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OZET

Androjen Hormon Metabolizmasinda Gorev Alan Sa-Rediiktazin Periodontal
Hastahklarla fliskisinin Incelenmesi

Amag: Hipotezimiz periodontal hastalik ile androgenetik alopesi arasinda bir iliski
oldugu, 5-a rediiktazin bu iliskide rol oynayabilecegi ve bu enzim seviyelerinin periodontal
hastalikta etkin olan mikrobiyal ve iltihapsal mekanizmalarla baglantili olabilecegidir.
Calismanin amaci, periodontitisle, 5-a rediiktaz enzimi ve 5-a rediiktaz enziminin sorumlu
oldugu androgenetik alopesi arasindaki iliskinin incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismanin ilk asamasinda androgenetik alopesi ile
periodontitis arasindaki iligki, epidemiyolojik ve kesitsel olarak ve 385 birey iizerinde
degerlendirildi. Calismanin ikinci asamasinda ise bu olasi iliskinin mekanizmasi hastalardan
alman diseti Orneklerinde immunohistokimyasal olarak incelendi. Toplam 6rneklem
grubundan segilen ve periodontal tedavi kapsamina dahil edilen 36 hastada periodontal
tedavi Oncesi ve sonrasi olmak iizere toplam 72 dis eti biyopsi Ornegi analiz edildi.
Calismanin i{i¢iincli asamasinda diseti fibroblast hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicrelerdeki
5-a rediiktaz enzimi tip-1 ve tip-2 mMRNA miktarlart PCR ile ve protein diizeyleri
immunositokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Androgenetik alopesi ile periodontitis arasinda epidemiyolojik olarak
anlaml bir iligki bulundu (p<0.001). Periodontal tedavi 6ncesi alinan dis eti biyopsilerinde
Anti-SRD5A1 antikoru ile pozitif boyanan fibroblast hiicre oraninin, periodontal tedavi
sonrast alinan biyopsilere gore daha yiiksek oldugu istatiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.001). Bu bilgilere gore periodontal hastaliga bagl olarak disetinde yiiksek seviyede
gozlenen tip-1 5-o rediiktaz enziminin periodontal tedaviyle azaldigi, buna karsilik
periodontal tedavinin tip-2 5-o rediiktaz enzimi seviyelerini etkilemedigi saptandi.

Bir periodontopatojen olan Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) ile enfekte
edilen ve edilmeyen diseti fibroblast hiicre kiiltiirii gruplar1 karsilastirildiginda, tip-1 5-a
rediiktaz enziminin mRNA ekspresyonunun enfekte grupta daha yiiksek tespit edilmesine
ragmen, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Buna
karsilik, 5-alfa rediikteaz tip 2 enzimi igin P. gingivalis ile enfekte edilen fibroblast hiicre
kiiltiirii grubunda, enfekte edilmeyen gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede ytliksek
bulundu (p<0.05).

Dogrulanmis toplam hiicre floresans: (corrected total cell fluorescence-DTHF) P.
gingivalis ile enfekte edilen diseti fibroblast hiicre kiiltiirii grubunda enfekte edilmeyen
gruba gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.001). P. gingivalis ile enfekte edilen ve
edilmeyen diseti fibroblast hiicre kiiltiirii gruplarmin siipernatanlarindaki 1L-6, TNF-a ve
IL-8 miktarlar istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunurken (p<0.05), IFN-y, IL-
1B ve MCP-1 miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05).

Sonu¢: Bu bulgular 1s1ginda androgenetik alopesi ile periodontal hastalik arasinda
bir iligkinin oldugu, periodontal hastalik tedavisinin androgenetik alopesinin etiyolojisinde
rol aldigr disiiniilen 5-a rediiktaz enziminin disetindeki seviyesini azalttigi; hiicre
kiiltirlerinde yapilan c¢aligmalarda ise bir periodontopatojen olan P. gingivalis’in 5-a
rediiktaz enziminin seviyelerini ve buna paralel olarak proenflamatuar sitokin sentezini
arttirdig1 soylenebilir. Dolayisiyla androgenetik alopesi ile periodontal hastalik arasindaki
iligkinin iltihapsal olarak ve 5-a rediiktaz enzim aktivasyonu mekanizmasiyla gerceklestigi
diistintilebilir.

Anahtar Kelimeler: Androgenetik alopesi, 5- a rediiktaz, periodontal hastalik.



ABSTRACT

The Study of the Relationship of 5a-Reductase Serving in the Metabolism of
Androgen Hormone with Periodontal Diseases

Aim: Our hypothesis is that there is a relation between the periodontal disease and
androgenetic alopecia and that 5-a reductase may be playing a role in this relation and these
enzyme levels may be related to microbial and inflammatory mechanisms that are active in
periodontal diseases. The objective of the study is to analyze the relation between
periodontitis and 5-a reductase enzyme and the androgenetic alopecia for which 5-a
reductase enzyme is responsible.

Material and Method: At the first phase of the study, the relation between
androgenetic alopecia and periodontitis has been assessed epidemiologically and cross-
sectionally on 385 individuals. In the second phase of the study, the mechanism of this
relation has been assessed immunohistochemically according to the samples taken from the
gums of patients. Both before and after the treatment, a total of 72 gum biopsy samples,
chosen from the total sample group and included in the treatment scope of 36 patients, have
been analyzed. At the third phase of the study, during the operations of gum fibroblast cell
culture, 5- a reductase enzyme type — 1 and type 2 mRNA amounts were assessed through
PCR and protein levels were assessed immunohistochemically.

Findings: A significant relation has been found between androgenetic alopecia and
periodontitis (p<0.001). The fact that the rate of Anti-SRD5A1 antibody and the fibroblast
cell, painted in white, in the gum biopsies taken before the treatment have been higher
related to the biopsies taken after the periodontal treatment, has been found to be
statistically significant (p<0.001). According to this information, type-1 5-a reductase
enzyme, observed to be in high amounts in the gum, decreases through periodontal
treatment, however, it does not affect type-2 5-a reductase enzyme levels.

Although the expression of type-1 5-a reductase enzyme mRNA has been detected
to be higher in the infected group, when gum fibroblast cell culture groups infected with
Poryhyromonas gingivalis (P. gingivalis), which is a periodontopatogen, are compared with
non-infected ones, the difference between the groups has not been found to be statistically
significant (p>0.05). However, 5-alfa reductase type-2 enzyme has been found to be higher,
with a statistically significant difference, in the fibroblast cell culture group infected with P.
gingivalis related to the non-infected group. (p<0.05).

Corrected total cell fluorescence-DTHF, infected with P. gingivalis in gum
fibroblast cell culture group, has been found to be higher, with statistically significant
difference, related to the non-infected group. (p<0.001). While statistically significant
different amounts of IL-6, TNF-a and IL-8 in the supernatants of infected and non-infected
gum fibroblast cell culture groups has been found, (p<0.05), a statistically important
difference between the amounts of IFN-y, IL-1 and MCP-1 has not been found. (p>0.05).

Conclusion: In the light of this information, it can be suggested that there is a
relation between alopecia and periodontal disease reduces the amount of 5-a reductase
enzyme, which is thought to play a role in the etiology of the androgenetic alopecia of
periodontal disease treatment; according to the studies, performed on cell cultures, it can be
suggested that P. gingivalis, which is a periodontopatogen, increases the levels of 5-a
reductase enzyme and concordantly increases the proinflammatory cytokine synthesis.
Therefore, it can be considered that the relation between androgenetic alopecia and
periodontal disease occurs inflammatorily and through the mechanism of 5-a reductase
enzyme activation.

Key Words: Androgenetic alopecia, 5- a reductase, periodontal disease.
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1. GIRIS

Periodontitis,  spesifik  mikroorganizma  gruplari ya da  spesifik
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, disin destek dokularini etkileyen, artan
sondlama derinligi, dis eti ¢ekilmesi veya her ikisiyle birlikte goriilen periodontal
ligament ve alveolar kemik yikimiyla sonuglanan enflamatuar bir hastaliktir.!
Periodontitisteki kemik yikiminin miktar1 konak cevabi ve mikrobiyal dental plak
arasindaki etkilesimle belirlenir. Periodontal hastaliklarin etiyolojisi ve farkli tedavi
yaklasimlar1 {izerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Periodontal dokularda hastaligin
varligini, periodontal hastaliklarin asamasini ve periodontal hastalik agisindan bireylerin
risk durumunu gosteren IL-1, IL-6, IL-8, IL-23, TNF-a, IFN-y gibi biyolojik
belirleyiciler siklikla incelenmektedir. Nitekim periodontitiste IL-1p, IL-6 ve TNF-a
gibi immun sitokinlerde artis oldugu gosterilmistir.?2 Bu iltihapsal sitokinlerin artisina
bagl olarak alveolar kemik yikiminda artis meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Periodontal hastaliklarin etiyolojisindeki 6nemli faktorlerden biri hormonlardir.
Tiroit, insiilin ve cinsiyet hormonlarinin periodontal hastaliklarla iligkisi incelenmistir.
Cinsiyet hormonlar1 biiyiime, hiicresel rejenerasyon ve farklilasma gibi birgok
metabolik faaliyetten sorumludurlar. Periodontal hastaliklar ve cinsiyet hormonlari
arasindaki iligki farkli sekillerde agiklanabilir:

1- Hormonlar periodontopatojenlerin sayisinda artis meydana getirebilir

ve/veya vaskiiler yapiy1 degistirebilir,
2- Immun sistem-endokrin sistem arasindaki etkilesimler periodontal doku
cevabini degistirebilir,
3- Fibroblastlar ve epitel hiicreleri cinsiyet hormonlarina cevaben

farklilagabilirler.



Erkeklerde baslica cinsiyet hormonlar1 testosteron ve dihidrotestesterondur. Dis
eti dokusu androjen hormon metabolizmasit i¢in 6nemli hedef dokulardan biridir ve
testosteron, periodontitis ile de iliskilidir.* ® Testosteron seviyesiyle iltihap arasindaki
iligkiyi inceleyen calismalarda diisiik testosteron seviyesinin, TNF-o ve MIP-1a ve -1P
ile korelasyon gosterdigi; kardiovaskiiler hastaliklar, mortalite, diabetus mellitus,
metabolik sendrom ve kemik fraktiir riskindeki artisla iliskili oldugu bildirilmistir.5*3
Artan iltihap biomarkerlar1 ve diabetes mellitus gibi diisiik testosteron seviyesiyle
iliskili patolojik durumlar periodontitis igin de risk faktorii olusturabilirler.'*

Testosteron replasman tedavisi ile pro-enflamatuvar sitokinler IL-13 ve TNF-a
seviyelerinde onemli azalmalar goriilmiistiir.’® Yiiksek testosteron seviyesi ile
periodontitisin siddeti ve periodontopatojen mikroorganizmalarin yiiksek prevalansi
arasinda baglant1 gosterilmistir.!® Steffens ve arkadaslari, erkek sicanlarda yaptiklari
calismada hem yiiksek hem de diisiik testosteron seviyesinin kemik kaybina sebep
oldugu sonucuna varirken, diisiik testosteron seviyesinin dis eti dokusunda IL-1p’y1
artirdigini; yiiksek testosteron seviyesinin ise RANKL seviyesinde farklilik
olusturdugunu bulmustur.'’

Androjen hormonlar hedef hiicrelerine testosteron ya da di-hidro-testosteron
olarak etki ederler. Testosteron, 5-a rediiktaz enzimi tarafindan perifer dokularda 5 kat
daha aktif olarak androjen reseptorlerine baglanma kapasitesine sahip olan di-hidro-
testosterona doniistiiriiliir. 5-a rediiktaz enziminin aktivitesi bag dokusu ve kemikte,
biiyiimeye ve tamire katkida bulunur.'® 1° Ayrica enflamasyonda tamirle alakali biiyiime
faktorlerine cevaben insan dis eti dokusunda ve periodontal membranda artar.?% 2
Kronik enflamasyona sahip dis eti dokusundan elde edilen fibroblastlarda artmis

androjen hormon metabolizmas1 bulunmustur.??> Diseti ve periodontal membran

yapisinda 5-a rediiktaz enzim aktivitesine saptanmstir.?l 2 Sq-rediiktaz aktivitesi ile



periodontopatojen olan Treponema denticola, P. intermedia, A. actinomycetemcomitans
ve P.gingivalis arasindaki iliskiyi gdsteren calismalar mevcuttur.?* 2° 5-q rediiktaz ayni
zamanda androgenetik alopesiden de sorumludur.?® Androgenetik alopesi erkeklerde en
sik goriilen sa¢ dokiilmesi sebebidir.?’ Kardiovaskiiler hastaliklar igin androgenetik
alopesinin risk faktorii olabilecegini gosteren calismalar vardir.?® 2° 22,071 Amerikali
erkegin dahil edildigi bir ¢calismada, vertekste olusan sa¢ dokiilmesinin kalp krizi riskini
artirdigmi gostermistir.®® Frontal sa¢ dokiilmesine sahip geng erkeklerde yapilan bir
calismada, ayni yas grubunda sagi dokiilmeyen bireylere gore daha yiiksek serum
kolesterol seviyesine ve daha yiiksek kan basincina sahip olduklar1 bulunmustur.®
Periodontal hastaliklar ile kardiovaskiiler hastaliklar ve yiiksek kan basinci arasinda
iliski oldugu bilinmektedir.3!

Bu bilgiler derlendiginde bu c¢alismadaki hipotezimizi “periodontal hastalik ile
androgenetik alopesi arasinda bir iliski bulundugu, 5-a rediiktazin bu iliskide rol
oynayabilecegi ve bu enzim seviyelerinin periodontal hastalikta etkin olan mikrobiyal
ve iltihapsal mekanizmalarla baglantili olabilecegi” seklinde olusturduk. Bu hipotezi
sinamak amaciyla ¢alismamizin spesifik amaglarini su sekilde belirledik:

1. Periodontal hastalikla androgenetik alopesinin iligkisinin epidemiyolojik

olarak incelenmesi,

2. Periodontal tedaviye bagli olarak disetindeki 5-a rediiktaz seviyelerinin

incelenmesi,

3. Insan diseti fibroblast hiicre kiiltiirlerinin periodontal hastalik patogenezinde

etkin bir mikroorganizma olan Porphyromonas gingivalis ile enfekte edilerek,
5-a rediiktaz enziminin seviyelerinin  mMRNA ve protein diizeyinde

incelenmesi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periodontal Hastaliklar ve Periodontal Hastaliklarin Siniflandirilmasi
Periodontal hastaliklar, disi destekleyen dis eti, alveol kemigi ve periodontal
ligamentin kronik enflamatuar hastaliklarini kapsar. Periodontal hastaliklar, dis ve diseti
tizerinde olusan mikrobiyal biyofilm bakteriler tarafindan olusturulan dis etinin lokalize
iltihab1 olan gingivitis ile baslar ve disin g¢evresindekileri dokular1 etkileyen, artan
sondlama derinligi, dis eti ¢ekilmesi veya her ikisiyle birlikte goriilen periodontal
ligament ve alveolar kemik yikimiyla sonuglanan periodontitise doniisiir.l 32
Periodontitisteki kemik yikimimin miktar1 konak cevabi ve mikrobiyal dental plak
arasindaki etkilesimle belirlenir.* Bu patofizyolojik durum, periodontitisli dislerin
¢cekimi veya mikrobiyal dental plagin dis yiizeyinden uzaklastirilmasiyla, enflamasyon
azalincaya kadar aktivite ve durgunluk dénemleriyle devam eder.3
Kronik periodontitis agirlikli olarak yetiskinleri etkiler ve diinya niifusunun
%10-15'1 periodontitisten dolayr dis destek yapilarinin ciddi oranda kaybedilmesi
sonucu olusan dis kayiplarindan etkilenmektedir.>*
2017  smflamasmma gore periodontal hastaliklar asagidaki  sekilde
siniflandirilmastir.
A- Periodontal saglik, gingival hastalik/durumlar
1- Periodontal saglik ve dis eti saglg1.%®
a. Klinik dis eti saglikli
b. Klinik olarak dis eti saglikli -¢ekilmis periodonsiyum -
I. Stabil periodontitis hastasi
ii. Non-periodontitis hastasi
2- Gingivitis- Dental biofilm kaynakli. %

a. Sadece dental biofilm kaynakli



b. Sistemik ya da lokal risk faktorleriyle alakali
c. ilag kullanimma bagli dis eti biiyiimeleri
3. Gingival hastaliklar-dental biofilm kaynakli olmayanlar 3’
a. Genetik/gelisimsel hastaliklar
b. Spesifik enfeksiyonlar
c. Enflamatuar ve immun durumlar
d. Reaktif prosesler
e. Neoplazmalar
f. Endokrin, beslenme ve metabolik hastaliklar
g. Travmatik lezyonlar
h. Disetindeki pigmentasyonlar
B- Periodontitisler
1-Nekrotizan periodontal hastaliklar®®
a. Nekrotizan gingivitis
b. Nekrotizan periodontitis
c. Nekrotizen stomatitis
2- Sistemik hastaliklarm manifestosu olarak periodontitis® 4°
3- Periodontitis*3
a. Evreler: Periodontitisin siddeti ve tedavi kompleksligine gore
Evre 1: Baslangi¢ periodontitisi
Evre 2: Orta siddette periodontitis
Evre 3: Dis kaybi potansiyeline sahip siddetli periodontitis
Evre 4: Dentisyon kayb1 potansiyeli olan siddetli periodontitis
b. Geniglik ve dagilim: Lokalize; generalize; biiyiik azi-kesici dagilim

c. Siiflar: Hizli ilerleme kanit1 veya riski, beklenen tedavi cevabi



i. Smif A: Yavas ilerleme
il Siif B: Orta ilerleme
iii. Smif C: Hizli ilerleme
C- Sistemik hastaliklarin periodontal belirtileri, gelisimsel ve edinilen durumlar
1- Periodontal destek dokularini etkileyen sistemik hastaliklar veya durumlar®
2- Diger periodontal durumlar®® 4
a. Periodontal apseler
b. Endodontik periodontal lezyonlar
3- Mukogingival deformiteler ve dis gevresi durumlar®
a. Gingival fenotip
b. Dis eti/yumusak doku ¢ekilmeleri
c. Dis eti eksikligi
d. Vestibul derinlik azlig
e. Anormal frenulum/kas pozisyonlari
f. Dis eti fazlaligi
g. Anormal renk
h. Ortaya ¢ikan kok yilizeyi durumlari
4- Travmatik okluzal kuvvetler®®
a. Primer okluzal travma
b. Sekonder okluzal travma
c. Ortodontik kuvvetler
5- Protezler ve plak kaynakl dis eti hastaliklarii/periodontitisi degistiren ya da
buna yatkin hale getiren dise bagli faktorler*’
a. Lokalize dis alakal1 faktorler

b. Lokalize dental protezlerle alakali faktorler



2.2. Periodontopatojen Bakteriler

Son otuz yilda, periodontal enfeksiyonlarin polimikrobiyal oldugu genel olarak
kabul edilmistir.*® 4° Periodontal mikrobiyota ve konak arasindaki iliskinin genellikle
dengede oldugu kabul edilir, ancak spesifik bakteri tiirlerinin subgingival ceplerde asirt
cogaldiginda, periodontal enflamasyonla beraber alveol kemigi ve atagman kaybi ile
baglantili oldugu kabul edilir.*

Periodontal hastaliklarin karmagsik dental biyofilmde nispeten sinirlt sayida
periodontal patojen tarafindan baslatildig1 diisiiniiliir.>°® Dental biofilm bakterilerinin
sadece kiiciik bir yiizdesi periodontal dokular igin patojenik olarak tanimlanmaktadir.
Bu bakterilerin ¢ok kii¢iik miktarda mevcut olsalar bile periodontal yapilara zarar verme
yetenegine sahip olduklari gosterilmistir. Klinik ve deneysel kanitlar, periodontal
ortamdaki belirli bakteri tiirlerinin ve suslarmin, gingivitis ve kemik yikimin
indiikleyebilecegini dogrulamaktadir. Bu bakteri tiirleri ve suslar1 periodontal patojenler
olarak tanimlanmaktadir.®®

Bakteri tiirlerinin  periodontal dokularla 1ilgili patojenitesi, Koch'un
postulatlarinin  Socransky tarafindan modifiye edilmesiyle ve asagidaki kriterlere
dayanarak degerlendirilir:>

» Hastalikla baglantili olmak;

* Yapilan tedavinin hem klinik parametreler hem de onunla iligkili mikrobiyota

tizerinde etkili olmasi ve hastaligin remisyonu;

* Deney hayvanlarinda da hastaliga neden olma yetenegine sahip patojenite;

» Periodontal dokulara invazyon veya bakteriyel iirlinler tarafindan konakei

tepkisinin uyarilmas;

» Bakterilerin konak dokularin1 tahrip etmede veya konak savunmasini

engellemede secici bir avantaj saglayan, dogrudan ve dolayli etkiye sahip



viriilans faktorlerinin olmasi.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ve Porphyromonas gingivalis, yukarida
listelenen  tim  kriterleri  yerine  getiren  periodontal patojenler  olarak
siiflandirilabilirler.® Diger siipheli periodontal patojenler ise: Treponema denticola, T.
Forsythia, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, Peptostreptococcus micros, Selenomonas tiirleri.

2.2.1. Porphyromonas Gingivalis

Porphyromonas gingivalis, gram negatif ve zorunlu, anaerobik ¢ubuk bakteridir.
Biiylimesinde demir i¢in mutlak bir gereksinim vardir. Porphyromonas olarak yeniden
smiflandirilmadan 6nce Bacteroides gingivalis olarak adlandirilmistir. Kanli agar
plaklarindaki P. gingivalis kolonilerinin demir birikimine bagl olarak 6 ila 10 giin sonra
kararmaya baslamasindan dolayr Porphyromonas adi verilmistir. Porphyromonas mor
anlamina gelen yunanca sifat porphyreos ve isim monas in birlesmesiyle olusur.>®

Periodontal hastaliklar, disleri destekleyen dokularin yikimiyla karakterize
kompleks, ¢ok faktorlii, polimikrobiyal bir enfeksiyondur. Yillar boyunca toplanan
onemli veriler, subgingival plak i¢inde bulunan bakteri tiirlerinin, periodontal hastaligin
baglamasi ve ilerlemesinde etkili olabilecegini gostermektedir. P. gingivalis’le ilgili
yapilan kapsamli aragtirmalar, bu anaerobun periondontal hastaligin ilerlemesine katkis1
konusunda ¢esitli kanitlar1 ortaya ¢ikarmistir.

P. gingivalis baglica subgingival periodontal ceplerde bulunur. Zorunlu bir
anaerob olan P. gingivalis, genellikle Streptococcus gordonii ve P. intermedia gibi
primer kolonizerlere bagh kalarak, dental biyofilmin sekonder koloneri olarak gdrev
yapar. Bodet ve ark. (2006), bu bakterinin, ilerlemis periodontal lezyonlarda kirmizi
bakteri kompleksini olusturmak i¢in T. denticola ve T. forsythia ile iliskili oldugunu

gdstermistir.%



P. gingivalis, periodontal hastaligin enflamatuar patogenezinde ve ilerlemesinde
birincil etiyolojik ajanlardan biri gibi gériinmektedir.®* Bu periodontopatojen, kronik
periodontitisli hastalarin subgingival plak &rneklerinin % 85.75'inde bulunmustur.®?
Yine yapilan pek ¢ok ¢aligmada periodontitise sahip erigkin hastalarda P. gingivalis'e
kars1 serum antikor seviyelerinin daha yiiksek oldugu goézlenmistir.%% %4

P. gingivalis suslari, bir fare modelinde apse olusturma yeteneklerine dayanarak
istilac1 ve istilact olmayan suslar halinde siniflandirilmistir. P. gingivalis'in istilact
tiirliniin, hem in vitro hem de in vivo olarak istilact olmayan tiirden daha fazla patojenik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.5

P. gingivalis'in tek basina veya diger oral patojenlerle karigik bir enfeksiyon
olarak etki gostermesi ve muhtemelen konakta bazi immiinolojik faktorlerin eksikligi,
ilerlemis periodontitis etiyolojisi igin gerekli gibi goriinmektedir.’! Ayrica P.
gingivalis’in sitokin yanit1 giiclii bir sekilde indiikledigi gosterilmistir.’

2.3. Sitokinler

Sitokinler, hiicreler tarafindan salgilanan ve hiicreler arasindaki etkilesim ve
iletisim tizerinde belirli bir etkiye sahip olan proteinlerdir. Sitokin terimi genel bir terim
olup, salgilandiklar1 hiicrelere ve etkilerine gore lenfokin, monokin, kemokin veya
interlokin olarak adlandirilabilirler. Sitokinler, kendilerini salgilayan hiicrelere (otokrin
etki), yakindaki hiicrelere (parakrin etki) veya bazi1 durumlarda uzak hiicrelere (endokrin
etki) etki edebilirler. Sitokinler, adaptif immiiniteyi baslatma, biiyiitme, yOnetme,
aracilik etme ve diizenlemede Onemlidirler ve mikroorganizmalara karsi konak

savunmasinda 6nemli bir rol oynarlar. 58



2.3.1. Pro-enflamatuar Sitokinler

Pro-enflamatuar sitokinler siklikla aktive edilmis makrofajlar tarafindan
salgilanirlar ve enflamatuar reaksiyonlarin up-regiilasyonunda rol oynarlar. IL-1p, IL-6
ve TNF-o pro-enflamatuar sitokinlerdir.

2.3.1.1. Interlokin-1p (IL-1p)

IL-18, monosit ve makrofajlarin yani sira mast hiicreleri, fibroblastlar,
keratinositler ve endotelyal hiicreler gibi immun olmayan hiicreler tarafindan; hiicre
zedelenmesi, enfeksiyon ve enflamasyon durumlarinda salgilanirlar. 7

IL-1B, makrofajlar1 ve epitel hiicrelerini aktive etmek i¢in giiclii kapasiteye sahip
dogal bagisiklik sitokinidir ve sistemik akut faz tepkilerini uyarmak i¢in IL-6 ile birlikte
hareket eder. IL-13’nin proenflamatuar etkileri, gingival fibroblastlardan prostoglandi
E2 (PGE2)’nin salgilanmasi, makrofajlarin aktivasyonu ve endotel hiicrelerinin
stimiilasyonunu igerir; ayrica osteoklastlarin proliferasyonu, farklilasmasi ve
aktivasyonu i¢in gii¢lii bir uyarandir ve periodontitisteki doku yikiminda 6nemli bir role
sahiptir.” > Yapilan calismalarda periodontal hastaliga sahip dislerdeki diseti olugu
stvisindaki IL-1P seviyesi saglikli dislerdekine kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulunmustur.”

2.3.1.2. Tiimor nekrotizan faktor- a (TNF-a)

Kasektin olarak da bilinen TNF-a, IL-1 ile birlikte kemik rezorbsiyonunu stimiile
etmek gibi birgok ayni biyolojik aktiviteyi paylasir. TNF-a o6zellikle bakteriyel
lipopolisakkaritlere yanit olarak aktif makrofajlar tarafindan salgilanir. TNF-o’nin da
osteoklastlar iizerinde benzer etkileri vardir; fakat IL-1’den daha zayiftir. IL-1 ve TNF-
a doku yikiminda pay1 olan MMP’leri de i¢eren mezenkimal hiicrelerdeki proteinazlarin

retimini tetikler. %
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2.3.1.3. Interlokin-6 (1L-6)

IL-6 monosit, fibroblast ve endotel hiicreleri gibi birgok hiicrenin uyarilmasiyla
salgilanir. Ik olarak B lenfositlerinden antikor salinimini artirdigi icin B hiicre
farklilasma faktorii olarak tanimlanmasina ragmen sonradan yapilan ¢alismalarda T
hiicreleri, megakaryositler ve diger hemopoetik hiicreler tizerine de proliferasyon ve
farklilagsma etkileri tespit edilmistir. Osteoklast aktivitesi tizerine de etkilidir ve kemik
rezorbsiyonunda rol oynar. Periodontal yikim bdlgelerindeki dis eti olugu sivisinda,
saglikl1 bolgelere gore IL-6 seviyelerinin arttig1 goriilmiistiir. 4

2.3.2. Interlokin-8 (I1L-8)

IL-8 enflamatuar yanitin baslica mediatérlerinden biri ve CXC kemokin ailesinin
bir tyesidir. Cok ¢esitli pro-enflamatuar etkilere sahiptir. Monositler ve fibroblastlar
gibi normal hiicrelerden ve pankreas kanseri hiicreleri de dahil olmak iizere cesitli
tiimor hiicrelerinden salgilanir.” Giiglii bir anjiyogenik faktdr olarak islev goriir.
Interlokin-8'in endotelyal hiicrelerde kemotaktik ve proliferatif aktiviteyi indiikleyerek
anjiyogenez i¢in bir araci oldugu gosterilmistir. IL-8’in etkileri IL-6'ya benzer ancak
daha uzun bir yar1 émre sahiptir.”® 7’

2.3.3. interferon-y (IFN- )

Immun interferon olarak da bilinen interferon-y, aktive edilmis T lenfositleri ve
muhtemelen T-killer hiicreler tarafindan iiretilir. Tiim interferonlar antiviral aktiviteye
sahiptir; interferon-y ayrica, makrofajlar (makrofaj aktivasyonu), T ve B lenfositleri ve
graniilositleri igin diizenleyici fonksiyonlara sahiptir. Interferon-y, makrofajlarda
lipopolisakkarit kaynakli IL-1, IL-6 ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) iiretimi ile
sinerjize edilir.”® T lenfositlerde interferon-y otokrin veya parakrin bilyiime faktorii
olarak islev gordiigii diisiiniilmektedir.”® IFN-y kemik rezorbsiyonunda rol oynar ve

periodontal tedaviden sonraki iyilesmedeki varligi anlamlidir. Kemik hacmindeki ve
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trabekiiler kemik miktarindaki artis ve trabekiiler yikimdaki distiis IFN-y’nin anti-
osteoklastik aktivitesiyle ilgilidir.8% 8

2.3.4. Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1 / CCL2), C-C kemokin ailesinin bir
iyesi ve monositler i¢in giiclii bir kemotaktik faktordiir. MCP-1, kendiliginden ya da
oksidatif stres, sitokinler veya biiyiime faktorleri tarafindan indiiklendikten sonra gesitli
hiicre tipleri tarafindan firetilir. MCP-1 endotel, fibroblastlar, epitelyal, diiz kas,
mesansimal, astrositik, monositik ve mikrogliyal hiicreler de dahil olmak iizere bir¢ok
hiicre tipi tarafindan iiretilir.82-8

2.4. Androjen Hormonlar

Androjenler erkek iireme sisteminin ve sekonder cinsel Ozelliklerin gelismesi
icin gerekli olan erkek cinsiyet hormonlaridir. Androjenler veya androjenik hormonlar,
testosteron ve dihidrotestosteron [DHT]’dur. Bu hormonlar erkek iireme sisteminin
biliylimesini, gelismesini ve islevini diizenler. Androjenler ayn1 zamanda disi cinsiyet
hormonlar1 olan Gstrojenlerin onciilleridir. Androjenlerin ana kaynagi testislerdir, bazi
androjenler her iki cinsiyette de adrenal bezler ve kadinlarda ovaryumda iiretilirler.
Testosteron, 5-o rediiktaz enzimi ile DHT a dondstiiriiliir. DHT, testosterondan daha
aktiftir; androjen reseptorlerine 2 kat daha yiiksek afinite ile baglanir ve testosteron ile
karsilastirildiginda 5 kat daha diisiik ayrilma oranina sahiptir.®

2.4.1. Periodontal Hastaliklar ve Testosteron Hormonu Arasindaki iliski

Testosteron, dolasimdaki ana androjendir.2® Kilcal kan yoluyla cilde ulasir ve
sitoplazmada 5-a rediiktaz (SaR) ile daha gii¢lii androjen olan DHT'ye doéniistiiriiliir.
SaR1 ve 50R2 ekspresyonu ve aktivitesindeki degisiklikler sa¢ folikiillerinde

testosteronun DHT'ye doniisiimiinii arttirir.®’
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Testosteron seviyesi irksal ve bireysel farkliliklar gosterir.®® Periodontitis ile
testosteronun iligkisini gosteren pek cok calisma mevcuttur ve Yyiiksek testosteron
seviyesi ile periodontitisin siddeti ve periodontopatojen mikroorganizmalar arasinda
baglant1 vardir.1® Testosteron seviyesindeki artis veya azalisin immun yanit etkilemesi
ile alveolar kemik kaybina sebep oldugu diisiiniiliir.'” 755 erkegin dahil edildigi bir
calismada, testosteron seviyesi ile periodontal hastaligin siddeti degerlendirilmistir; bu
calismaya gore, periodontal hastaligin siddeti ile kan testosteron seviyesi arasinda iliski
vardir.® Testosteronun kemik dokularindaki etkisinin ¢ogunun, dstrojen reseptorlerine
etki eden ostradiole doniisiimiiyle ilgili oldugu diisiiniilmiistiir.2° Bununla birlikte
diger galismalarda, androjen reseptoriiniin dogrudan roliinii veya testosteronun, kemik
yenilenmesi  ve regiilasyonu tizerindeki  Ostrojenden  bagimsiz  katilimini
desteklemektedir.%2%* Testosteronun deneysel kemik kaybini etkiledigi ve bu etkinin

r.% Yapilan calismalarda hem

androjen reseptorleri araciligiyla oldugu bilinmektedi
yiikksek hem de diisiik testosteron seviyesinin kemik kaybina sebep oldugu sonucuna
varilirken, diisiik testosteron seviyesinin dis eti dokusunda IL-1p y1 artirdigini; yiiksek
testosteron seviyesinin ise RANKL seviyesinde farklilik olusturdugunu bulmustur.t’
Kronik iltihaba sahip dis eti dokusundan elde edilen fibroblastlarda artmis androjen
metabolizmasi bulunmustur.??

2.5. 5-a Rediiktaz Enzimi

5-a rediiktaz izoenzimleri, testosteron molekiiliiniin 4. ve 5. karbonlar1 arasindaki
cift bag1 kofaktor nikotinamid adenin diniikleotit fosfat -NADPH- ile geri doniislimsiiz
kopararak testosteron molekiiliinii DHT’a doniistiiriir. 5-a rediiktaz enzimi ailesinin iz0
enzimleri, 5-a rediiktaz-1 (5aR1), 5-a rediiktaz -2 (50R2), 5-a rediiktaz -3 (5aR3) tiir.

Belirli bir tiir i¢inde, SaR1 (259 amino asit, 29.5 kDa molekiil agirlikli; kromozom 5p15

tizerinde kodlanmis) ve 5aR2 (254 amino asit, 28.4 kDa molekiil agirlikli; kromozom
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2p23 iizerine kodlanmis) izoenzimleri %47'lik benzer amino asit dizisine sahiptirler ve
yiiksek bir hidrofobik amino asit icerigine sahip olan bir membran lipit ¢ift tabakasina
gomiilii bulunurlar.%

Izoenzimlerin ekspresyonu, bireyin yasmna ve doku tipine gore degismekle
beraber, bireyler arasi ve bireyin farkli dokular1 arasinda da ekspresyon heterojenligi
sergileyebilir. 5aR1, karaciger ve beyin gibi ¢esitli androjenden bagimsiz organlarda
tespit edilirken, 5aR2 agirlikli olarak epididim ve prostat gibi androjene bagh
organlarda gdzlenir.”” Bening prostat hiperplazisinde ve prostat kanserlerinde 5-o
rediiktaz enzim ekspresyonlarinda degisiklikler meydana gelir. Prostat kanser hiicreleri
ile BPH hiicreleri kiyaslandiginda, prostat kanser hiicrelerinde artmis SaR1 ekspresyonu
ve SaR2 azalmis ekspresyonu gosterilmistir.%

2.6. Androgenetik Alopesi

Androjenik alopesi veya erkek tipi kellik olarak da bilinen androgenetik alopesi
(AGA), progresif sa¢ dokiilmesinin en yaygin seklidir. Genetik ve hormonlar baslica
etiyolojik faktordiir. Erkeklerde tipik olarak oksipital bolgedeki saglar dokiilmezken,
temporal ve verteks bolgesindeki sa¢ kaybiyla karakteristik “at nali” goriintiisi
gdzlemlenir. &

AGA ensidansi ve prevalansi yasa ve irka baghdir. Mevcut prevalans verilerine
gore, beyaz erkeklerin %30'u 30 yasina, %50'si 50 yasina ve %80'1 70 yasina geldiginde
AGA’ye sahip oldugu bildirilmektedir %810

AGA'l1 erkeklerin ¢ogu normal androjen seviyesine sahip olsa bile lokal olarak

daha fazla testosteron ve dihidrotestosteron (DHT) iiretilebilir.20* 102
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[ltihapsal hastaliklar ile AGA arasinda bir iliski olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ornegin kardiovaskiiler hastaliklar igin androgenetik alopesinin risk faktorii
olabilecegini gdsteren ¢alismalar vardir.?® 2° 22,071 erkegin dahil edildigi bir calismada
vertekste olusan sa¢ dokiilmesi ile kalp krizi risk artisi arasinda bir baglanti
gosterilmistir.®® Frontal sa¢ dokiilmesine sahip geng erkeklerde yapilan bir ¢aligmada,
aynit yas grubunda sac¢i dokiilmeyen bireylere gore daha yiiksek serum kolesterol
seviyesine ve daha yiiksek kan basincina sahip olduklari bulunmustur.® AGA'nin
metabolik sendrom, insiilin direnci, anormal serum lipid profilleri ve obezite ile iliskisi
gosterilmistir.1%11%  Androgenetik alopesiye sahip hastalarda azalmis antioksidan
aktivite tespit edilmistir.!!!

2.6.1. 5-a Rediiktaz Enzimi ve Androgenetik Alopesi

5-a rediiktazin AGA’nin gelisimiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.?® SaR2
eksikligi olan erkek psddohermafroditler androgenetik alopesinin gelismemesinden
dolay1, 50R1’den ziyade S0R2'nin daha 6nemli oldugu bildirilmistir.}212 Ayrica klinik
calismalarda, erkeklerde SaR2’nin secici bir inhibitorii olan finasteridin kullaniminin,
diisiik DHT seviyelerine paralel olarak kafa derisinde sa¢ biiyiimesini destekledigini
gdstermistir, 11> 116

2.6.2. 5-a Rediiktaz Enzimi ile Periodontal Doku Tliskisi

Digeti ve periodontal membranda bulunan fibroblast hiicreleri de 5-a rediiktaz
enziminin bulundugu bildirilmistir.2% 2 5-q rediiktaz enziminin aktivitesi bag dokusu ve
kemikte biiylime ve tamire katkida bulunur ve enflamasyonda tamirle alakali biiyiime
faktorlerine cevaben insan diseti dokusunda ve periodontal membranda artar.'®?! Buna
karsilik 5-a rediiktaz enziminin periodontal saglik ve hastalik ile iligkisi tam olarak
bilinmemektedir.

Bu bilgiler 1s181inda hipotezimiz, periodontal hastalik ile androgenetik alopesi
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arasinda bir iligki oldugu, 5-a rediiktazin bu iliskide rol oynayabilecegi ve bu enzim
seviyelerinin periodontal hastalikta etkin olan mikrobiyal ve iltihapsal mekanizmalarla
baglantili olabilecegidir.
Bu calisma icin spesifik amaglarimiz:
1. Periodontal hastalikla androgenetik alopesinin iliskisinin epidemiyolojik
olarak incelenmesi,
2. Periodontal tedaviye bagli olarak disetindeki 5-a rediiktaz seviyelerinin
incelenmesi,
3. Insan diseti fibroblast hiicre kiiltiirlerinin periodontal hastalik patogenezinde
etkin bir mikroorganizma olan Porphyromonas gingivalis ile enfekte
edilerek, 5-a rediiktaz enziminin seviyelerinin mMRNA ve protein diizeyinde

incelenmesi.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Etik Kurulunun
10.02.2016 tarih 02/2016 say1 7 nolu karari ile onaylanmustir.

Arastirma  kapsaminda  Atatiirk  Universitesi Dis Hekimligi  Fakiiltesi
Periodontoloji Klinigi’ne basvuran 20 yas ve iizeri erkek kronik periodontitise sahip
hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Calismaya dahil edilen hasta sayisi, G¥Power V.3.1.9. ile hesaplanmistir. Tedavi
oncesi ve sonrast dokulardaki Sa-rediktaz  diizeyleri bagimli  gruplarda
immunohistokimyasal yontem kullanilarak, t testi ile karsilastirilmak tizere %95 giliven
aralig1 %80 power igin degisim etki biiytikliigii 0.5 olacag1 varsayimlari ile 36 hastada
periodontal tedavi Oncesi ve sonrast olmak tizere toplam 72 dis eti biyopsisi Ornegi
alinmasi; androgenetik alopesi ve periodontitisi bir arada inceleyen epidemiyolojik
kesitsel calisma icin popiilasyondan %50'lik siklik, %35 hata pay1 ve %95 giiven araligi
ile 368 kisinin degerlendirilmesi gerektigi hesaplandi. Diseti fibroblast hiicre kiiltiirii
caligmalarinda her deney en az ii¢ kez tekrar edildi.

Uygun kriterlere sahip goniilliilerin secimi

Calismaya dahil edilme kriterleri:

- Arastirmaya katilmay1 goniillii olarak kabul etmek.

- 20 yas ve lizeri olmak.

- Sistemik olarak herhangi bir hastaliga sahip olmamak.

- Radyoterapi ya da kemoterapi almiyor olmak.

- Diizenli kullanilan herhangi bir ilacin olmamasi veya madde bagimlisi

olmamak.

- Kronik periodontitise sahip olmak.

- Androjen hormon replasman tedavisi almiyor olmak.
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Calismaya dahil edilmeme kriterleri:

- Arastirmaya katilmay1 kabul etmemek.

- Akut enfeksiyoz hastaliga sahip olmak (akut hepatit, AIDS, tiiberkiiloz).

- Kanser hastas1 veya sistemik herhangi bir hastaliga sahip olmak.

- Radyoterapi ya da kemoterapi goriiyor olmak.

- Diizenli ila¢ kullanmak ya da madde bagimlis1 olmak.

- Koopare olmamak.

3.1. Periodontal Hastallk ve Androgenetik Alopesi Arasindaki Iliskinin

Incelenmesi Icin Epidemiyolojik Cahsma Plam

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin isim ve soy isim bas harfleri, yaslar,

telefon numaralari kayit altina alinarak; aydinlatilmis hasta onam formu imzalatildu.

Periodontal 6l¢timler NHANES III kriterlerine gore gerceklestirildi.

NHANES 111 kriterlerine gore;

- Her bir hastadan, rastlantisal olarak bir iist yarim ¢enede, bir alt yarim ¢enede
Olcimler yapildi. Segilen cenelerde 3. biiyiikk azilar hari¢ tutularak tiim
dislerin bulunmas1 goz 6niine alindu.

- Her bir diste mesio-bukkal ve mid-bukkal noktalarda klinik atagman kayb1 ve
sondalama derinligi 6l¢tildii.

- Klinik atagman kaybi, mine-sement birlesiminden cep tabani arasindaki
mesafe olarak.

- Sondalama derinligi, serbest gingival marjinden cep tabanini arasindaki
mesafe olarak kaydedildi.

Bu 6l¢limlerin sonuglarina gore hastalar:

a. Siddetli periodontitis grubu: 2 veya daha fazla interproksimal alanda ayni

diste olmamak {izere 6mm ve tiizeri klinik atagman kaybi; 2 veya daha fazla
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interproksimal alanda ayni diste olmamak {izere 5 mm ve iizeri sondalama
derinligine sahip hastalar.

b. Orta siddetli periodontitis grubu: 2 veya daha fazla interproksimal alanda ayni
diste olmamak tizere 6 mm den az 4 mm ve 4 mm’den fazla klinik atagman
kaybi; 2 veya daha fazla interproksimal alanda ayni diste olmamak {izere 5
mm ve lizeri sondalama derinligine sahip hastalar.

c. Hafif periodontitis grubu: 2 veya daha fazla interproksimal alanda ayn1 diste
olmamak iizere 4 mm’den az 3 mm’den fazla klinik atagman kaybi; 2 veya
daha fazla interproksimal alanda ayni diste olmamak {izere veya tek bir
alanda 4 mm ve iizeri sondalama derinligine sahip hastalar olmak {iizere
gruplara ayrildi.

Periodontal dl¢limleri yapilan hastalarda androgenetik alopesi durumu Norwood-

Hamilton skalasi kullanilarak belirlendi ve asagidaki sekle gore hastalar 1. 2. 3. 4. 5.

grup olarak ayrildi.*’

()
&/

W o - | P
</ [ \&/
: ‘\h
No baldness Bitempor—al regression verta(_baldn&ss frontal baldness full baldness

Sekil 3.1. Norwood-Hamilton skalasi

3.1.1. Periodontitis Hastalarindan Gingival Biyopsi Orneklerinin Alinmasi

Periodontal tedaviye baslanmadan 6nce periodontitisli dis eti dokusundan punch
yontemi ile dis eti biyopsisi alindi. Komsu diste kron/képrii protezi olan, endodontik ya
da ortodontik dis eti deformasyonuna sahip yapisik dis eti bolgelerinden biyopsi
alinmadi. Biyopsi islemi i¢in belirlenen bolgenin %0.05’1ik adrenalin i¢eren artecain ile

infiltratif olarak lokal anestezisi saglanarak dis eti dokusundan 2-3 milimetre capinda
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ornek alindi. Biyopsi Ornekleri alindiktan hemen sonra fosfat tampon salin ¢ozeltisi
(PBS) ile yikand1 ve %4’liik paraformaldehitte parafine gomiiliinceye kadar saklandi.
Periodontal tedavi sonrasi iyilesme gosteren (kanama indeksi: 0) diseti bolgelerinde de
yukaridaki protokol takip edilerek biyopsi érnekleri alindi.

3.1.2. Diseti Biyopsi Orneklerinin Parafine Gémiilmesi

Digeti biyopsi Ornekleri takip kasetleri igerisine yerlestirildi ve parafine
gomiilmesi i¢in asagidaki protokol uygulandi:

- Dokular iki kez %70’lik etanol igerisinde 1 saat

- Bir kez %80’lik etanolde 1 saat

- Bir kez %95’lik etanolde 1 saat

- Ug kez %100 Etanolde 1,5 saat

- Iki kez ksilende 1,5 saat isleme tabi tutuldu

- 58-60°C’deki parafin mumu takip kasetlerine uygulanarak gingival biyopsi

ornekleri parafin igerisine gomiildii.

3.1.3. Diseti Biyopsi Orneklerinin immunohistokimyasal Olarak Boyanmasi

Immiinohistokimya (IHC), belirli bir antijene 6zgii bir antikoru kullanarak doku
kesitlerinde, spesifik antijenleri tanimlamak i¢in uygulanan bir yontemdir. Antijen-
antikor etkilesimlerinin tespiti ya fliioresan bir sekonder antikor ile veya enzime
konjugesini takip ederek gorsellestirilebilecek bir madde etiketleyerek elde edilebilir.!18

Diseti biyopsi orneklerinin immunohistokimyasal olarak boyanmasi i¢in Anti-
SRD5A1 ve Anti-SRD5A2 antikorlar1 (Abcam plc, USA) kullanildi, her boyama
grubunda negatif kontrol igin parafine gomiilmiis prostat dokusu da diseti biyopsi
ornekleriyle ayni boyama protokoliine dahil edildi.

- Parafin bloklardan 5 um kalinlikta kesitler alindi,

- Kaesitler 80°C’deki etiivde 10 dk bekletilerek deparafinize edildi.
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5 dakika ksilen, 1 dakika alkol igerisinde bekletildi.

5 dakika reaksiyon tamponu ile yikandi.

Antijen geri kazanimi igin sitrat tampon (pH=6) igerisine yerlestirildi ve
mikrodalga firinda iki kez 5’er dakika orta gii¢ seviyesinde, bir kez de 5
dakika orta-yiiksek gii¢ seviyesinde kaynatildi.

Mikrodalgadan ¢ikarildi ve sitrat tamponu igerisinde sogumasi beklendi.

5 dk reaksiyon tampon soliisyonu ile yikandi.

%0.004’lik H20: eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda beklendi.

5 dk reaksiyon tampon soliisyonu ile yikandi.

%1 lik BSA (bovine serum albumin, fraction V) bloklama i¢in eklendi ve 20
dakika oda sicakliginda beklenildi.

%1 lik BSA uzaklastirildi.

16ug/1ml olacak sekilde primer antikor dilue edildi, lamlara uygulandi ve
4°C deki buzdolabinda bir gece bekletildi.

Primer antikor uzaklastirildi.

5 dk reaksiyon tampon soliisyonu ile yikandi.

30 dk ultraView Universal HRP multimer oda sicakliginda uygulandi.

5 dk reaksiyon tampon soliisyonu ile yikandi.

UltraView Universal DAB chromogen ve ultraView Universal DAB H202
1:1 oraninda lamellere eklendi ve 8 dakika beklendi.

5 dk reaksiyon tampon soliisyonu ile yikandi.

UltraView Universal DAB Copper eklendi 4 dakika beklenildi.

5 dk reaksiyon tampon soliisyonu ile yikandi

Hematoxylin (Ventana) eklendi ve 8 dakika beklenildi.

Hematoxylin uzaklagtirildi. 10 saniye tampon ile yikandi.
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- Bluing ajani eklendi 4 dk beklenildi.

- Bluing uzaklagtirildi.

- Lamlar alkol ve ksilen ile muamele edildi ve lamel ile kapatildi.

3.1.4. Diseti biyopsi 6rneklerinin hematoksilen-eozin ile boyanmasi

- Parafin bloklardan Sum kalinlikta kesitler alindi,

- Lamlar 80°C deki etiivde 10 dk bekletilerek deparafinize edildi ve
rehidratasyon i¢in asagidaki basamaklar izlendi.

- 2 kez ksilen igerisinde 10 dakika

- 2 kez %100 alkol igerisinde 5 dakika

- %95 lik alkol igerisinde 2 dakika

- %70 lik alkol igerisinde 2 dakika

- %50 lik alkol icerisinde 2 dakika bekletildi ve distile su ile yikand.

- Lamlar Harris hematoksilin ¢ozeltisinde 8 dakika bekletildi.

- 5 dakika distile su ile yikand1

- Lamellere %1 lik HCI asit ile muamele yapildi ve pembe renk degisimi
gozlemlendigi anda %0,2 lik amonyak ¢6zeltisine batirilip ¢ikarildi.

- 3 er kez 5 dakika distile su ile yikandi

- 30 saniye Eozin ¢6zeltisi i¢inde bekletildi.

- Dehidratasyon i¢in asagidaki basamaklar izlendi.

- 2 kez %95 lik alkol igerisinde 5 dakika

- 2 kez %100 alkol igerisinde 5 dakika

- 2 kez ksilen igerisinde 2 dakika bekletildi.

- Ksilen bazli kapatici ile lameller kapatildi.
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3.1.5. Iimmunohistokimyasal Boyamalarin ImageJ ile Degerlendirilmesi

40x bilyltmede gingival biyopsi kesitlerinin rastlantisal olarak segilen 3
bolgesinden resimler alindi. Alinan resimlerde immunohistokimyasal olarak pozitif
boyanan ve esik boyama degerine sahip fibroblast hiicre niikleuslarinin toplam alani,
secilen tiim alana oran1 ImageJ programi kullanilarak yiizdesel olarak hesaplandi.

3.2. Periodontal Hastallk ve Androgenetik Alopesi Arasindaki iligkinin

Incelenmesi Icin Diseti Fibroblast Hiicre Kiiltiirii Calisma Plam

3.2.1. Fibroblast Hiicrelerinin Izolasyonu, Kiiltiire Edilmesi ve Pasajlanmasi

- Disgeti dokusu hiicre kiiltiiriinii mikoplasmik enfeksiyonlardan korumak igin
borik asit ile temizlendi,

- Lokal anestezi altinda 2x1x1 mm boyutunda gingiva bisturi kullanilarak dis
etinden alindi, nutritional medium (Gibco™, Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) igerisine yerlestirildi ve hiicre
kiiltiiri laboratuvarina aktarildi. Dis eti dokusu mikroskop altinda de-epitelize
edildi ve kiigiik pargalar halinde kesilerek, iki kez %1 antibiyotik (100
U-mL? penicillin, 100 pg-mL! streptomycin) ve %1 amphotericine iceren
“Eagle’s minimum essential medium alfa modifikasyonu” ile yikandi.

- Diseti dokusu bos 75mL hiicre kiiltiirii flaksina (Sarstedt, Niimbrecht,
Almanya) yerlestirildi ve fibroblast hiicrelerinin tabana yapismasi i¢in 30
dakika beklenildi.

- Temel medium dikkatlice eklendi.

- Hicre Kkiiltirii flaks1 %35 karbondioksit ve 37°C deki hiicre kiiltiiri

inkiibatoriine yerlestirildi.
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Temel medium (DMEM-Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, ABD)
her ii¢ giinde bir degistirilerek gingival fibroblast hiicrelerinin biiylimesi faz
kontrast invert mikroskop ile takip edildi.

Fibroblast hiicreleri flaks icerisinde %80-85 yogunluga ulastiktan sonra, 3 kez
SmL fosfat buffer salin (PBS) (Biochrom, Berlin, Germany) ile yikandi.

3 mL % 0.10 tripsin-etilen-di-amin-tetra-asetik asit (trypsin-ethylene-di-
amine-tetra-acetic acid) (Tripsin-EDTA) (Biochrom, Berlin, Germany)
fibroblast hiicrelerinin {izerine eklendi ve 1 dakika hiicre kiiltliri
inkiibatoriinde bekletilerek hiicrelerin flaks yilizeyinden ayrilmasi saglandi.

10 mL temel medium (DMEM-Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco,
ABD) ilave edilerek 75mL lik hiicre kiiltlirii flaksinin tabani yikandi. Diseti
fibroblast hiicrelerini igeren soliisyon, steril Falcon 50 mL polipropilen
konikal tiipe (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) aktarildi.

1000 rpm de 10 dakika santriftij edildi

Stipernatant uzaklagstirildi.

Tiipiin dibinde kalan gingival fibroblast hiicreleri, 1mL temel medium
(DMEM-Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, ABD) ile karigtirildi.
Fibroblast hiicrelerinin canli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in Trypan Blue
(Sigma-Aldrich GmbH, Hamburg, Germany) kullanildi.

Canli diseti fibroblast hiicre sayis1 thoma lami kullanilarak sayildi.

30 hiicre x cm™2 yogunluk gdz 6niine alinarak gingival fibroblast hiicreleri
kiiltiirti flakslarina ekildi ve %35 karbondioksit ve 37°C deki hiicre kiiltiirii
inkiibatoriine yerlestirildi.

Seri pasajlama yapilarak, hiicreler 7. Pasaja kadar getirildi.
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7. Pasajda 3 mL %0.10 tripsin-etilen-di-amin-tetra-asetik asid (trypsin-
ethylene-di-amine-tetra-acetic acid) (Tripsin-EDTA) (Biochrom, Berlin,
Germany) fibroblast hiicrelerinin iizerine eklendi ve 1 dakika hiicre kiiltiirii
inkiibatoriinde bekletilerek hiicrelerin 75 ml’lik flaks yiizeyinden ayrilmasi
saglandi.

10 mL temel medium (DMEM-Dulbecco’'s Modified Eagle Medium, Gibco,
ABD) ilave edilerek 75mL lik hiicre kiiltiirii flaksinin taban1 yikandi

Diseti fibroblast hiicrelerini igeren soliisyon, steril Falcon 50 mL polipropilen
konikal tiipe (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) aktarildi.

1000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi

Stipernatant uzaklastirildi.

Tiipiin dibinde kalan diseti fibroblast hiicreleri, ImL temel medium (DMEM-—
Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, ABD) ile karigtirildi.

Fibroblast hiicrelerinin canli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in Trypan Blue
(Sigma-Aldrich GmbH, Hamburg, Germany) kullanildi.

Canlt hiicre sayis1 thoma lami kullanilarak sayildi.

36 adet 100 mm lik hiicre kiiltiirii dishlerine 1x10°; 9 adet 24°liik hiicre
kiiltiirii well-platelerinin tabanina coverslip yerlestirilerek 1x102 hiicre olacak
sekilde fibroblast hiicreleri ekildi.

Diseti fibroblast hiicrelerinin dish tabanina yapismasi i¢in 8 saat beklenildi.

18 adet hiicre kiiltiirii dishi Porphyromonas gingivalis A7436 ile infekte

edilmek tizere 6zel hiicre hooduna alindi.
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3.2.2. Porphyromonas gingivalis A7436 Bakteri Kiiltiiriiniin Elde Edilmesi

- lgerisinde dondurulmus P. gingivalis bulunan flakon agildi ve kanli agar
tizerine ekim yapilarak 37°C ve %80 N2, %5 Hz ve %15 CO; ortama sahip
olan anaerobik chamber igerisinde 1 hafta inkube edildi.

- 1 hafta sonra, cogalan bakteriler tekrar pasajlandi.

- Cogalmalarinin 3. giiniinde diseti fibroblast hiicrelerinin enfekte edilmesinde
kullanilmak tizere toplandilar ve 3 mL PBS igerisinde ¢ozdiiriildiiler.

- 3000 rpm de 10 dk santrifiij edildiler.

- Tiipilin tabaninda olusan bakteri paleti bozulmadan PBS uzaklastirildi.

- 1ml PBS ile bakteriler tekrar suspend edildi.

- Spektrofotometre ile OD600=1 olacak sekilde bakteri yogunlugu tespit edildi.

- MOI (Multiplicity of infection) 100 olacak sekilde gerekli olan bakteri hacmi
hesaplandi.

- Hiicre kiiltiirleri P. gingivalis ile 24 saat hiicre inkiibatoriinde enfekte edildi.

3.2.3. Real-time PCR i¢in Trizol RNA izolasyon Protokolii

18 adet hiicre kiltiirii dishi (9 enfekte+9 enfekte olmayan) fume hood’a

alhind.

- RNA izolasyonu i¢in TRIzol reagent kullanildi.

- Fibroblast hiicre kiiltiirii siipernatantlarindan 1 ml topland1 ve -80°C’ye
aktarildi.

- 1 ml TRIzol reagent fibroblast hiicrelerinin bulundugu dishlerin {izerine

uygulandi, kaziyic1 yardimu ile hiicreler kazindi ve toplanarak 2 ml ependorf

tiiplerine alindilar.

- Vorteks yapildi ve 5 dakika oda sicakliginda inkube edildi.
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- Ependorf tiipleri buz igerisine yerlestirildi ve tizerine 200 pl kloroform ilave
edildi ve vorteks yapildi.

- 3 dakika oda sicakliginda inkube edildiler

- 12.000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi.

- Santrifiij sonrasi tiiplerin icerisindeki seffaf katman yeni steril ependorf
tiiplerine aktarildi. Pembe katman kimyasal atik konteynirina bosaltildi.

- 500 pl isopropanol tiiplerin iizerine eklendi ve 10 saniye ¢alkalandi.

- 10 dakika oda sicakligindaki karanlik ortamda inkube edildi.

- 12.000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij yapildu.

- Tiplerin dibinde olusan paletlere zarar verilmeden isopropanol uzaklastirildi.

- ImL 4°C %75 Etil alkol peletlerin tizerine eklendi ve RNA paleti etil alkol
igerisinde yiiziinceye kadar vorteks yapildi.

- 7,400 g de 4°C de 10 dakika santrifiij yapildi.

- Tiplerin dibinde olusan paletlere zarar vermeden %75 lik Etil alkol
uzaklastirildi.

- Tekrar ImL 4°C %75 lik Etil alkol peletlerin iizerine eklendi.

- 7,400%g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi

- Tiiplerin dibinde olusan paletlere zarar verilmeden %75 lik Etil alkol
uzaklastirildi ve tiipler igerisindeki etil alkoliin uzaklasmasi i¢in 10-30 dakika
oda sicakliginda birakildi.

- RNA peletleri tiip igerisinde oda sicakliginda kurumaya birakildi.

3.2.4. RNA Miktarinin, Kalitesi ve Safligimin Degerlendirilmesi

RNA Kkalitesinin ve safligimin degerlendirilmesi i¢in NanoDrop 1000

spektrofotometresi RNA-40 modunda kullanildi.

- 1 pul RNase-free su ile kalibrasyon yapildi.
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- RNA paletlerinin ¢6ziilmesi igin 20 ul RNase-free su eklendi.

- 10 dakika 55-60°C’deki su banyosunda inkube edildi.

- Tiipler buza aktarild.

- Ornekler vorteks yapildi

- Orneklerden 1 pl alindi ve NanoDrop ile él¢iim yapildi.

1 ul’de en az 2000 ug RNA olmasina ve 260/280 degeri ig¢in 1.9’dan 260/230
degeri 2.0°dan biiyiik degerler elde edilmis olmasi reverse transcription icin gerekli
goriildii.

3.2.5. Reverse Transkripsiyon-cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Applied
Biosystems™) kullanildi. Kitin Standart protokolii uygulandi.

- Her bir ornekten 1 pg RNA igeren hacim alindi reverse trankriptaz tiipleri
icerisine aktarildi ve RNase free water eklenerek 10 pl total 6rnek hacmi
olusturularak tiipler etiketlendi.

- Asagida verilen High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kitinin standart
protokolii uygulanarak her bir 6rnek i¢in 10 pl master mix hazirlandi (Tablo

3.1):

Tablo 3.1. Master mix karisimi

100mM dNTP mix 0.8 ul
10x RT buffer 2.0 ul
10x Random primers 2.0 ul
RNase-free water 3.2ul
Reverse transcriptase 1 pul

RNase inhibitor 1 ul

Toplam 10 pl
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- Etiketlenmis olan her bir reverse trankriptaz tiipii i¢erisine 10 pl master mix

eklendi ve yavasca karistirildi.

- Tipler thermo cycler a yerlestirildi ve asagidaki reaksiyon zinciri takip

edildi.

- 25°C’de 10 dk

- 37°C’de 120 dakika

- 85°C’de 5 dakika

- 4°C’de reaksiyon sonlandirilincaya kadar bekletildi.

- Reaksiyon sonucu 50ng/1 ul konsantrasyonda cDNA elde edildi.

3.2.6. Step One Plus Real Time PCR

1988 yilinda "Thermus aquaticus" bakterisinden saflastirilan, 1siya dayanikli
polimerazin (taq polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz zincir reaksiyonlari igin
(PCR) otomatize termal sikliis cihazlar gelistirilmeye baslanmistir. Bu gelisme ile gen
kopya iiriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek ve de devam eden
PCR reaksiyonunu ekranda izleyerek "Real Time" (eszamanli) olarak degerlendirmek
mimkindiir.

Ger¢ek zamanli kantitatif PCR, giiniimiizde niikleik asit miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilan bir metottur. "Real-time PCR"™ da olusan {iiriin miktari
reaksiyon boyunca olusan {irlin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve
problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun devir sayis1 belirli
miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi agisindan da gereklidir.'®

Gergek zamanli PCR ¢ok hassas ve giivenilir bir metottur. Konvansiyonel PCR
"plato fazinda" degerlendirilirken, ger¢cek zamanli PCR esnasinda veri "logaritmik
bliylime fazinda" tespit edilmektedir. Ger¢cek zamanli PCR cihazlari, her polimeraz

zincir reaksiyonunda floresansin tespit edilmesini saglayan fluorometre ve "thermal
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cycler" dan meydana gelmektedir. Calismaya ait floresan veriler RT-PCR cihazina bagl
bir bilgisayarda toplanmaktadir. Grafik haline getirilen bu veriler ger¢ek zamanli PCR
analizi i¢in gelistirilen 6zel yazilimlarla analiz edilmektedir. Ct (threshold cycle)
degiskeni, tespit edilen floresan 1s1nmim esik degerinin asildigi dongii sayisini
belirtmektedir (Real Time Amplification on the Rotor Gene Real Time Summary
Verison 1,7). Mutlak ve goreceli miktar analizi, nicel RT-PCR verilerinin analizinde
kullanilmaktadir. Goreceli miktar analizinde kullanilan metotlar arasinda iki standart
egri ve karsilastirmali AACt metodu bulunmaktadir. RT-PCR verileri bir i¢ kontrolle
normalize edilmelidir. Bu genler genellikle deney kosullar1 altinda degismeyen
ekspresyona sahip olan house-keeping genlerdir.?°

PCR, periodontolojide standart bir teshis ve arastirma araci haline gelmistir.
Farkli immiin ve enflamatuar belirtecler mRNA ekspresyon seviyesinde ve ayrica
genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde tanimlanabilir, boylece periodontal hastaligin
altinda yatan mekanizmalar hakkinda daha derin bir 6ngérii saglanir.'?

5-alpha rediikteaz enziminin tip 1 ve tip 2 mRNA ekspresyonunun belirlenmesi
icin, SRD5A1 ve SRD5A2 TagMan® Gene Expression Assay leri (Applied

Biosystems™) kullanildi, internal kontrol olarak ise B-aktin gen ekspresyonu kullanildi.

Her bir 6rnek i¢in PCR plate de iki adet 6rnek havuzu olusturuldu.

Tablo 3.2. PCR palet havuzundaki soliisyon igerikleri

Reagent Her bir havuz hacmi
SRD5A1/ SRD5A2/ B-aktin Assay 1 ul
Master Mix 10 pl
RNase-free water 8 ul
cDNA 1 ul
Toplam 20 ul
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Step One Plus Real Time PCR ayarlar1 asagida gosterildigi sekilde Fast Run
ayarinda yapildi.

- 50°C 2 dakika
‘ Bekleme asamast

- 95°C 20 saniye

- 95°C 1 saniye
50 dongii

-60°C 20 saniye

Real Time PCR dan elde edilen CT degerlerinden ACT ve AACT degerleri
kullanilarak RQ degerleri elde edildi.

3.2.7. Diseti Fibroblast Hiicrelerinin Immunositokimyasal Boyanmasi

Immiinositokimya, 1942'de Albert Coons ve is arkadaslarmin karaciger
hiicrelerindeki pnémokokal antijeni lokalize etmek i¢in fliioresan 6zelligine sahip bir
antikor kullanmas ile ortaya cikmistir.'??

Antikorlarla hiicrelerin etiketlenmesi islemi olan immiinositokimya, hiicre
poplilasyonunun belirli bir molekiiler markere goére homojen veya heterojen olup
olmadigini belirlemenin en iyi yoludur. Immiinositokimya, hiicrelerin tek tek, bir koloni
veya kiiltiir icinde gorsellestirilmesine izin verir ve bdylece belirli kiiltiir kosullarinda
kiltiir i¢indeki belirli bir markerin ekspresyonunun dagilimmin genel bir
degerlendirmesini saglar. Bu nedenle, bir popiilasyondaki (immiinoblotlar, PCR ve
mikrodiziler gibi) tek tek hiicreleri ayirt edemeyen biyokimyasal analizleri tamamlamak
icin degerli bir aragtir. Siispansiyondaki bir hiicre grubunun antijenlerinin seviyelerini
tespit eden flow-sitometrenin aksine, immiinositokimya, antijenin subseliiler
lokalizasyonunu ortaya ¢ikarir ve  hiicre morfolojisini  géz Oniine alir.
Immiinositokimyanin basarisi, uygulanan teknigin yani sira kullamlan antikorlarin

kalitesine de baglhdir.}?®
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Immunositokimyasal boyama igin Anti-SRD5A1 (ab110123) ve Anti-SRD5A2
(ab27469) antikorlar1 (Abcam plc, USA) kullanildi. Asagidaki basamaklar takip edildi.

Fiksasyon

- lgerisinde 1x10° gingival fibroblast hiicresi bulunan 24°liik well plateler
inkiibatdrden ¢ikarildi ve siipernatantlar uzaklastirildi.

- Fibroblast hiicrelerinin fiksasyonu i¢in, pH=7.4 olan PBS igerisindeki %4 liik
paraformaldehit diseti fibroblast hiicrelerinin tizerine uygulandi ve 10 dakika
oda sicakliginda beklenildi.

- Fibroblast hiicreleri 0°C deki PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

Permabilizasyon

- 9%0,1-0.25 Triton X-100 igeren PBS diseti fibroblast hiicrelerinin {izerine
uygulandi.
- PBSile 3 kez 5’er dakika yikandi

Bloklama ve immun boyama

- Digeti fibroblast hiicreleri PBST (PBS+ %0.1 Tween 20) igerisindeki %1
BSA ve 22,52 mg/mL glycine ile 10 dakika inkiibe edildi.

- Soliisyon uzaklagtirildi.

- PBST igerisinde %1 lik BSA da primer antibody (Abcam plc, USA) 1/125
oraninda dilue edilerek gingival fibroblast hiicreleri iizerine eklendi ve bir
gece 4°C de inkiibe edildi.

- Soliisyon uzaklastirildi ve PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi.

- Karanlik ortamda seconder antibody %]1’lik BSA icerisinde 1/500 de dilue
edildi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

- Soliisyon karanlik ortamda uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile 3 kez 5 dakika

yikandu.
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Arka plan boyama

- Karanlik ortamda 1 pg/mL DAPI 1 dakika uygulandi.
- PBS ile hiicreler yikandi.

Coversliplerin kapanmasi

- Bir damla kapatict medium coverslip tlizerine damlatildi ve lam {izerine
cevrilerek kapatildi.

- Karanlik ortamda -20 ile 4°C da saklandilar.

3.2.8 Immunositokimyasal Boyamalarin ImageJ ile Degerlendirilmesi

ImageJ programi kullanilarak P. gingivalis ile enfekte olan ve olmayan her bir
gruptaki diseti fibroblast hiicrelerinin alan, entegre yogunluk ve arka plan yogunluklari
olgiildii ve asagidaki formiil kullanilarak diizeltilmis toplam hiicre floresansi (CTCF)
degeri hesaplandi.

(CTCF)= Entegre yogunluk— (segilen hiicrenin alani X toplam arka plan
yogunluk ol¢iimlerinin ortalamasi)

3.3. Hiicre Kiiltiirii Siipernatantlarinda IL-1f, IL-6, IL-8, TNF-a, IFNy,
MCP-1 Miktarlarmin Bio-Plex Luminex ile Belirlenmesi

Luminex® testleri, hiicre kiiltlirii siipernatlari, serum veya plazma
numunelerindeki multianalit profilini mikro kiireler kullanarak belirler. Mikro kiireler
farkli renk kodlarina sahiptir ve 6zgiil antikorlar, ligandlar ve niikleik asitleri igeren
proteinler mikro kiirelere baglanabilir. Luminex i¢in kullanilan kitlerde, farkli bir
hedefe yonelik her antikor, farkli bir tek spektral adrese sahip mikro kiirelere kovalent
olarak baglanir.

Luminex sisteminde boncuklar bir numune ile inkiibe edilir. Yikama isleminden

sonra, boncuklar tim hedeflere kars1 bir biyotinlenmis antikor karisimi ile inkiibe edilir.
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Bagka bir yikamadan sonra, boncuklar, raportor streptavidin-PE ile inkiibe edilir.
Ornekte mevcut olan hedefler icin, asagidakilerden olusan bir sandvig iiretilir:

Ekli hedefe 6zgii antikor + hedef + biyotinile edilmis hedefe 6zgii antikor +
streptavidin muhabiri igeren boncuk.

Ikili bir lazer sistemi kullanilarak, her bir sandvig tanesinin imzas1 tanimlanir ve
boncukla iligkilendirilen analitin varligi ve yogunlugu ayni anda tespit edilir. Bu,
ornekteki hedeflerin kimligi ve konsantrasyonu hakkinda bilgi verir. Luminex 6zellikle
farkli kosullar altindaki ¢oklu hedeflerin konsantrasyonlarindaki degisiklikleri aramada
giiclidiir.

IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1 miktarlarinin belirlenmesinde milliplex
map human cytokine/chemokine magnetic bead panel 96 well assay kiti kullanildi

3.3.1. Fibroblast hiicre kiiltiirii siipernatantlarinin hazirlanmasi

- Debrislerin  uzaklastirilmasi i¢in toplanan fibroblast hiicre kiltiirii

stipernatantlar1 1000xg’de 30 dakika santrifiij edildi.

3.3.2. Immunoassay icin reaktiflerin hazirlanmasi

3.3.2.1. Antikor-immobilize beadlerin Hazirlanmasi

- Icerisinde beadler bulunan sise 1 dakika vortekslendi.

3.3.2.2. Kalite kontrollerinin hazirlanmasi

- 250 pL deiyonize su ile Kalite Kontrol 1 ve Kalite Kontrol 2'yi sulandirildu.

- Siseler birkag kez ters-diiz edildi ve vortekslendi.

- 5-10 dakika bekletildikten sonra poliproplen mikro santrifiij tiiplerine

aktarildilar.

3.3.2.3. Yikama tamponunun hazirlanmasi

- 10X Yikama tamponu oda sicaklifina getirildi ve vortekslendi.

- 540 mL deiyonize su icerisine 60 mL 10x yikama tamponu eklendi.
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3.3.2.4. Insan sitokin standardimin hazirlanmasi
- 250 uL deiyonize su ile Insan Sitokin Standard: karistirildi ve tiim analitler igin
10,000 pg / mL'lik bir standart konsantrasyonu elde edildi.
- Flakon 10 saniye vortekslendi
- Sise 5-10 dakika bekletildi ve ardindan standart uygun sekilde etiketlenmis bir
polipropilen mikrofiij tiipiine aktarildi.
- Calisma standartlarinin hazirlanmasi igin,
- Bes polipropilen mikrofiij tiipiinii 2.000, 400, 80, 16 ve 3.2 pg / mL seklinde
etiketlendi.
- Bes tiipiin her birine 200 pL assay buffer (test tamponu) eklendi.
- 2.000 pg / mL tiipe 10,000 pg / mL sulandirilmis standarttan 50 pL aktarildi ve
iyice karigtirildi.
- 400 pg / mL'ik tipe, 2000 pg / mL standarttan 50 pL aktarildi ve iyice
karigtirildu.
- 80 pg / mL'lik tiipe, 400 pg / mL standarttan 50 pL aktarildi ve iyice karistirildi.
- 16 pg / mL'lik tiipe, 80 pg / mL standarttan 50 uL aktarildi ve iyice karigtirildi.
- 3.2 pg / mL'lik tiipe, 16 pg / mL standarttan 50 puL aktarildi ve iyice karistir.
- 0 pg / mL'lik standart (Arka plan) test tamponu olarak kullanildu.
3.3.3. Immunoassay prosediirii
- Tim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicaklifina (20-25 °C) gelmesi i¢in
bekletildi.
- 96’lik plakanin her kuyucuguna 200 pL yikama tamponu eklendi ve plakanin
tizeri kapatildi. Oda sicakliginda (20-25 °C) 10 dakika boyunca bir plaka
calkalayicisinda ¢alkalandi.

- Plaka ters ¢evrildi ve yikayici tampon uzaklastirildi.
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- Her bir standart veya kontrolden 25 pL uygun kuyucuklara eklendi. Test
tamponu 0 pg / mL standart (arka plan) i¢in kullanildi.

- Numune kuyucuklarina 25 pLL Test Tamponu eklendi.

- Arka plan, standartlar ve kontrol kuyularina 25 pL temel hiicre kiiltiirii
mediumu eklendi.

- Belirlenen kuyucuklara 25 pL hiicre kiiltiirii 6rnegi eklendi.

- Boncuklarin oldugu sise vortekslendi ve her bir kuyucuga 25 uL eklendi.

- Plakanin tizeri kapatildi ve bir gece 4°C de plaka ¢alkalayicisinda bekletildi.

- Plaka iki kez plaka yikayicisinda yikandi.

- Her kuyuya 25 pL oda sicakligindaki tespit antikorlar1 eklendi ve {izeri folyo
ile kaplanarak, oda sicakliginda (20-25°C) 1 saat boyunca bir plaka
calkalayicida galkalanarak inkube edildi.

- Tespit antikorlart iceren her bir kuyucuga 25 pL Streptavidin-Phycoerythrin
eklendi ve tizeri folyo ile kaplanarak, oda sicakliginda (20-25°C) 30 dakika
boyunca bir plaka ¢alkalayicida calkalanarak inkube edildi.

- Plaka iki kez plaka yikayicisinda yikandi.

- Tim kuyucuklara 150 uL Sheath Fluid eklendi ve 5 dakika boyunca bir plaka

calkalayicida yeniden siispanse edildi.

Luminex® 200TM'de calisma plakas1 okutuldu.

3.4. Istatistiksel Analiz

IBM SPSS Statistic v21 kullanilarak istatiksel analizler yapilmistir. Her bir
deney en az 3 kez tekrar edilmistir. Istatistiksel anlamlilik olarak p<0.05 degeri kabul
edilmistir. Epidemiyolojik calismada androgenetik alopesi ile periodontal durum
arasindaki iligkinin degerlendirilmesi i¢in tanimlayic istatistikler uygulandi. Verilerin

normal dagilima sahip olup olmadig: "Shapiro-Wilks" testi ile tespit edilmistir. 5-alfa
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rediikteaz tip-1 ve tip-2 i¢in real time PCR verilerinin istatistiksel degerlendirilmesinde
bagimsiz grup t-testi (Independent Samples t Test); diseti biyopsi 6rneklerinde 5-alfa
rediikteaz tip-1 enziminin immunohistokimyasal verilerinin degerlendirilmesi igin
bagimli 6rneklem t-testi (Paired samples t-test); fibroblast hiicre kiiltiirlerinde
immunositokimyasal boyamalarin degerlendirilmesi i¢in Mann-Whitney U testi; IFN-y,
IL-6, IL-8, TNF-0, MCP-1 degerleri i¢in bagimsiz grup t-testi (Independent Samples t-

Test); IL-1B degeri i¢in Mann-Whitney U testi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Epidemiyolojik Calisma Bulgular:

Calismaya alinan 368 hastanin 135’1 (%36.7) saglikli gruptayken (ya da kontrol
grubunda) 77’si (%20.9) hafif periodontitis, 79°u (%21.5) moderate periodontitis ve
77’s1 (%20.9) ileri periodontitis grubundadir.

Calismaya katilan tiim hastalarda ait yas ortalamast 36.5£11.2 olarak
bulunmustur. Caligma gruplarinda yas ortalamalari incelendiginde saglikli grupta yas
ortalamasmin diger gruplara gore diisiik oldugu sonucuna varilmistir (p<0.05). Diger

gruplarda yas ortalamalar1 istatistiksel olarak benzerdir (Tablo 1).

Tablo 4.1. Calisma gruplarinda yas dagilimlart.

Ortalama  Standart Sapma  Minimum-Maksimum

Saglikl 32,2 8,8 20-61
Hafif periodontitis 37,0 121 23-72
Orta periodontitis 38,8 11,4 22-75
Tleri periodontitis 41,4 111 20-67

Hastalarla ilgili elde edilen diger veri olan alopesi skoruna (kategorilerine) ait
frekanslar ve ytizdeler Ozetlenmistir. Hastalarda goriilen skorlar incelendiginde en

yiiksek oranin 2 degerine ait oldugu goriilmektedir (Tablo 2).

Tablo 4.2. Hastalarda Alopesi skorlarinin dagilimi.

Sayi (n)  Yiizde (%)

0 3 0.8

1 90 245
2 150 40,8
3 11 3,0

4 72 19,6
5 42 11,4
Toplam 368 100,0
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Alopesi skorlarinin grup bazinda degisimleri incelenmis ve alopesi skoruna ait
tanimlayict istatistikler sunulmustur (Tablo 3)(Grafik 1). Gruplar arasinda alopesi skoru
acisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliga rastlanmistir (p<0.001). Farklilig
belirlemek adina yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda periodontitis diizeylerinde
alopesi skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliga rastlanmazken saglikli
grupla diger gruplar arasinda farklilia rastlanmistir. Saglikli grupta alopesi skoru, hafif
periodontitis grubuna (p=0.021), orta periodontitis grubuna (p=0.019) ve ileri

periodontitis grubuna gore (p<0.001) daha diisiik bulunmustur.

Tablo 4.3. Calisma gruplarinda alopesi skorunun dagilimi.

Ortalama Standart Sapma Minimum-Maksimum p
Saglikli 21 1,3 0-5
Hafif periodontitis 26 13 1-5
Orta periodontitis 26 13 0-5 <0.001
Ileri periodontitis 29 14 15

4.2. Real Time PCR Bulgularn

4.2.1. 5-alfa Rediikteaz Tip 1 Enzimi mRNA Bulgular

P. gingivalis ile enfekte edilen ve edilmeyen gingival fibroblast hiicre kiiltiirii
gruplar karsilastirildiginda, RQ degerlerinin enfekte grupta daha yiiksek oldugu tespit

edilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05).
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Fibroblast hicre kiltlria gruplan

Sekil 4.1. 5-alfa rediikteaz tip-1 enzimi mRNA bulgulari.

4.2.2. 5-alfa Rediikteaz Tip 2 Enzimi mRNA Bulgulan

5-alfa rediikteaz tip 2 enzimi i¢in, RQ degerleri P. gingivalis ile enfekte edilen

fibroblast hiicre kiiltiirii grubunda, enfekte edilmeyen gruba gore istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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5-alfa Redulikteaz Tip-2 RQ Degerleri
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Fibroblast hiicre kiltira gruplar

Sekil 4.2. 5-alfa rediikteaz tip-2 enzimi mRNA bulgulari.
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4.3. Diseti Biyopsi Orneklerinde immunohistokimyasal Bulgular
4.3.1. 5-alfa Rediikteaz Tip-1 Enzim Bulgular:
Periodontal tedavi dncesi alinan dis eti biyopsilerinde Anti-SRD5A1 antikoru ile

pozitif boyanan fibroblast hiicre oraninin, periodontal tedavi sonrasi alinan biyopsilere

gore daha yiiksek oldugu istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.3. (A) Periodontal tedavi dncesi alinan biyopsi 6rnegi ile (B) Periodontal tedavi
sonrasi alinan biyopsi 6rneklerinin immunohistokimyasal boyama géritintiileri.
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Sekil 4.4. Tedavi 6ncesi ve sonrasi dis eti biyopsi 6rneklerinde 5-alfa rediikteaz tip 1
enzim bulgulari.
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4.4. Diseti Fibroblast Hiicrelerinde Immunositokimyasal Bulgular

4.4.1. 5-alfa Rediikteaz Tip-1 Enzim Bulgular:

Dogrulanmis toplam hiicre floresansi (corrected total cell fluorescence (CTCF))
degeri P. gingivalis ile enfekte edilen gingival fibroblast hiicre kiiltiirii grubunda enfekte

edilmeyen gruba gore anlamli derecede yliksek bulundu (p<0.001).

S5a-rediiktaz tip 1

Non-infekte fibroblast Infekte fibroblast hiicreleri
hticreleri

Sekil 4.5. immunositokimyasal ydntem ile boyanan gingival fibroblast hiicrelerinde
5-alfa Rediikteaz Tip-1 goriintiisii

5-alfa redikteaz tip 1 enzimi CTCF degerleri

160000,00
140000,00
120000,00
100000,00

80000,00

CTCF

60000,00
40000,00
20000,00

0,00
Non-pg Pg
Fibroblast hiicre kiltlirt gruplari

Sekil 4.6. 5-alfa rediikteaz tip-1 enzimi CTCF degerleri.
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4.4.2. 5-alfa Rediikteaz Tip 2 Enzim Bulgulari
P. gingivalis ile enfekte edilen gingival fibroblast hiicre kiiltlirii grubunda
enfekte edilmeyen gruba gore dogrulanmig toplam hiicre floresansi (corrected total cell

fluorescence (CTCF)) degeri anlaml1 derecede yiiksek bulundu (p<0.05).

/ S5a-rediiktaz tip 2

/

Y
Non-infekte fibroblast Infekte fibroblast hiicreleri

hicreleri

Sekil 4.7. Iimmunositokimyasal yontem ile boyanan gingival fibroblast hiicrelerinde
5-alfa Rediikteaz Tip-2 goriintiisii.

5-alfa redikteaz tip 2 enzimi CTCF degerleri

250000
200000

150000

CTCF

100000 Non-pg

Pg
50000

0
Non-pg Pg

Fibroblast hiicre kaltiri gruplari

Sekil 4.8. 5-alfa rediikteaz tip-2 enzimi CTCF degerleri.
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4.5. Diseti Fibroblast Hiicre Kiiltiirii Siipernatantlarinda Biyokimyasal
Bulgular

4.5.1. IFN-y Bulgular

P. gingivalis ile enfekte edilen ve edilmeyen gingival fibroblast hiicre kiiltiirii
gruplarinin stipernatantlarindaki IFN-y miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunmamistir (p>0.05).

IFN-y Degerleri

19,50
19,00

18,50

pg/mL

18,00 1 Non-Pg

17,50 - Pg

17,00 -
Non-Pg Pg

Fibroblast hiicre kaltlrid gruplar

Sekil 4.9. IFN-y degerleri.

4.5.2. IL-1B Bulgulan
P. gingivalis ile enfekte edilen ve edilmeyen diseti fibroblast hiicre kiiltiirii
gruplarinin siipernatantlarindaki IL-13 miktarlari arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunmamistir (p>0.05).
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IL-1b Degerleri
30,00 -~
25,00 A
20,00 A

15,00 -

pg/mL

m Non-Pg
10,00 -

mPg
5,00 -

0,00 -
Non-Pg Pg

Fibroblast hiicre kultlri gruplar

Sekil 4.10. IL-1p degerleri.

4.5.3. IL-6 bulgular:
P. gingivalis ile enfekte edilen fibroblast hiicre kiiltiirii gruplarinin
siipernatantlarindaki 1L-6 miktari, enfekte edilmeyen gruptakilere gore istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05)

IL-6 Degerleri

N

vl

o

o

o
]

m Non-Pg
mPg

Non-Pg Pg
Fibroblast hiicre kiltlri gruplan

Sekil 4.11. I1L-6 degerleri.
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4.5.4. 1L-8 bulgular

P. gingivalis ile enfekte edilen fibroblast hiicre kiltiri gruplarimin
stipernatantlarindaki IL-8 miktar1 enfekte edilmeyen gruptakilere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.01)

IL-8 Degerleri

25000,00 -~
20000,00

15000,00 -+

pg/mL

10000,00 - ¥ Non-Pg

5000,00 - Pe

0,00 -
Non-Pg Pg

Fibroblast hicre kilturd gruplar

Sekil 4.12. 1L-8 degerleri.

4.5.5. TNF-a Bulgular:
P. gingivalis ile enfekte edilen fibroblast hiicre kiiltiiri gruplarmin
siipernatantlarindaki TNF-o. miktar1 enfekte edilmeyen gruptakilere gore istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).

TNF-a Degerleri

600,00 -
500,00 -+
400,00
—
é 300,00 -+
& H Non-Pg
200,00 -+
Pg
100,00 -+
0,00 -

Non-Pg Pg

Fibroblast hiicre kiltird gruplarn

Sekil 4.13. TNF-a degerleri.
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4.5.6. MCP-1 Bulgular
P. gingivalis ile enfekte edilen ve edilmeyen gingival fibroblast hiicre kiiltiirii
gruplarinin stipernatantlarindaki MCP-1 miktarlar karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaistir (p>0.05).

MCP-1 Degerleri

18000,00 -
16000,00 -
14000,00
12000,00 -
10000,00 -
8000,00 - B Non-Pg
6000,00 -
4000,00 -
2000,00 -

0,00 -

pg/mL

Pg

Non-Pg Pg
Fibroblast hiicre kiltlirt gruplar

Sekil 4.14. MCP-1 degerleri.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi ile periodontal hastalik ve androgenetik alopesi arasindaki
iliski, epidemiyolojik, klinik ve in vitro deney diizenekleri ile incelenmistir.

Periodontal hastalik diseti, alveolar kemik ve periodontal ligamenti etkileyen ve
mikrobiyal dental plak tarafindan baslatilan kronik enflamatuar bir hastaliktir.: 12
Periodontal hastaliklar, gingivitis ile baslar ve periodontal ligament ve alveolar kemik
yikimiyla sonuclanan periodontitise doniisiir. Kronik periodontitis agirlikli olarak
yetiskinleri etkiler ve diinya niifusunun %10-15'i periodontitisten etkilenmektedir.3® 34

Androgenetik alopesi, en sik goriilen sac dokiilmesi sebebidir ve baslica
etiyolojik faktorleri genetik ve hormonlardir. AGA insidansi ve prevalansi yasa ve irka
baglidir.8” %8190 Androgenetik alopesi ile sistemik hastaliklarin iliskisini inceleyen pek
cok ¢alisma mevcuttur. 1972 yilinda ilk kez Cotton ve ark.?® AGA'nin kardiovaskiiler
hastaliklar i¢in bir risk faktorii olabilecegini 6ne siirmiis ve kardiovaskiiler hastalik
olusumu ile sa¢ dokiilmesi arasinda bir iliski oldugunu gostermistir.?® Daha sonraki
bircok calismada AGA'nin, insiilin direnci, anormal serum lipid profilleri ve obezite gibi
birgok hastalikla iliskisi gosterilmistir.’®®1% Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalar ile
frontal sac kaybma sahip olan erkeklerde myokard enfarktiis riskinin arttig
gosterilmistir.®® Ayrica androgenetik alopesiye sahip hastalarda azalmis antioksidan
aktivite tespit edilmis olup bu durum viicuttaki oksidatif stresi arttirmaktadir.t!!
Periodontitis ile sistemik hastaliklarin iligkisi klinik periodontolojide énemli bir yere
sahiptir. Periodontal hastaliklar ile diabetes mellitus, metabolik sendrom ve obezite
arasindaki iliski pek ¢ok calismayla kantlanmistir.2%611% Buna karsilik periodontal
hastaliklar ile AGA arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢alisma mevcut degildir. Bu
caligmada iltihapsal bir hastalik olmasi nedeniyle periodontal hastaligin ayni zamanda

iltihapsal bir kdkeni olabilecegi diisiiniilen AGA ile baglantili olabilecegi hipotezini
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kurguladik. Bu agidan periodontitis ile androgenetik alopesi arasindaki iligkiyi
inceleyen ilk epidemiyolojik calisma tarafimizca yapilan bu tez calismasidir. Elde
ettigimiz istatistik sonuglarma gore androgenetik alopesi ile periodontal hastalik
arasinda bir baglanti mevcuttur.

Testosteron seviyesi farkli ik ve popiilasyonlardaki erkeklerde ¢ok farkli
degisiklikler gostermektedir.8® Testosteron, periodontitis ile iliskilidir ve testosteron
seviyesindeki artis veya azalisin immun yaniti etkilemesi ile alveol kemigi kaybina
sebep oldugu diisiiniiliir.}” Steffens ve arkadaslari tarafindan yapilan 755 erkegin dahil
edildigi, testosteron seviyesi ile periodontal durumun degerlendirildigi bir ¢aligmaya
gore, periodontal hastaligin siddeti ile kan testosteron seviyesi arasinda iliski vardir.®
AGA'l erkeklerin ¢ogunda normal androjen seviyesi bulunmasina ragmen, lokal olarak
daha fazla testosteron ve dihidrotestosteron (DHT) iiretilebilir.l%21%2 Testosteron,
sitoplazmada 5-a rediiktaz (5aR) ile daha giiglii bir androjen hormon olan DHT'ye

doniistiiriiliir.” 5-o rediiktaz, androgenetik alopesiden de sorumludur.?

Diseti ve
periodontal membran fibroblast hiicreleri de 5-o rediiktaz enzimine sahiptir.?l* 2 5-q
rediiktaz enziminin aktivitesi periodontal dokularda yenilenmeye katki saglar ve
enflamasyonda tamirle alakali bilyliime faktorlerine cevaben insan dis eti dokusunda ve
periodontal membranda artar.8-!

5-a rediiktaz enzimi ile periodontal hastaliklarin iliskisini inceleyen sinirli sayida
literatlir olmakla beraber; PCR, immunohistokimyasal ve immunositokimyasal
yontemler kullanarak fibroblast hiicre kiiltiirlinde ve insan diseti dokusunda 5-o
rediiktaz enzimi ve periodontal hastaliklar1 inceleyen bir ¢alismaya rastlanilmamaistir.
Daha oOnce yapilan calismalarda 5-o rediiktaz enziminin aktivitesi, karbon isaretli

androstenedion kullanilarak tespit edilmistir.’® Bu c¢alismalarda 5-a rediiktaz

enzimlerinin mRNA ekspresyonu ve hiicredeki miktar1 degerlendirilmemistir.
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Kronik enflamasyona sahip dis eti dokusundan elde edilen fibroblastlarda artmis
androjen metabolizmas1 bulunmustur.??> Insan diseti fibroblast hiicre kiiltiirii ile
yaptigimiz ¢alismamizda, P. gingivalis ile enfekte edilen grupta kontrol grubuna gore
artmis 5-a rediiktaz tip-1 ve tip-2 enzim mRNA ekspresyonu tespit edilmistir. 5-a
rediiktaz tip-2 MRNA ekspresyon miktarindaki artig istatistiksel olarak anlamli
bulunurken, 5-a rediiktaz tip-1 mMRNA ekspresyon miktarindaki artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu durum 5-o rediiktaz tip 1 enziminin androjen hormon
metabolizmasindan bagimsiz dokulardaki (beyin, karaciger) hiicreler tarafindan
salgilanmastyla ilgili olabilir.%’

Anabolik androjenik steroid kullanan erkeklerde, periodontitisin daha siddetli
oldugu ve kandidanin baz tiirlerini de i¢eren periodontopatojenlerin prevalansinin daha
yiiksek oldugu bulunmustur.’® Progesteron ve estradiolun, in vitro ortamda P.
intermedia’ nin cogalmasmi stimiile ettigi gosterilmistir.!? Bu durum periodontitisin
siddetinin artmasinda immun yanitin yaninda periodontopatajenlerin sayisal artisiyla da
ilgili olabilir. Bu ¢alismada P.gingivalis A7436’in insan diseti fibroblast hiicrelerindeki
5-a rediiktaz tip-1 ve tip-2 enzim miktarlar tizerinde etkili olabildigi gosterilmistir. Bu
bulgu diseti dokusunda artan testosteron ve DHT miktar1 kirmizi kompleks bakterilerin
sayisindaki artist etkiliyor olabilir.

Clark ve Soory?* yaptiklar1 bir calismada T. denticola ATCC 33520’nin optimum
pH bagli olarak memeli 5-a rediiktaz tip 2 enzimine benzeyen fonksiyonel bir proteini
kodladigin1 gostermektedir. Calismamizda P.gingivalis A7436’in T. denticola ATCC
33520’nin bu genetik 6zelligine sahip olup olmadigi ve P.gingivalis’ in diger suslarinin
5-a rediiktaz enzimleri iizerine etkileri incelenmemistir.

Soory ve Ahmad?® tarafindan yapilan insan diseti hiicrelerindeki 5-o rediiktaz

enzim aktivitesinin bakteriyel enfeksiyonlara karst yamitinin karbon isaretli
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androstenedion kullanilarak incelendigi bir diger ¢alismada, periodontal patojenlerin (P.
intermedia, P. gingivalis ve A.actonomycetemcomitans) 5-a rediiktaz enzim aktivitesini
artirdigin1  tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda insan diseti fibroblast hiicre
kiiltirlerindeki 5- a rediiktaz tip-1 ve tip-2 enzimlerinin P. gingivalis’e kars, mMRNA
ekspresyonu gercek zamanli PCR kullanilarak tespit edilmistir. P.gingivalis’ le enfekte
olan ve olmayan gruplar arasinda 5-a rediiktaz tip-1 mMRNA ekspresyonunda artis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark gézlemlenmemis; 5-a rediiktaz tip-2
MRNA  ekspresyonunda istatistiksel — olarak  anlamli  artis  gOriilmiistiir.
Immunositokimyasal yontemle degerlendirilen 5-o rediiktaz tip-1 ve tip-2 enzim
miktarlar1 P.gingivalis ile enfekte olan grupta enfekte olmayan gruba gore istatistiksel
olarak anlamli derece yiiksek bulunmustur. Bu, ¢alismamizin Soory ve Ahmad®
tarafindan yapilan ¢alismayi destekledigini gostermistir.

Minosiklin ve finasteridinin 5-o reduktaz aktivitesini azalttigi bilinmektedir.
Sorry ve Virdi!?® tarafindan yapilan bir calismada diseti fibroblast hiicrelerine
uygulanan 5-a rediiktaz enzim inhibitorlerinin enflamasyonu azalttigin1 gostermislerdir,
biz c¢alismamizda her ne kadar 5-o rediiktaz enzimi inhibitérii igeren bir deney
olusturmamis olsak da periodontitisteki konak cevabini azaltmak igin bu ilaglarin
kullanilabilecegi sonucu ¢ikarilmaktadir.'?®

Periodontitisli hastalardan, periodontal tedavi Oncesi ve sonrasi alinan diseti
biyopsilerinde immunohistokimyasal boyama yontemi kullanilarak 5-o rediiktaz enzim
miktarinin degerlendirildigi ¢aligmamizda, 5-a rediiktaz tip 2 enziminin prostat dokusu
kullanilan kontrol ~ boyamalarinda  ve  diseti  dokularinda  boyamasi
gerceklestirilememistir, bu durum kullanilan antikorun immunohistokimyasal
boyamalardan ziyade immunositokimyasal boyamalara daha uygun olmasindan

kaynaklanmakla beraber antikor uygulanmadan o6nce mevcut dokularin hazir hale
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getirilmesinde uygulanan protokollerle ve uygulayict hatalariyla alakali olabilir.
Calismamizdan elde ettigimiz immunohistokimyasal ve immunositokimyasal bulgular
5-a rediiktaz tip-1 enzimi i¢in Ortiismektedir.

IL-1 ve IL-6, osteoklastlarin sayisin1 ve aktivitesini diizenleyen ve bu nedenle
kemik yikimi ile iliskili olan &nemli sitokinlerdir.?’ Literatiirde erkek siganlarda
deneysel periodontitis yapilan bir ¢alismada hem yiiksek hem de diisiik testosteron
seviyesinin kemik kaybina sebep oldugu sonucuna varilirken, diisiik testosteron
seviyesinin dis eti dokusunda IL-1B y1 artirdigini; yiiksek testosteron seviyesinin ise
RANKL seviyesinde farklilik olusturdugu bulunmustur.!’ Literatiirlerde insanlarda,
sitokinler ve testosteron arasindaki iliski konusunda celiskili sonuglar bildirilmistir.
Kesitsel bir ¢calismada, yash erkeklerde testosteron ve ¢oziilebilir IL-6 (SIL-6r) reseptorii
arasinda ters bir korelasyon gosterilmistir; ancak IL-6, IL-1, TNF gibi diger markerlar
icin korelasyon bulunamamistir.!?® Yash erkeklerde yapilan bir diger ¢alismada, 4
haftalik hipogonadizm indiiksiyonunun hem IL-6 hem de sIL-6r'yi arttirdigini; ancak bu
sonuglarin hipogonadizmin ilerleyen dénemlerinde devam etmedigi rapor edildi.*?® 130
Malkin ve ark.’! tarafindan yapilan bir calismada, hipogonadal erkeklerde testosteron
replasman tedavisinin, IL-1p ve TNF' yi anlamli sekilde azalttigi, ancak IL-6 diizeyleri
iizerinde bir etkisi olmadig1 gosterildi.’®! Testosteron replasman tedavisi bitirildikten 2
hafta sonra IL-6'da anlamli bir artis ve TNF seviyelerinde azalma oldugu bildirildi.*®? In
vitro, insan diseti fibroblast hiicrelerinde yaptigimiz ¢alismamizda, P. gingivalis ile
enfekte olan deney grubunun siipernatantlarindaki IFN-y, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1
miktarlar1 enfekte olmayan gruba gore daha yiiksekti; ancak IL-13 miktar1 P.gingivalis

ile enfekte grupta azalmisti. Bu veriler 5-a rediiktaz enzimlerinin mRNA ekspresyonu

ile IFN-y, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1 miktarlar1 arasinda bir paralellik oldugunu

52



gosterirken, IL-B seviyesi ile ters orantili bir baglanti oldugunu diisiindiirmektedir ve

Malkin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismayi destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasina gore;

Periodontal tedavi ile biyofilm miktar: ve buna paralel olarak da diseti kanama
indeks degeri azalmistir.

Periodontal hastalikli, diseti dokularinda 5-a rediiktaz enzim miktar: artar.
Androgenetik alopesi vakalarinda 5-a rediiktaz enzim miktar: ilgili dokularda
yiiksektir.

Periodontal hastaliklar ile androgenetik alopesi arasinda pozitif iligki mevcuttur
ve bu konuyla ilgili daha ileri ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Periodontal tedavi ile diseti dokularda bulunan 5-a rediiktaz enzim miktari

azaltilabilir.
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