt kiimesi, IL-4 ve IL-13 tarafindan
indiiklenebilir ve yiiksek seviyelerde CD206, IL-1 reseptorii Rl (IL-RI1) ve IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1Ra) ile iliskili bulunmustur. M2b alt kiimesi, bagisiklik kompleksleri
(IC'ler) ve TLR agonistleri veya IL-1 reseptor ligandlar1 ile uyarilarak indiiklenebilir
(Chistiakov ve ark., 2015). M2b makrofajlar1 hem antienflamatuvar hem de
proenflamatuvar sitokinler olan IL-10, IL-1pB, IL-6 ve TNF-a iiretir. M2c alt grubu,
glukokortikoidler ve IL-10 tarafindan indiiklenir ve yiiksek miktarda IL-10 serbest
birakarak apoptotik hiicrelere karsi antienflamatuvar aktiviteler sergiledigi gosterilmistir
(Zizzo, Hilliard, Monestier, & Cohen, 2012). Son olarak, M2d alt grubu, adenosin
reseptorii yoluyla TLR agonistleri tarafindan uyarilir (Chistiakov ve ark., 2015).
Adenozin reseptoriiniin  aktivasyonunu proenflamatuvar sitokinlerin {iretiminin
baskilanmasi ve antienflamatuvar sitokinlerin salgilanmasinin ve vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF) salgilanmasinin uyarilmasi ve bdylece proanjiyojenik 6zellikler
saglamasi takip etmektedir (Chistiakov ve ark., 2015; Ferrante, 2013; Hasko, Pacher,
Deitch, & Vizi, 2007; Pinhal-Enfield ve ark., 2003). M2 makrofajlarinin, farklilasmis
makrofajlarin "yeniden polarizasyonunu" veya "yeniden programlanmasim" tetikleyen
M1 sinyallerine veya tam tersine maruz birakilmasi, terapotik amaglar i¢in potansiyel
olarak arastirilabilecek olan yiiksek fonksiyonel plastisitelerinin bir bagka kanitidir. M1

ve M2 makrofajin farkli fenotip ve alt siniflari, sitokinlerin, kemokinlerin ve diger
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salgilanan faktorlerin = salgilanmasi asagidaki sekilde Ozetlenmistir (Shapouri-

Moghaddam ve ark., 2018).
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Sekil 2. 9.: M1 ve M2 makrofajmin farkli fenotip ve alt siniflart (Shapouri-Moghaddam ve ark.,

2018)

Interlokinler, tiimdr invazyonu ve anjiyogenezde rol oynayan, adezyon

molekiillerinin, MMP’nin, NF-kB sinyal yolaklarinin ve STAT' larin indiiklenmesinde

rol oynayan bir grup sitokinler olarak tanimlanmistir (Fujiwara & Kobayashi, 2005). M1

makrofaj aktivasyonunun, TNF-a, IL-1a, IL-1p, IL-6, 1L-12, IL-18 ve IL-23 dahil olmak

tizere proenflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini indiikledigi; nitrik oksit (NO), ROS ve

reaktif azot tiirlerinin (RNS) iretimini indiikledigi; antijen sunumu; CC kemokin

reseptorlerinin CCR1 ve CCRS5'in ekspresyonunu; patojen Oldiirme igin etkili bir

mekanizma saglayan Thl ve Th17 yanitini artirdigi bildirilmistir (Fujiwara & Kobayashi,

2005; Porta ve ark., 2015; Schultze, Freeman, Hume, & Latz, 2015; Schultze & Schmidt,

2015).
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M1 ve M2 makrofajlarinin farkli kemokin profilleri bulunurken, CXCL9 ve
CXCLI10 gibi kemokinleri ceken Th1 hiicresini eksprese eden M1 makrofajlarin, CCL17,
CCL18, CCL22 ve CCL24 gibi kemokinleri eksprese ettigi gosterilmistir (Mantovani ve
ark., 2004). M1 makrofajlart TNF-a, IL-1p, IL-6 enflamatuar sitokinlerini eksprese eder
ve MHC sinif IT molekiillerini CD40, CD80, CD86 ile birlikte yukar1 yonde regiile ederek
sitotoksik adaptif bagisiklig1 destekler. Ayrica, M1 makrofajlarin Thl ve Th17 polarize
edici sitokinleri IL- 12, IL-23, IL-27 ve Thl'i toplayan kemokinler CXCL9, CXCL10,
CXCL11' eksprese ettigi bildirilmistir. Aksine M2 makrofajlarin, gen ekspresyonunu IL-
10, TGF-B, IL-1R tip Il, IL-1Ra gibi antienflamatuvar molekiillere g¢evirerek
enflamasyonun ¢oziimlenmesini destekledigi gosterilmistir. M2 makrofajlar1 ayrica,
¢Opeti reseptorleri CD163, Stabilin-1 ve c-tipi lektin reseptorleri CD206, CD301, dectin-
1 ve CD209 dahil olmak iizere yiiksek seviyelerde endositik reseptorleri eksprese eder.
Ayrica M2 makrofajlarin, CCL17, CCL18, CCL22, CCL24 kemokinlerin salgilanmasiyla
Th2, diizenleyici T hiicreleri (Tregler), eozinofiller ve bazofilleri topladig1 gosterilmistir
(Mantovani ve ark., 2004; Porta ve ark., 2015; Schultze ve ark., 2015; Schultze &

Schmidt, 2015).
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Fenotip | Uyaranlar Hiicreden Sitokinler, Fonksiyonlar
eksprese kemokinler ve
edilen diger salinan
biyobelirtecler | mediatorler
IFN-y, TNF-a, | CD80, CD86, | TNF-a, IL-1p, | Proenflamatuvar,
LPS CD68, MHC- | IL-6, IL-12, IL- | Thl yanitlayici,
M1 I, IL-1R, | 23, IL-27, | timor rezistansi
TLR-2, TLR-4, | CXCL9,10,11,16,
INOS, IL-10 | CCL5, Arg-2
low, IL- | (fare), inos (fare),
12 high ROS
IL-4, 1L-13 Insan; IL-10, TGF-B, | Anti-
CD206, IL- | CCL-17,18,22,24 | enflamatuvar,
M2a 1Ra, IL-1RII doku
Fare; remodelingi
Arg-1
Immiin IL-10 low, | TNF-a,  IL-1B, | Th2 aktivasyonu,
kompleksler, IL-12 high, | IL-6, IL-10, | immiinregiilator
M2b TLR ligandlari, | CD86 CCL1
IL-1B
IL-10, TGF-B, | Insan; IL-10, TGF-B, | Apoptotik
glukokortikoidler | CD206, TLR- | CCL-16,18, hiicrelerde
M2c 1,8 CXCL13 fagositoz

Fare;
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Arg-1
TLR ligand, | IL-10 high, | VEGF, IL-10 Anjiyogenezis,
adenozin IL-12 low, timor ilerlemesi
M2d reseptor TNF-a  low,
ligandlari VEGF

Tablo 2. 4: insan ve farelerde M1 ve M2 fenotipleri (Shapouri-Moghaddam ve ark., 2018)
(Arg-1; arjinaz 1, LPS; lipopolisakkarit, ROS; reaktif oksijen tiirleri, IL-1Ra; interlokin 1
reseptor antagonisti, TGF-p; transforme edici biiyiime faktorii beta, TNF-a; timor nekr nekroz
faktorii alfa, TLR; toll benzeri reseptor, MMR/CD206; makrofaj mannoz reseptdr, iNOS;

indiiklenebilir nitrit oksit sentaz, VEGF; vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii)

2.4. Hipotez

Bu ¢alismanin hipotezi, periodontitisli bireylerde, farkli periodontitis tiplerinde

makrofaj polarizasyonunun etkilenecegi yoniindedir.

2.5. Amag

Bu tez caligmasmin amacit ayni evre ama farkli derecelerdeki periodontitis
vakalarinda makrofaj polorizasyonunu gosteren biyobelirteglerin aragtirtlmasidir. Bu
amagla asagidakiler hedeflenmistir:

1. Saglikli ve hastalikli dis eti dokularinda RT-PZR ile IL-10, IL-12, IL-23, Arg-

1 biyobelirteglerinin arastirilmasi
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2. Saglikli ve hastalikli dis eti dokularinda immiinohistoimya analizi ile CD206,

CD163, CCR7 biyobelirteglerinin arastirilmasi
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3. MATERYAL VE METOT

Calismaya; Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’'nun, TOGU KAEK 2019/029 karar numarali ve 19.02.2019 tarihli onayin

takiben baglanmistir (EK-1).

3.1. Calisma Gruplan

Q@@

GRUP PER-C (EVRE 3

DERECE C GRUP S (SAGLIKLI
PEEIODONTITIS GRUP PER-B (EVRE 3 BIREYLER)
HASTALARI) DERECE B .
PEEIODONTITIS 15 BIREY
15 HASTA HASTALARI)
15 HASTA

1-) Grup Periodontitis-C (PER-C): Grup PER C Evre 3 Derece C periodontitisli
15 hastadan olugmaktadir. Bu grupta yer alan hastalar en az 5 yillik siirecte fakiiltemizde
takip ve tedavi goren bireyler arasindan secilmistir. Son 5 yilda klinik atagman seviyesi
2 mm ve lizerinde kayip gosteren, mevcut biyofilme oranla kemik yikiminin fazla
goriildiigi bireyler Derece C periodontitis grubuna dahil edilmistir. Hastalarin detertraj

ve subgingival kiiretaj islemini igeren periodontal tedavileri ve derin periodontal ceplerin
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cerrahi tedavileri (flep ve subgingival kiiretaj) esnasinda 2x2mm dis eti ornekleri elde
edildi. Dis eti 6rnekleri her hastada hastaliktan etkilenmis bolgelerden iki adet, toplamda
ise 15 hastadan 30 adet drnek olacak sekilde alindi. Ornekler PZR ve immiinohistokimya

analizlerinde kullanildi.

2-) Grup Periodontitis-B (PER-B): Grup PER-B Evre 3 Derece B periodontitisli
15 hastadan olugmaktadir. Bu grupta yer alan hastalar en az 5 yillik siirecte fakiiltemizde
takip ve tedavi goren bireyler arasindan secilmistir. Son 5 yilda klinik atagman seviyesi
2 mm’ den daha az kayip gosteren, mevcut biyofilmle kemik yikiminin uyumlu oldugu
bireyler Derece B periodontitis grubuna dahil edilmistir. Hastalarin detertraj ve
subgingival kiiretaj islemini igeren periodontal tedavileri ve derin periodontal ceplerin
cerrahi tedavileri (flep ve subgingival kiiretaj) esnasinda 2x2mm dis eti ornekleri elde
edildi. Dis eti 6rnekleri her hastada hastaliktan etkilenmis bolgelerden iki adet, toplamda
ise 15 hastadan 30 adet &rnek olacak sekilde alind1. Ornekler PZR ve immiinohistokimya

analizlerinde kullanildi.

3-) Grup Saglikli (S): 15 saglikli bireyin ¢ekim endikasyonu konulmus 20 yas disi
bolgesindeki dis etinden veya preprotetik olarak kron boyu uzatma operasyonu ihtiyact
olan alanlardan eksize edilen 2x2mm dis eti 6rnekleri elde edildi. Her hastadan iki 6rnek
alinarak toplamda 30 dis eti 6rnegi elde edilecek sekilde alindi. Ornekler PZR ve

immiinohistokimya analizlerinde kullanildu.

3.2. Hasta Secimi

Calismanin Tokat Gaziosmanpasa Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji

Anabilim Dalina tedavi olmak iizere gelen medikal anamnezinde ¢ekim endikasyonu



36

konulmus 20 yas disi, kron boyu uzatma veya gingivektomi endikasyonu konulmus olan
toplam 45 hasta ile yiiriitiillmesi planlanmaktadir. Aydinlatilmis onam formunu imzalayan

saglikli ve hastalikl1 bireyler ¢aligmaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil edilme kriterleri:

- Bireylerin sistemik olarak saglikli olmast

- Son 6 ay icinde dis tasi temizligi ve kok yiizeyi diizlemesi tedavisi gérmemis ve

antibiyotik kullanmamis olmasi

- Sigara kullanmamasi

- Ag1z igerisinde en az 20 dise sahip olmasi

- 18-50 yas arasi rutin klinik ve radyografik muayenelerde periodontitis teshisi konulmasi
( sagliklr grup harig)

Dahil edilmeme kriterleri:
- Sigara i¢me, tiitlin ¢cigneme, alkol kullanma aliskanlig1 bulunanlar

- Kooperasyonu iyi olmayanlar

- Hamileler ve laktasyon periyodunda olanlar

- Calismaya katilma onami1 vermeyenler

- Sistemik hastalig1 olanlar
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3.3. Klinik Periodontal Olciimler

Tiim hasta gruplarinda tedavi oncesinde rutin muayenede kullanilan periodontal
cep Olgiimii, sondlamada kanama, klinik atasman kaybi ve dis eti ¢ekilmesi gibi
periodontal klinik 6l¢iimler her disin 6 ylizeyinden yapilarak ve plak indeksi ile gingival
indeks skorlar1 kaydedildi. Daha sonra hastalarin rutin periodontal tedavilerine (detertraj

ve subgingival kiiretaj) baslandi.

3.3.1. Plak indeksi (PI)

Agizdaki plagm derecesini dlgmek igin Silness-Loe plak indeksi (PI)
kullanilmistir. Bu indeks alinirken, periodontal sond dis eti kenarindaki dis yiizeyine

paralel olarak hareket ettirildiginde biriken plak miktarina gore degerlendirme yapilir.
0-Serbest dis eti kenarinda plak yok,

1-Serbest dis eti kenar1 ve komsu dis yilizeyine tutunmus, film seklinde ve sonda

yardimiyla goriilen plak,

2-Dis eti cebi igerisinde ve komsu dis ylizeyinde ¢iplak gozle izlenebilen orta

derecede plak varligi

3-Dis eti cebi ve komsu dis yiizeyinde yogun sekilde plak varligi (Silness & Loe,

1964)
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3.3.2. Gingival Indeks (GI)

Dis eti enflamasyonunun teshisi icin Lde-Silness gingival indeksi (GI)
kullanilmistir. Bu indeks alinirken, periodontal sond digin uzun aksina dik olacak sekilde
dis eti kenarindaki dis ylizeyinde hareket ettirilerek olusan kanama ve dis eti yiizey
ozelliklerine gore degerlendirme yapilir.

0-Normal, saglikl dis eti,
1-Hafif enflamasyon, sondalamada kanama yok, dis etinde hafif renk degisikligi

2-Orta derecede enflamasyon, sondalamada kanama varligi, dis eti renginde

kizariklik

3-Siddetli enflamasyon, spontan kanama varligi, dis eti renginde belirgin ve yogun

kizariklik (Loe & Silness, 1963)

3.3.3. Sondlama Cep Derinligi (CD)

Cep derinligi 6l¢limii i¢in klinikte rutin olarak kullanilan periodontal sond dis eti
icinde disin uzun aksina paralel olarak yerlestirilerek ilk direncin hissedildigi yerde

durulur ve dis eti kenari ile cep tabani arasindaki mesafe ol¢iiliir.

3.3.4. Sondlamada Kanama

Sondlamada kanama dis eti olugunun veya periodontal cebin uyarana, kisacasi
sondlamaya karst verdigi yanita gore degerlendirilir. Sondlamada kanama
degerlendirmesi iki 6l¢iit icermektedir. Dis eti olugunun veya periodontal cebin tabaninin
uyarana karsi verdigi yamit kanama var veya kanama yok seklinde degerlendirilir.

Periodontal sondun serbest dis eti oluguna veya periodontal cep igerisine yerlestirildigi
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zaman kanamanin olup olmamasi bu degerlendirme i¢in temel kistas olarak bildirilmistir

(Demirel, DISCI, & MERIC, 1996).

3.4. Immiinohistokimya Analizi

Immunohistokimya teknigi, bir hiicre ya da dokuda 6zel bir antijeni (proteini) ya
da hiicreyi arama teknigidir. Immunohistokimya ydnteminde, bir doku igerisindeki
aranan antijenler; antikor uygulanmasi ve antikorun antijene spesifik bir sekilde
baglanmasi sonucu tanimlanabilir (De Matos, Trufelli, De Matos, & da Silva Pinhal,
2010; Glynn & McAllister, 2006).

Dis eti dokusundaki M1 makrofaj yiizey reseptorii CCR7 ve M2 makrofaj yiizey
reseptorleri CD206, CD163 ekspresyonlart immiinohistokimya analizi ile tespit

edilmistir.

Elde edilen dis eti dokular1 histolojik inceleme igin tamponlanmis ndtral
formaldehitte fikse edildi. Formaldehitte fikse edilen dis eti 6rnekleri parafine gomiilerek
incelenecek doku kesitleri elde edildi. Doku kesitleri lam {izerine yerlestirildi. Lam
tizerindeki oOrneklere primer, sekonder antikor uygulamasinin ardindan mikroskopta
gorlintii alabilmek i¢in, streptavidin-biotin kompleksi kullanildi. Lamdaki 6rneklerin

izeri kapatildiktan sonra mikroskopta inceleme yapildi.

Mikroskopta hiicrelerin sayimi ayni kisi tarafindan kor olarak yapildi.
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3.5. RT-PZR Yontemi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), deoksiribo niikleik asit (DNA) igerisinde yer
alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgilin bir bdlgeyi enzimatik olarak
¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimeler biitiiniine verilen isimdir (Zambon & Haraszthy,
1995). PZR yontemi bir organizmaya ait normal ya da par¢calanmis DNA veya RNA’nin
in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir (Boutaga, van Winkelhoff,
Vandenbroucke-Grauls, & Savelkoul, 2005). PZR reaksiyonu, DNA’nin iki zincirinin
yiiksek sicaklik ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon) sentetik oligo niikleotidlerin
hedef DNA’ya baglanmasi (hibridizasyonu) sonra zincirin uzamasi (polimerizasyon) ve
bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasima ile gergeklesir. Bu ii¢ adim

(denatiirasyon/hibridizasyon/polimerizasyon) bir PZR dongiisiinii olusturur. Her adim

farkli sicakliklarda gergeklesir (Loomer, 2004; Zambon & Haraszthy, 1995).

PZR uygulamalarinda en ¢ok Taq DNA polimeraz enzimi kullanilir (Haffajee,
Yaskell, Torresyap, Teles, & Socransky, 2009). DNA sarmalinin tek ipligi DNA
polimeraz enzimi araciligiyla sablon olarak kullanilir. Bu enzim reaksiyonda bulunan
niikleotidlerin sablona baglanmasini saglar. Islemin yapilabilmesi i¢in enzime bir
baslangic noktas1 gereklidir. Baslangic noktasi kendini sablon olarak kullanilan tek DNA
ipligine baglayabilen bir oligoniikleotid tarafindan {tiretilir. Bu oligoniikleotide primer
denilir (Santos, Sakai, Machado, Schippers, & Greene, 2004). DNA sarmalinin her
ipligine uygun primer saglandiginda iki iplik de sablon olarak kullanilabilir. Primerler
sablon ipliklere baglanarak c¢ogaltilacak DNA parcasini sonlandirirlar.  Yani
sentezlenecek DNA bdlgesi primerler tarafindan belirlenir (Kim, Flynn, Donoff, Wong,

& Todd, 2002). Daha sonra diger asamalara gegilir.
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PZR ii¢ asamadan olusur:

- Cift sarmal DNA’nin denatiirasyonu
- Primerlerin baglanmasi

- Primerlerin uzamasi

Denatiirasyon asamasi: Bu asamada ¢ogaltilmasi planlanan DNA sarmals, iplikleri
bir arada tutan hidrojen baglarin sicakligin 95-100 °C’a ¢ikarilmasi ile koparilir ve iki
parcaya ayrilir. Boylece tek sarmal elde edilir. Eger ¢ogaltilmasi istenen niikleotid dizisi
DNA degil ribo niikleik asit (RNA) ise; ilk dnce revers transkriptaz enzimi ile DNA

kopyasi elde edilir. PZR islemi daha sonra uygulanir (Santos ve ark., 2004).

Primerlerin baglanmasi: Bu asamada minimum 17-19 baz uzunlugunda olmasi
istenen primerler denatiire haldeki DNA sarmali {izerindeki kendilerine 6zgii bolgelere
baglanirlar. Bu islem icin en uygun sicaklik 40-60 °C’dir. Bir cift olacak sekilde
hazirlanan primerlerin uzunlugu arttik¢a 6zgilinliigii artar. Ancak DNA’ya baglanmasi da
giiclesir. Ciftler halinde ortama eklenen primerler cogaltilacak DNA’nin her bir sarmalina

5’—3’ yoniinde ters yonlerde baglanirlar. Boylece DNA molekiiliiniin her iki zinciri de

sentezlenmis olur (Santos ve ark., 2004).

Primerlerin uzamasi: Bu asamada ise istenilen DNA parcasinin tamamlanmasi
icin niikleotidler primerlere baglanir. Niikleotidlerin primerlere baglanmasi i¢in Taq
Polimeraz enzimi kullanilir. Bu enzim Thermus aquaticus isimli bakteri tiirlinden elde

edilir. Uygun sicaklik 70-75 °C’dir (Santos ve ark., 2004).

Her ii¢ asama tek bir dongii kabul edilir ve yaklasik 3-5 dakika siirer. PZR islemi
20-40 dongiliden olusur. Her dongii sonras1 bir 6nceki dongiidekinin 2 kati DNA elde

edilir (Santos ve ark., 2004).
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Farkli niikleik asit yontemleri karsilastirildiginda PZR hassasiyet sinirlarinin

genisligi agisindan en iyi yontemdir (Shaddox ve ark., 2007).

Calismaya dahil edilen hastalardan dis eti biiyiimesi veya yetersiz kron boyu
yiiksekliginin tedavisinde rutin tedavi yontemlerinden biri olan gingivektomi yontemiyle
dis eti ornekleri toplanmistir. Toplanan dis eti biyopsilerinin en az 2x2mm boyutunda
olmasima dikkat edilmistir. Dis eti 6rnekleri analiz giiniine kadar -80°C ‘de muhafaza
edilmistir. Almman dis eti dokularinin bir kismi sivi nitrojende dondurularak bir
homojenizator yardimiyla homojenize edilecek ve sonrasinda ultrasonikasyon
uygulanmistir. Son olarak 25000g’de 16 dakika santrifiij edilerek homojenatlar elde
edilmistir. Homojenatlarda 1L-10, IL-12, IL-23, Arg-1 gerg¢ek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (RT-PZR) ile analiz edilmistir.

Ik olarak mRNA izolasyonu gergeklestirilmistir, nRNA izolasyonu daha énce Cacan
ve ark.’larmin (2014) tarif ettigi gibi Trizol RNA ekstraksiyon reaktifi kullanilarak elde
edilmistir. Kisaca, hiicreler Trizol i¢inde lizis edilerek 5 dakika siireyle bir calkalayicida
rotasyonda birakilmigtir. Daha sonra kloroform ilave edilip 3 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra numuneler santrifiij edilip sulu faz bir eppendorf tiipiine
aktarilmistir. Sulu faza izopropanol eklenip ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilip
tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiijlemeyi takiben, dipte biriken pelet kism1 % 75 lik
soguk etanol ile yikandiktan sonra tekrar santrifiij edilmis ve RNase igermeyen steril saf
su i¢inde siispanse edilmistir. Elde edilen mRNA nin miktar1 bir nanodrop yardimiyla
belirlenmigtir. Daha sonra one step real time ( Thermo AB4104C) gRT-PZR Kiti
kullanilarak, 1 mg mRNA ilgili geni hedefleyen spesifik primerler yardimiyla IL-12
forward: 5-ATCTGGCGTCTACACTGCTG-3 reverse: 5-

TTGGAACGCTGACCATAGAG-3, I1L23 forward: 5-AGCTTCATGCCTCCCTACTG-
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3 reverse: 5-CTGCTGAGTCTCCCAGTGGT-3, IL-10 forward: 5-
CGCTGTCATCGATTTCTCC-3 reverse: 5-ACACCTTGGTCTTGGAGCTT-3, Arg-1,
forward: S-TTTTTCCAGCAGACCAGCTT-3 reverse: 5-
AGAGATTATCGGAGCGCCTT-3. mRNA ifadesi gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH) mRNA diizeylerine normallestirilmis GAPDH forward primer: 5°-
GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3°, GAPDH reverse primer: 5’-
ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3’). Dongili kosullar1 asagidaki gibi se¢ilmistir:
Ters transkripsiyon (50 ° C, 30 dk), Denatiirasyon (95 ° C, 10 dk), Amplifikasyon (15 sn
i¢in 95 ° C, 30 sn igin 55 ° C, 35 sn igin 72 ° C) ve Sogutma (37) C, 30 saniye. ilgili gen
ekspresyonu odl¢iilmiis, 3 replikasyon yapilmistir ve 2-22°" yoéntemi ile GAPDH' ye
normallestirilmistir (2~ - (CP - GAPDH_CP)) (Berkel & Cacan, 2020). RT-PZR y6ntemi
Gaziosmanpasa Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii Laboratuvarmda Dr. Ogretim Uyesi Ercan CACAN ve Ars. Gor. Hayrunnisa

KASAP tarafindan gercgeklestirilmistir.

3.6. istatiksel Analiz

Caligmamizda Minitab 16 programi kullanilarak yapilan gii¢ analizi sonucuna gore
orneklem sayis1 ve denek sayisi belirlenmistir. Tlim istatistiksel analizler, SPSS 20.0
paket programi kullanilarak yapilmistir (SPSS inc, Chicago, IL.).

Verilerin normal dagilima uygun olup olmadiklari One Sample Kolmogorov Smirnov
testi normalite testi ile belirlenmistir. Gruplar arast yas ve CD206 verilerin
degerlendirilmesinde Oneway ANOVA ve Tukey testleri kullanilmistir. Gruplar aras PI,
Gi, Cepb, atagman, cinsiyet, IL-10, IL-12, IL-23, Arg-1, CD163, CCR7’nin

degerlendirilmesinde ise Mann Whitney U ve Kruskal Wallis testleri kullanilmigtir.
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Sonuglarin istatistiksel olarak anlamliliginin degerlendirmesinde % 95 giiven aralig1 ve

0,05 anlamlilik seviyesi baz alinmistir.
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Calismamiza katilan tiim katilimcilardan bagarili bir sekilde 6l¢timler yapilmis ve

ornekler alinmigtir. Calisma verilerinin istatistiksel analiz sonuglar1 agsagida sunulmustur.

4.1. Klinik Bulgular

Arastirma sonuglarinin demografik verileri ve klinik 6lgiim sonuglar1 Tablo 4.1°de

verilmistir.

Gruplar/ Grup S Grup PER-B Grup PER-C

Parametreler

yas 28,80+5,15 30,33+4,01 28,93+4,93

Pi 0,86+ 0,35 1,33+0,45? 1,33+0,482
Maks: 1,00 Maks: 2,00 Maks: 2,00
Min: ,00 Min: 1,00 Min: 1,00
Medyan: 1,00 Medyan: 2,00 Medyan: 1,00

Gi 0,80+0,56 1,40+0,50? 1,33+0,35?
Maks: 2,00 Maks: 2,00 Maks: 2,00
Min: ,00 Min: 1,00 Min: 1,00
Medyan: 1,00 Medyan: 2,00 Medyan: 1,00

CD bukkal 1,60+0,46 5,20+0,372 5,77+0,862
Maks: 2,30 Maks: 5,80 Maks: 10,50
Min: 1,00 Min: 2,30 Min: 4,50
Medyan: 2,00 Medyan: 5,00 Medyan: 7,00

Atagman seviyesi 0,06+0,25 5,40+0,45% 6,00+1,132
Maks: 1,00 Maks: 6,00 Maks: 11,00
Min: ,00 Min: 4,00 Min: 4,00
Medyan: ,00 Medyan: 5,00 Medyan: 6,00

Cinsiyet 1,46+0,51 1,46+0,51 1,46+0,51

Tablo 4. 1.: Calisma gruplarinda demografik veriler ve klinik 6l¢timler ( ap<0,05 Grup S’den

farklilig1 ifade etmektedir.)
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Grup S’ye dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 28,80+5,15, Grup PER-B’ ye
dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 30,33+4,01 ve Grup PER-C’ ye dahil edilen
hastalarin yas ortalamasi 28,93+4,93 bulunmustur. Gruplar arasinda yas ve cinsiyette

istatistiksel olarak fark yoktur ( p>0,05) (Tablo 4.1).

Pi ve Gi
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Grup S Grup PER-B Grup PER-C

pi Wgi

Sekil 4. 1.: Gruplar arasi plak indeksi ve gingival indeks
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Bukkal CD ve Atagman Seviyesi

N W 1O N

) .
0
Grup S Grup PER-B Grup PER-C

cep bukkal matagman

Sekil 4. 2.: Gruplar aras1 Bukkal Cep derinligi ve Atagman Seviyesi

Pi, Gi, bukkal cep derinligi, atagman seviyesi degerlendirildiginde Grup PER —B
ve Grup PER-C’ de Grup S’e gore anlamli derecede yiiksek degerler bulundu (p<0,05)
(Sekil 4.1, Sekil 4. 2). Grup PER-C ve Grup PER-B arasinda istatiksel olarak anlamli bir

fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

4.2. Immiinohistokimya Bulgular

Immunohistokimya teknigi, bir hiicre ya da dokuda 6zel bir antijeni (proteini) ya
da hiicreyi arama teknigidir (De Matos ve ark., 2010; Glynn & McAllister, 2006).
Calismamizda M1 biyobelirteci olan CCR7, M2 biyobelirtegleri olan CD206 ve CD163

immiinohistokimya teknigi ile analiz edilmistir.
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Sekil 4. 3.: Immiinohistokimya Gériintiileri: Derece C periodontitisli bireylerde CCR7 (A),

CD163 (D), CD206 (G). Derece B periodontitisli bireylerde CCR7 (B), CD163 (E), CD206

(H). Saglikl1 bireylerde CCR7 (C), CD163 (E), CD206 (1).

Gruplar/ Grup S Grup PER-B Grup PER-C
Parametreler

CCR7 8,71+12,28 78,54+33,542 86,10+23,802
Maks: 35,38 Maks: 127,78 Maks: 120,00

Min: ,00 Min: 17,78 Min: 46,67
Medyan: ,64 Medyan: 80,0 Medyan: 85,71

CD206 69,80+33,27 94,50+19,26 74,38+28,47
Maks: 100,00 Maks: 125,81 Maks: 121,74

Min: ,55 Min: 70,00 Min: 30,77

CD163 70,25+40,74 92,45+13,73 84,20+24,00
Maks: 110,00 Maks: 112,55 Maks: 126,92

Min: 5,00 Min: 74,56 Min: 52,57

Tablo 4. 2: Calismanin immiinohistokimyasal verileri (ap<0,05 Grup S’den farklilig: ifade

etmektedir.)
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Sekil 4. 4.: Immiinohistokimya verileri

Gruplar aras1 CD206 ve CD163 biyobelirtecleri degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmadi ( p>0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.4).

CCRY seviyesi degerlendirildiginde Grup PER-B ve Grup PER-C’ de Grup S’ye
gore anlaml derecede yiiksek degerler bulundu ( p<0,05) (Sekil 4.4). Grup PER-B ve

Grup PER-C arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi ( p>0,05) (Sekil 4.4).

4.3. RT-PZR Bulgulari

PZR yontemi bir organizmaya ait normal ya da par¢alanmig DNA veya RNA’nin
in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir (Boutaga ve ark., 2005). Calismamizda

kullandigimmiz IL-23, IL-12, IL-10 ve Arg-1 oranlari PZR yoOntemi ile tespit edilmistir.
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Sekil 4. 5.: IL-23 PZR sonuglari

PZR verilerine gore IL-23 degerlendirildiginde istatiksel olarak gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.5). Eksprese edilen IL-23 miktar1 Grup
S’ye oranla Grup PER-B’de yaklasik 0,2 kat daha az bulunmustur. Grup S’ ye gore Grup

PER-C’ de yaklasik 4 kat fazla bulunmustur.

IL-12
25

20

15

10

goreceli artis orani

0 - -
Grup S Grup PER-B  Grup PER-C

Sekil 4. 6.: 1L-12 PZR sonuglari
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IL-12 degerlendirildiginde istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmustur ( p<0,05) (Sekil 4.6). Eksprese edilen IL-12 miktar1 Grup S’ye oranla grup

PER-B’ de yaklasik 0,5 kat daha az bulunmustur. Grup S’ ye gore Grup PER-C’ de

yaklasik 7 kat fazla bulunmustur.

35
30
25
20
15
10

goreceli artis orani

IL-10

Grup S

Grup PER-B

Grup PER-C

Sekil 4. 7.: 1L-10 PZR sonuglari

IL-10 degerlendirildiginde istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.7). Eksprese edilen IL-10 miktart Grup S’ye oranla grup

PER-B’ de yaklasik 0,5 kat daha az bulunmustur. Grup S’ ye gore Grup PER-C’ de

yaklasik 20 kat fazla bulunmustur.
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goreceli artis orani
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o

Grup S Grup PER-B  Grup PER-C

Sekil 4. 8.: Arg-1 PZR sonuglari

Arg-1 degerlendirildiginde istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.8). Eksprese edilen Arg-1 miktar1 Grup S’ye oranla grup
PER-B’ de yaklasik 4 kat daha az bulunmustur. Grup S’ ye gére Grup PER-C’ de yaklasik

6 kat fazla bulunmustur.
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5. TARTISMA

M1 makrofajlar1 enflamasyonda artisa sebep olan "6ldiirticii" tip makrofajlar, M2
makrofajlar1 ise rutin olarak onaran "iyilestirici" tip makrofajlar olarak tanimlanir
(Williams ve ark., 2016). Bu M1 ve M2 makrofaj fenotip farki makrofaj polarizasyonu
olarak ifade edilir. Periodontitis gibi enflamatuvar hastaliklarin patogenezinde bu
polarizasyonun anlagilmasi hastalik siirecinin anlagilmasinda onemli olabilir. Bu
caligmada kullanilan biyobelirtegler M1 (CCR7, IL-12, IL-23) ve M2 (CD206, CD163,
IL-10, Arg-1) belirleyicisi olarak bilinmektedir, bu sebeple sirasiyla M1 ve M2 makrofaj
fenotipleri enflamatuvar ve antienflamatuvar durumu yansitmaktadirlar (Yang ve ark.,

2018).

Makrofaj polarizasyonu ve dokulardaki M1-M2 makrofaj orani periodontal
hastaligin seyri, yapilan periodontal tedavinin etkinligi ve hastaligin prognozu agisindan
olduk¢a onemlidir. Yang ve ark.’lart (2018) periodontal enflamasyonu olan bireylerde
M1 makrofaj fenotipinde artig bildirmislerdir (Yang ve ark., 2018). Benzer sekilde bakteri
ve bakteriyel viriilans faktorlerine maruz kalan makrofaj onciilii hiicrelerin M1 makrofaja
doniisme oranlarinin daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (Yang ve ark., 2018). Ayrica
Yu ve ark.’lar1 (2016) periodontal enflamasyonlu bireylerde M2 makrofaj fenotipinde,
M1 fenotipine oranla ¢ok daha az olmakla birlikte artis oldugunu bildirmislerdir.
Enflamasyonun baskin oldugu periodontitis gibi kronik seyirli hastaliklarda makrofaj

polarizasyonu hastaligin tiim evrelerinde 6nemli bir role sahiptir (Yu ve ark., 2016).

En O6nemli M1 makrofaj biyobelirteglerinden olan CCR7’nin periodontal
enflamasyonda anlamli derecede yiikseldigi, M2 makrofaj biyobelirteglerinden olan

CD206 ve CD163 seviyelerinin degismedigi tespit edilmistir. CCR7 M1 polarizasyonu,



54

CD206 ve CD163 (M2) polarizasyonu i¢in spesifik olarak arastirilan biyobelirteglerdir
ve dokudaki varliklar1 enflamatuvar ve antienflamatuvar durumu yansitir (Yang ve ark.,
2018). Yang ve ark.’lart (2018) calismalarinda periodontitis grubunda CCRY7,
INOS/CD206, CD163 oranini gingivitis grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulmustur
(Yang ve ark., 2018). Yine benzer bir ¢alisma olan Yu ve ark.’lar1 (2016) deneysel
periodontitis olusturarak yaptiklar1 ¢alismada periodontitisli dis etinde artmig iNOS /
CD206 orani tespit etmislerdir (Yu ve ark., 2016). Bu sonuglar periodontitisli dokularda
M2'nin M1'e (M1 polarizasyonu) fenotipik gecisini gostermektedir. Maymunlar tizerinde
deneysel periodontitis olusturularak yapilan bir ¢calismada CCR7 gen eksprasyonunun
yaslanma ve periodontitis ile anlamli derecede artis gosterdigi bildirilmistir (Gonzalez ve
ark., 2015). Farelerde gergeklestirilen bir ¢alismada yabanci maddeye maruz kalan
enflamasyonlu dokularda CCR?7 artisina bagli olarak M1 makrofaj fenotipinde artis tespit
edilmistir (X. Wang, Li, Feng, Cheng, & Li, 2019) . Miyajima ve ark.’lar1 (2014) deneysel
periodontitis olusturduklari hayvanlarin dolasim sisteminde M1 makrofaj fenotipinde
artis tespit etmislerdir (Miyajima ve ark., 2014). Benzer sekilde Lam ve ark.’lar1 da (2016)
P. gingivalis kullanarak olusturduklari: deneysel periodontitisli dokularda M1 fenotipinde
M2’ye oranla yiiksek derecelerde artis oldugunu bildirmiglerdir (Lam ve ark., 2016).
Veloso ve ark.’larinim (2020) yaptiklari bir ¢alismada enflamasyonlu dokularda CD163
seviyesinde Onemli derecede diislis gozlenmistir (Veloso ve ark., 2020). Bu sonug
enflamasyonlu dokularda M2 fenotipine gore baskin bir M1 fenotipi oldugunu
dogrulamaktadir. Detzen ve ark.’larinin (2017) yaptigi benzer bir c¢alismada
periodontitisli hastalarin serum, tiikiirik ve diseti dokularinda CD163 diizeyleri
periodontal olarak saglikli bireylere gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Detzen,

Chen, Cheng, Papapanou, & Lalla, 2017). M2 makrofaj fenotipini yansitan CD163’teki
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artis enflamasyonlu dokularda makrofaj miktarinin fenotipe bagli olmaksizin artigini
yansitiyor olabilir. Viniegra ve ark.’larimin (2018) deneysel periodontitis ¢alismalarinda
ise periodontitisin erken enflamauvar siirecinde M1 makrofaj miktarinda artis gézlenmis
ve lyilesme gozlenen ilerleyen donemde CD206’ da artis tespit edilmistir (Viniegra ve
ark., 2018). Bu sonuglar iyilesen dokularda antienflamatuvar 6zellikteki M2 makrofaj
fenotipinin arttigini gosterebilir. Garaicoa-Pazmino ve ark.’lar1 (2019) ¢alismalarinda M1
ve M2 makrofaj fenotipinin gingivitisli bireylerde saglikli ve periodontitisli bireylere gore
daha yiiksek oldugunu bildirmiglerdir. Saglikli ve periodontitisli bireyler M1 ve M2
makrofaj fenotip seviyeleri benzer bulunmustur (Garaicoa-Pazmino ve ark., 2019). Zhou
ve ark.’lart (2019) M1 makrofaj fenotipinin (CD80/INOS, IL-12, IL-6, TNF alfa)
gingivitisli bireylerde yiiksek oldugunu ancak periodontitisli bireylerde saglikli gruba
benzer oldugunu bildirmislerdir (L. N. Zhou ve ark., 2019). M2 makrofaj fenotipinin
(CD80/206, IL-10, IL-4) gingivitisli grupta diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek
oldugunu periodontitisli grupta ise istatiksel olarak anlamli bir fark olmagini
bildirmiglerdir (L. N. Zhou ve ark., 2019). Yine benzer sonuglar bildiren Ballini ve
ark.’lart saglikli bireylerin kan Orneklerindeki M1(CD86) ve M2(CD163,CD206)
makrofaj miktarinin periodontitisli bireylerden daha fazla oldugunu bildirmislerdir

(Ballini ve ark., 2020).

Garaicoa-Pazmino ve ark. (2019), Zhou ve ark. (2019) ve Ballini ve ark’larinin
(2020) bulgularinin aksine literatiirdeki bu ¢alismalarin verileri (Yang ve ark., 2018;Yu
ve ark., 2016;Gonzalez ve ark., 2015;X. Wang ve ark., 2019; Miyajima ve ark., 2014;
Lam ve ark., 2016 ; Veloso ve ark., 2020; Detzen ve ark., 2017; Viniegra ve ark., 2018),
bu tez calismasini destekler nitelikte makrofajlarin hem M1 hem de M2 fenotiplerinin

periodontitiste artis gosterdigini ancak fenotipik degisimin yiiksek oranda M1
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makrofajlarina dogru oldugunu géstermektedir. Bu ¢alismanin bulgularinda en 6nemli
M1 makrofaj yiizey reseptorii olan CCR7 miktarmin saglikli grupta periodontitisli
gruplara gore daha az oldugu, Grup PER-C’de ise Grup PER-B’ye gore hafif artis
gosterdigi tespit edildi. CD206 ve CD163 miktarlar1 ise periodontitisli gruplarda saglikli

gruplara gore hafif bir artig gdstermistir bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Dokularda M1 makrofaj fenotip artisi proenflamatuvar bir duruma neden olarak
IL-12, IL-23 salinimini uyarir M2 makrofaj fenotip artis1 ise enflamasyonu baskilayarak
IL-10, Arg-1 salinimimi uyarir (Veloso ve ark., 2020;Liu ve ark., 2019). Veloso ve
ark.’larmin (2020) yaptiklari bir ¢alismada enflamasyonlu dokularda IL-12, IL-23, IL-10
sitokinlerinde 6nemli derecede artis gozlenirken, CD163 seviyesinde onemli derecede
azalma gozlenmistir (Veloso ve ark., 2020). Zhou ve ark.’larinin (2019) gingivitis ve
periodontitisli dokularda makrofaj fenotipini arastirdiklar1 calismalarinda, [L-12
seviyeleri periodontitisli ve gingivitisli gruplarda diger gruplara gére anlamli derecede
yiiksek bulunurken, IL-10 miktarinda gruplar arasinda fark bulunmamistir (L. N. Zhou
ve ark., 2019). Liu ve ark.’lar1 (2019) yaptiklari bir calismada periodontal ligament (PDL)
kok hiicresinin rejeneratif periodontal tedavide kullanimi sirasinda makrofajlarin M1 /
M2 polarizasyonunun doku homeostazina ve yara iyilesmesine katilip katilmadigim
aragtirmiglardir. Periodontal rejenerasyon gozlenen dokularda CD163, IL-10 ve Arg-1
seviyesinde artis gozlenmistir (Liu ve ark., 2019). Viniegra ve ark.’larmin (2018)
deneysel periodontitis ¢aligmalarinda periodontitisin erken enflamauvar siirecinde M1
makrofaj miktarinda artis bildirilmistir. Iyilesme gdzlenen ilerleyen dénemde IL-10,
CD206, Arg-1 gibi M2 biyobelirteclerinde artis tespit edilmistir (Viniegra ve ark., 2018).
Bu tez ¢alismasinda M1 polarizasyonuna isaret eden IL-12 ve I1L-23 sitokinlerinde Derece

C periodontitisli hastalarda artis gozlenmistir. M2 makrofaj yiizey reseptorleri (CD163,
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CD206) gruplar arasinda benzer bulunurken, Arg-1 ve IL-10 sitokinleri Derece C
periodontitisli hastalarda anlamli derecede yiiksek bulunmus olup Derece B
periodontitisli 6rneklerde ise azalma gozlenmistir. M1 makrofajlar yiiksek seviyelerde
IL-12, IL-23 diisiik seviyelerde IL-10 tretir (Sima & Glogauer, 2013). M1 biyobelirteci
olan IL-12 ve IL-23’ teki artis proenflamatuvar durumu yansitryorken, M2 biyobelirteci
olan IL-10 ve Arg-1’ deki artis proenflamatuvar yanita karsi olugsan antienflamatuvar
yanitt yansitmaktadir. Bu sonuglar makrofajlarin islevsel olarak daha yiiksek
proenflamatuvar ve daha diisilk antienflamatuvar sitokin profilleri olusturmasindan
ziyade Ozellikle enflamasyonlu dokularda M2 fenotipine gore baskin bir M1 fenotipi

oldugunu dogrulamaktadir.

Periodontal dokularda deneysel olarak M2 makrofaj fenotipinin arttirilmasinin
M1 makrofaj fenotipini baskiladigt ve buna baglhh olarak M1 makrofajlarin
proenflamatuvar sitokin iiretiminin azaldigi, M2 makrofajlarin ise antienflamatuvar
sitokin tiretiminin arttig1 varsayilmaktadir (Zhuang ve ark., 2019). Bu sonuglar1 Sima ve
Glogauer’mm  (2013) makalelerindeki bilgilerde desteklemektedir. Periodontal
hastaliklarin da i¢inde bulundugu kronik osteolitik hastaliklarda, kemik yikim
bolgelerinde yiiksek miktarda M1 makrofaj kaynakli IL-1 ve TNF-a bulunur ve bu
biyobelirteglerdeki artis osteoklastogeneze aracilik eder. Bununla birlikte, M2
makrofajlari, osteoklast aktivitesi ve osteoblast iglevleri i¢in kritik sinyaller saglayabilir
ancak kemik homeostazi tizerindeki etkisi hala tam olarak anlasilmamistir (Sima &

Glogauer, 2013).

M1 polarizasyonunun periodontal dokularda enflamasyon siddetiyle parelel artis
gosterdigi Feratvurs ve ark.’lar1 (2020) tarafindan bildirilmistir. Siddetli enflamatuvar

durumlarda artmig M1 polarizasyonu enflamasyonda ve doku yikiminda artist
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diisiindiirmektedir. M1 polarizasyonu enflamasyon siddetiyle gii¢lii bir iliski icindeyken
dokulardaki M2 makrofaj polarizasyonu ile ortamdaki enflamatuvar durum arasinda
giicli bir iligki bulunmamigtir (Fretwurst ve ark., 2020). Miao ve ark.’lar1 (2020) 1L-4,
IL-13 ve I1L-10 kombinasyonuyla M2 polarizasyonunu indiiklemislerdir. Indiiklenmis M2
makrofajlarin periodontal dokularda enflamatuvar siireci baskilayarak osteoklast
farklilasmasini 6nledigini ve periodontitis semptomplarini gidermede etkili olabilecegini
One stirmisledir (Miao, He, Qi, & Lin, 2020). Periodontitis baslica P. gingivalis olmak
tizere birgok patojenik bakterinin katkida bulundugu enflamatuvar olaylar sonucunda
gelisir P. gingivalis’in en Onemli virllans faktorlerinden olan P. gingivalis
polisakakritleri ve gingipainlerin M1 polarizasyon gostergeleri olan IL-12, IL-23, INOS,
TNF-a ve IL-1B° y1 6nemli diizeyde artirdigi gosterilmistir. 1L-10 seviyeleri ise
proenflamatuvar sitokinlerden farkli olarak P. gingivalis polisakakritleri ve gingipainlerin
sonuglarindan etkilenmemistir (Hou ve ark., 2017). Hee ve ark.’lar1 (2015) periodontal
dokularda artan enflamasyonla birlikte M1/M2 oraninda artis gozlemislerdir. M1/M2
oranindaki artigin dokularda enflamasyon ve kemik yikimina sebep oldugunu, M1/M2

oranindaki azalmanin ise bu durumu tersine ¢evirdigini bildirmislerdir (He ve ark., 2015).

Wolf ve ark.’lar1 (2014) Hasar gormiis insan periodontal ligament hiicrelerinin
CD163 seviyelerini ve M2 polarizasyonunu artirdigini ve makrofajlarin osteoklastik
farklilasma ve goglerini azaltarak periodontal doku tamirine katkida bulundugunu
gostermistir (Wolf, Lossdorfer, Craveiro, & Jager, 2014). Benzer sekilde Yamamichi ve
ark.” larida (2017) periodontal dokularda doku rejenerasyonunun M2 makrofaj
polarizasyonu ve artmis CD163, CD206 seviyeleri ile iliskili oldugunu gostermistir

(Yamamichi ve ark., 2017). Wang ve ark.” larida (2019) enflamasyon varliginda M1
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makrofajlarin baskin oldugunu ve saglikli dokularda M2 makrofajlarin baskin oldugunu

gostermistir (X. Wang ve ark., 2019).

Literatiirde yapilan ¢aligmalarin birgogu M1 makrofaj polarizasyonunu arastirmis
ve periodontitiste M1 fenotipinde artis oldugunu belirtmistir (Gheren, Cortelli,
Rodrigues, Holzhausen, & Saad, 2008; Gorska ve ark., 2003; Giillii, Ozmeric, Tokman,
Elglin, & Balos, 2005). Bununla birlikte M2 makrofaj fenotipinin arttigini gosteren
calismalarda bulunmaktadir (Gheren ve ark., 2008; Navarrete ve ark., 2014). Ancak
bunun aksine literatiirde periodontitis lezyonlarinda bulunan M2 fenotipinde azalma
gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Giillii ve ark., 2005; Lam ve ark., 2014). Bu
calismanin bulgulart ise yikim ilerleme hizin1 gosteren periodontitis derecesinden
bagimsiz olarak peridontitisli 6rneklerde M1 (CCR7) polarizasyonunda anlamli bir artig
gostermistir, M2 (CD206, CD163) makrofaj polarizasyonu ise saglikli ve periodontitisli
bireylerde benzer bulunmustur. Ek olarak M1 polarizasyonuna isaret eden sitokinler olan
IL-12, IL-23 seviyeleri M1 yiizey reseptorii olan CCR7 ile paralellik gostermistir.
Bununla birlikte M2 polarizasyonuna isaret eden gostergeler olan IL-10 ve Arg-1
seviyeleri ise gruplarda farklilik géstermeyen M2 yiizey reseptorlerinin aksine Derece C

periodontitisli bireylerde artig gostermistir.

Bu tez ¢aligmasina 18-50 yas arasinda sistemik olarak saglikli bireyler dahil
edilmistir. Yas periodonsiyumun yapisal Ozelliklerine, periodontitise karst verilen
bagisiklik yanitina ve bireylerin giinliik oral hijyen aligkanliklarina etki eden 6nemli bir
faktordiir. Calisma gruplarinda bireyler arasinda yasta fark bulunmamistir. Bu sayede;
periodonsiyumun yapisal 6zelliklerinde, periodontitise kars1 immiin yanitta ve giindelik
oral hijyen gereksinimlerinin yerine getirilebilme seviyelerinde bir degisken olan yas ve

sistemik durum faktorlerinin elimine edilmesi amaglanmustir.
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Bu tez calismasinda, klinik verilerin degerlendirilmesinde, periodontal saglik
durumlarmin belirlenmesinde Silness-Loe plak indeksi ve Loe-Silness gingival indeksleri
kullanilmistir (Harks ve ark., 2016; Kinane ve ark., 2015; Loe & Silness, 1963; Silness
& Loe, 1966; Toiviainen ve ark., 2015). Tiim bireylerin periodontal saglik durumunu
gosteren klinik periodontal parametreleri (PI, GI, CD) 6lciilmiistiir. Saglikli bireylerde
Pi, GI ve cep derinligi periodontitisli bireylere oranla anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Periodontitisli gruplar arasinda fark bulunmamaistir. Gruplar arasindaki fark
periodontitis ve saglikli gruplar arasindaki klinik farki yansitmaktadir. Calisma gruplart;
hastalarin klinik olarak saglikli olmalarina ve periodontitis hastalarinda periodontitis

derecelerine gore olusturulmustur.

Immunohistokimya teknigi, bir hiicre ya da dokuda 6zel bir antijeni (proteini) ya
da hiicreyi arama teknigidir (De Matos ve ark., 2010; Glynn & McAllister, 2006).
Calismamizda M1 biyobelirteci olan CCR7, M2 biyobelirtegleri olan CD206 ve CD163
immiinohistokimya teknigi ile analiz edilmistir.

PZR yontemi bir organizmaya ait normal ya da parcalanmis DNA veya RNA’nin
in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir (Boutaga ve ark., 2005). Calismamizda

kullandigimiz IL-23, 1L-12, IL-10 ve Arg-1 oranlari PZR yontemi ile tespit edilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Literatiirde enflamatuvar hastaliklarla makrofaj polarizasyon iligkisini arastiran
calismalar mevcuttur. Bu tez calismasi farkli periodontitis derecelerinde makrofaj
fenotiplerini karsilastiran ilk ¢alismadir. Bu tez ¢alismasinda saglikli, Derece C ve Derece
B periodontitisli bireylerde dis ¢evresi bag dokularda M1 ve M2 makrofaj fenotipleri

karsilastirilmistir.

1. CCR7’nin immiinohistokimya bulgularinda, saglikli gruptaki CCR7 seviyeleri
diger gruplara gore anlamli diizey ve 6l¢iide diisiik bulunmustur. Periodontitisli
gruplar arasinda istatiksel olarak fark bulunmamustir.

2. CD163 ve CD206’ nin immiiohistokimya bulgularinda, gruplar arasinda istatiksel
olarak fark bulunmamastir.

3. Yapilan PZR analizleri sonucunda IL-12 ve IL-23 ekspresyon seviyesi; Derece C
periodontitis grubunda diger gruplara gére anlamli dlgiide yiiksek bulunmustur.
Derece B periodontitis grubunda ise diger gruplara gore anlamli dlgiide diisiik
bulunmustur.

4. Yapilan PZR analizleri sonucunda IL-10 ve Arg-1 ekspresyon seviyesi; Derece C
periodontitis grubunda diger gruplara gore anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur.
Derece B periodontitis grubunda ise diger gruplara gore anlamh 6lciide diisiik

bulunmustur.

Bu sonuclara gore enflamasyonlu dokularda M1 fenotip polarizasyonunda artis
gozlenmektedir. Derece C periodontitisli 6rneklerde, Derece B periodontitisli 6rneklere

gore M1 ve M2 makrofaj fenotipinde hafif bir artis tespit edilmistir. Derece C
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periodontitiste enflamasyonun hizli ilerlemesi makrofaj tiretimindeki bir miktar artist

yansitiyor olabilir.
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