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2. OZET

Bu ¢alismanin amaci; kronik periodontitisli hastalarda ve periodontal olarak saglikls
bireylerde diseti dokusunda mitokondriyal DNA delesyonlarmmn varhigmm
arastinlmasidir.

Calismaya Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim
Dalma 2004-2005 tarihleri arasinda miiracaat eden yaslan 35-72 arasinda degisen, 13’
kadin 17°si erkek 30 kronik periodontitisli hasta ve Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesine aym tarihler arasinda farkli nedenlerden dolayr miiracaat eden, periodontal
olarak saglikli, yaslar1 25-69 arasinda degisen, 16’s1 kadin 14’1 erkek 30 hasta olmak
iizere toplam 60 birey dahil edildi. Aragtirmammza dahil edilen bireylerden; kronik
periodontitisli 30 birey ¢alisma grubunu, periodontal olarak saglikli 30 birey kontrol
grubunu olusturdu. Tiim bireylere ¢alismamin yéntem ve amaci hakkinda bilgi verilerek
onaylari alindi. Arastirma kapsamimna alinan bireylerin ilk dnce klinik muayeneleri
yapildi. Her bir bireyin periodontal durumunu saptamak amaciyla Silness ve Lée’nin
plak indeksi (PI), Loe ve Silness’in gingival indeksi (GI) kullanildi. Ayrica klinik
atasman seviyesi (KAS) ve sondalama derinligine (SD) bakild:.

Calisma grubuna dahil edilen kronik periodontitisli bireylerden flap cerrahisi
Oncesinde digeti kenar1 bdlgesinden biyopsi 6rnekleri alindi. Kontrol grubuna dahil
edilen bireylerden ise klinik kron boyu uzatma islemi 6ncesinde veya periodontal
hastalik haricindeki nedenlerden dolay: dis ¢ekimi endikasyonu konmus dislerin digeti
kenar bolgesinden biyopsi 8rnekleri alindu.

Caligma grubuna ve kontrol grubuna dahil edilen bireylerden alinan doku drekleri,

Atatirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali molekiiler



laboratuarinda ¢aligildi. Mitokondriyal DNA delesyonlarinin aragtirilmast amaci ile
PCR yontemi kullanilarak biyopsi drnekleri incelendi.

Klinik ve laboratuar bulgular1 gruplar arast ve grup igerisi degerlendirilmeye tabi
tutuldu. Kontrol grubu igerisinde laboratuar bulgularinda bir farklilik gézlenmedigi igin
grup ici karsilagtirma yapilmadi. Gruplar arast degerlendirmelerde student ¢-testi; grup
i¢i degerlendirmelerde ise eslestirilmis #-testi; kullanildu.

Gruplar arasi yapilan degerlendirmede; ¢alisma grubunun laboratuar bulgulari,
kronik periodontitisli bireylerde %80 oraninda 4881 bp bilyiikliiglinde mitokondriyal
DNA delesyonu oldugunu gosterdi. Diger yandan kontrol grubuna dahil edilen saghkh
bireylerin higbirisinde mitokondriyal DNA delesyonuna rastlaniimadi.

Kronik periodontitisli  hastalarin  olusturdugu c¢alisma grubunda yapilan
degerlendirmede; klinik bulgular (PI, GI, KAS ve SD) ve laboratuar bulgulan
kargilagtirldi ve delesyonun tespit edilen 24 hasta ile delesyonun tespit edilemeyen 6
hastaya ait klinik parametrelerin birbirinden anlamli derecede farkh oldugu goriildii.

Sonug olarak; iki grup arasinda laboratuar bulgularimin anlamli farklilik gostermesi,
kronik periodontitis hastaliginin digeti dokusunda 4881 bp bityilkliigiindeki delesyonun
olusumu ile iligkili olabilecegi kanaatini uyandirdi. Yag ve 4881 bp biiytikliigtindeki
delesyonun olusumu arasinda direk bir iligki olmadig1 gozlendi. Ayrica ¢alisma grubu
ierisinde yapilan degerlendirmede, kronik periodontitis hastaligimin  siddetinin

delesyonun olusumu ile iligkili oldugu tespit edildi.
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3. SUMMARY

The aim of this study is to investigate mitochondrial DNA deletions in gingival
tissues of chronic periodontitis patients and periodontally healthy individuals.

Thirty patients with chronic periodontitis (13 female and 17 male) and thirty
periodontally healthy individuals (16 female and 14 male) were included the study
which they attend Dentistry Faculty of Atatiirk University for different causes. All
individuals were divided in two groups, which they called study group and control
group, according to their periodontal status. The study group consisted of 30 patients
with chronic periodontitis, whose age ranged 35 to 72 years. The control group
consisted of 30 periodontally healthy individuals, whose age ranged 25 to 69 years. The
protocol of investigation was explained to each individual and received his or her
approval. Firstly, clinic examination was done in each individual. To determine clinic
condition of each individual, plaque index (PI) (Silness&Loe), gingival index (GI)
(Loe&Silness), clinical attachment level (CAL) and probing depth (PD) were used.

In study group, the samples were obtained from region of gingival margin during
periodontal flap surgery. In control group, the samples were obtained from region of
gingival margin during crown lengthening procedure or tooth extraction without
periodontal causes.

All samples were investigated in molecular laboratory of Medical Genetics
Department. The samples were investigated for detection of mitochondrial DNA

deletions via using PCR method.
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Clinical results and laboratory results were compared with each other, between two
groups and inside study group. Group inside Paired f-test; between of groups Student
(Unpaired) #-test was used.

The results from compared between two groups showed that the frequency of
occurrence of the 4881 bp-deleted mitochondrial DNA in gingival tissue was 80% for
patients with chronic periodontitis. We did not detect any mitochondrial DNA deletion
in gingival tissues of periodontally healthy individuals.

According to laboratory results, study group was divided in two subgroups. The
results from inside study group, clinical parameters (PI, GI, CAL and PD) of 24 patients
with deleted mitochondrial DNA and clinical parameters of 6 patients with non-deleted
mitochondrial DNA were compared each other. We detected significant differences in
clinical parameters between two subgroups in study group.

In conclusion, significant differences of laboratory results between two groups
indicated that 4881 bp mitochondrial DNA deletion in gingival tissues of chronic
periodontitis patients is related with choronic periodontitis. We could not observe direct
relationship between aging and 4881 bp mitochondrial DNA deletion in gingival tissues
of chronic periodontitis patients. Also the results from inside study group showed that
the 4881 bp mitochondrial DNA deletion in gingival tissues chronic periodontitis

patients could be related with severity of chronic periodontitis.



4. GIRIS VE AMAC

Kronik periodontitis dis ylizeyine biriken ve diseti kenar: ile siki temasta bulunan
dental plagin mikrobiyal igerigindeki patojen bakterilerin disin destek dokularinda
olusturdugu yikici iltihabi bir hastaliktir."” Genis epidemiolojik ¢ahigmalar; bu
hastaligin prevalansinin, etkiledigi bélgenin miktarinin ve periodontal atagman kaybinin
siddetinin yasla dogru orantihi olarak arttigim agikga gostermistir.®® Cesitli sistemik
hastaliklar, kotli aligkanhiklar, genetik faktorler ve stres gibi etkenlerin hastahigin
baslamasi ve ilerlemesinde risk faktdrii olarak rol aldig: distintilmektedir.'%2

Son yillarda yapilan calismalarda, periodontitisli bireylerde disetinin kronik
iltihabina baglh olarak iltihab1 hiicrelerin sayisindaki ve aktivasyonundaki artisin gok
miktarda reaktif oksijen tiirliniin agig1 ¢ikmasina neden oldugu ve agiga cikan reaktif
oksijen tiirlerinin digeti dokusunda oksidatif hasara neden oldugu rapor edilmistir.”’
Reaktif oksijen tlirlerinin viicudun degisik dokularinda meydana getirdikleri hasarlar
gdz Oniinde bulundurularak periodontal patolojilerde agipa g¢ikan reaktif oksijen
tiirlerinin lipit peroksidasyon, protein hasarlari, 6nemli bazi enzimlerin oksidasyonu,
proenflamatuar sitokinlerin uyarilmasi ve DNA hasarlart gibi ¢esitli mekanizmalar
vasitast ile periodontal dokularda yikima neden olabilecekleri vurgulammstir.?’

Digeti dokusunda DNA hasarlarinin varligt ile ilgili ¢alismalar olduk¢a suurlidir.
Takane ve arkadaslar® periodontitisli bireylerde DNA hasarlarmin en kalici {iriinti olan
8-hydroxy-deoxyguanosine molekiiliiniin tikiriikteki seviyesinin periodontal olarak
saglikli bireylere oranla ¢ok daha yiiksek oldugunu rapor etmisler ve agirlikli olarak

polimorfoniikleer 15kositlerden salinan reaktif oksijen tiirlerinin cesitli DNA hasarlart

meydana getirerek doku ylklmlria neden olabileceklerini belirtmiglerdir. Sugano ve



arkadas,lan28 ise kronik periodontitisli bireylerin digeti dokusunda mitokondriyal
DNA’da delesyon tipi mutasyonlarin varlifini rapor etmisler fakat bu delesyonun yas
faktorii ve kronik periodontitis ile iligkisine agiklik getirememislerdir.

Mitokondriyal DNA delesyonlar1 ve periodontal hastaliklar arasindaki iligkiyi
aragtiran ¢aligmalarin sayis1 yok denecek kadar azdir. Literatirde bu konu ile ilgili
sadece bir ¢alisma meveuttur.”®  Calismamizdaki  oncelikli amacimiz; kronik
periodontitisli hastalarda ve periodontal olarak saglikli bireylerde diseti dokusunda
mitokondriyal DNA delesyonlarinin varhigini arastirmaktir. Buna ilaveten ¢alismarizin
diger amaglan; olmasi muhtemel bir delesyon tipi mitokondriyal DNA mutasyonunun
boyutunu ve yerini tespit etmek ayrica yaslanma ve kronik periodontitis hastaliiyla

olan muhtemel iligkisine agikhik getirmektir.



5. GENEL BILGILER

Periodontal hastalik, insanlarda gorillen en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan
biridir.! Periodontal hastalign ana etkeninin mikrobial dental plak oldugu bilinmektedir.
Periodontal hastalik; patojen bakteriler ve doku savunma sistemi arasindaki karmagik
etkilesim sonucu ortaya ¢ikan, doku yikimi ve bazen doku kaybi ile karakterize iltihab
bir hastaliktir.>* Diinyada sik goriilen ve toplumun her kesimini degisik oranlarda
etkileyebilen periodontal hastalik, digin destek dokularina yayilarak bilyiik oranda dis
kayiplarina yol agabilir. Gingivitis olarak baslayan hastalik tedavi edilmedigi taktirde,
mikrobiyal dental plaktaki patojen bakterilerin kalitatif ve kantitatif olarak gelismesi ve
buna bagh olarak konak doku savunma mekanizmalanindaki degisimler sonucu atagsman
kaybi, alveol kemik yikimi ve cep olusumu ile karakterize kronik periodontitise
déniisebilmektedir.*

5.1. Kronik Periodontitis

Kronik periodontitis; gingivitis ile baslayan ve tedavi edilmedigi taktirde hastalifin
ilerlemesi sonucu atagman kaybi ve alveol kemik yikimlari ile kendini gosteren kronik
iltihabr bir hastalikti.*® Her kronik periodontitisin dncesinde gingivitisin varli
zorunlu olmakla beraber, her gingivitis vakasi uzun yillar tedavi edilmemis olsa bile
kronik periodontitis ile sonuglanmaz.”

Kronik periodontitis klinik olarak incelendiginde; digetinde renk degisikligi,
stiplinglerin kaybolmasi, keskin olmayan yuvarlak hatli diseti kenar1 ile beraber;
kendiliginden baslayan veya kolayca baslatilabilen diseti kanamas: siklikla giiriilﬁr.“’6
Cesitli derinliklerde digeti ceplerine rastlanilir ve hem yatay hem de dikey yonde kemik

kayb1 gozlenir. Kemik kaybinin agini oldugu ilerlemis vakalarda siklikla mobil dislere



rastlanir.*® Kronik periodontitis vakalarinda agn nadir gorilen bir belirtidir ve
periodontal apse olusumu ile ortaya ¢ikar. Bu durum hastalanin tedavi ihtiyaci
duymalarina bilyilk bir engel teskil eder. Genellikle agiga ¢ikmis kok yiizeyleri veya
kok yiizeylerinde ¢iiritkk gézlenmesi nedeniyle, hasta sicaga veya soguga karst hassasiyet
sikayeti bildirir. Disetinde ddem ve kasint1 hissi vardir.*®
5.2. Kronik Periodontitisin Tipleri

Kronik periodontitis, etkiledigi bolgenin biiyiikliigiine bagh olarak lokalize ve
generalize olmak iizere iki grupta tanimlanir. Etkilenmis dislerin sayisi tiim diglere
oranla <30% ise lokalize; >30% ise generalizedir.*® Hastahk genellikle generalize
seyirlidir. Lokalize ve generalize form klinik tagman kaybmnin miktarina gore t¢ alt
gruba ayrilir; klinik atagman kaybi 1-3 mm. arasinda ise hafif siddetli, 3-5 mm. arasinda
ise orta siddetli, 5 mm veya daha fazla ise siddetli olarak isimlendirilir. Kronik
periodontitisin hafif giddetli formu bilyiik azilar bolgesinde minimal furkasyon girisi ile
karakterizedir.*® Subgingival ve supragingival bolgelerde plak birikimi ve degisik
miktarlarda dig tagi mevcuttur. Sondalamada kanama ve radyografik olarak minimal
kemik kaybi gozlenir. Orta siddetli formda azdan orta dereceye kadar degisen mobil
dislere rastlanir. Radyografik olarak kemik kaybi1 genellikle yatay yonde olup atagman
kaybi %40 civarindadir. Furkasyon bdlgesindeki agilma artrms ve radyografide
radyolusent bir goriiniim vardir. Sondalamada kanama mevcuttur. Siddetli formda ise
atagman kaybt 5 mm. ve iizerindedir. Belirgin furkasyon defekti ve ilerlemis dis
mobilitesine siklikla rastlanilir. Radyografik incelemede kemik kayiplan %40°1n
lizerindedir ve yatay yonde kemik kayiplarina ilaveten dikey ydnde kemik kayiplar1 da

gozlenebilir.



5.3. Hastalign ilerlemesi

Kronik periodontitisin ilerleme hizi vakadan vakaya, aym vakada donemden
déneme ve hatta aymi vakada bolgeden bolgeye oldukga degiskenlik gosterebilmesine
ragmen hastalik genellikle yavas seyirlidir.*® Hastaligin ilerleme hizi agzin farkl
bolgelerinde farkli oranlarda goriilebilir. Baz1 bolgelerde uzun siire pasif kalirken baz
bolgelerde hizli bir aktivite gosterebilir.’ Periodontal hastaligin aktif olarak tespit
edildigi bolgelerde; plak birikiminin fazla oldugu ve biriken plagin uzaklastinlmasinin
giic oldugu rapor edilmistir.* Konakg1 savunma faktorlerinin etkinligi de bolgedeki
hastaligin siddetinde énemli bir rol oynar.‘HS Diseti dokusundaki mikroorganizmalar ile
konak savunma mekanizmasi arasinda her zaman bir denge mevcuttur. Bu denge eger
mikroorganizmalar lehine bozulacak olursa, hastalik siddetlenerek daha fazla kemik
yikimina ve nihayetinde dis kaybina sebep olur.*$
5.4. Kronik Periodontitisin Prevalans:

Kronik periodontitisin gériilme siklig: farkli populasyonlarda degisik oranlarda
gorilebilmektedir."*® Epidemiolojik incelemeler periodontal hastalik ve periodontal
doku kaybinin kadinlara oranla erkeklerde daha yaygin oldugunu g('jstemwktedir.8
Ayrica rksal farkliliklarinda periodontitisin olusumunda etkili oldugu ve periodontitisin
goriilme sikifinin siyahlarda beyazlara oranla daha fazla oldugu rapor edilmistir.” Aym
epidemiolojik ¢alismalarda; periodontal hastaliin prevalansimn, etkiledigi bélgenin
miktannmin ve periodontal atagsman kaybinin giddetinin yasla dogru orantili olarak
artigim agikga gostermistir.*® Kuzey Amerika kitasinda yapilan cross-sectional
epidemiolojik ¢aligmalar, kronik periodontitisin prevelansinin yasla dogru orantth
olarak arttif1 goriisiinii desteklemektedir.® Kronik periodontitis genellikle yetiskinlerde

cok goriilmesine ragmen nadir olsa da ¢ocuk ve adolesentlerde de gorillebilir. Bu



hastaligin prevalansimn ve siddetinin neden yasla dogru orantih olarak arttig:
konusunda farkli goriisler olmasina ragmen bu konuya kesin agiklik getirilememistir.
Yas faktoril ile periodontal doku kaybinin derecesi arasinda belirgin bir klinik iligki
olmasina ragmen yas faktorii ve periodontal doku kaybi dolayisiyla kronik periodontitis
arasindaki klinik iliskiye acgiklik getirebilmek icin daha fazla ¢aligma yapilmasina
ihtiya¢ vardir,
5.5. Kronik Periodontitisin Etyolojisi

Kronik periodontitisin ana etkeninin mikrobial dental plak oldugu bilinmektedir.®
Ana faktdr olarak bakteri plagi en Snemli etken iken; restorasyonlar, disin anatomik
yapisy, gliriik ve kok rezorbsiyonlan gibi plagin birikmesini kolaylagtiran veya etkisini
artiran degisik lokal faktérlerinde periodontal hastalik igin ikincil 6nem arz ettigi

15,16 v

vurgulanmustir. Diabetes Mellitus 10-12. Osteoporoz BM Down’s Sendromu e

AIDS 718 gibi hastaliklarda periodontal hastaliin baslamas: ve ilerlemesinde etkili

olan sistemik faktorlerdir. Bununla beraber sigara kullanimi gibi koti aliskanliklar %% |

21-23 25,26

genetik faktorler , stres 2* ve beslenme ahiskanlig gibi etkenlerin periodontal
hastaligin baslamasi ve ilerlemesinde risk faktdrii olarak rol oynadigi ditgiiniilmektedir.
Son yillarda genetik agirlikli yapilan ¢aligmalarda, kronik periodontitisli bireylerin
diseti dokusunda DNA hasarlar1 olduguna dair kamtlar rapor edilmistir.”?® Takane ve
arkadaslart’’ periodontitisli bireylerde DNA hasarinin en kalict riinii olan 8-hydroxy-
deoxyguanosine molekiillintin tiikiirlikteki seviyesinin periodontal olarak saghkh
bireylere oranla ¢ok daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alisma DNA
hasarmin g¢ekirdek DNA’sinda mi1 yoksa mitokondriyal DNA’da m1 veya her ikisinde

birden mi meydana geldigine dair herhangi bir fikir vermemekle birlikte, molekiiler

genetik arastirmalari, 8-hydroxy-deoxyguanosine molekiiliiniin tiikiirikte ki artmus



seviyesinin her iki “DNA molekiilli igin de olusan hasarin belirtisi olarak
degerlendirebilecegini gostermektedir. Sugano ve arkadaglan®® kronik periodontitisli
bireylerde diseti dokusunda mikondriyal DNA delesyonlarimin var oldugunu rapor
etmisler ve gelecek ¢aligmalarin bu delesyonlarin yag, klinik parametreler, risk
faktorleri ve doku metabolizmas: ile iliskili olarak devam ettirilmesi gerektigini
vurgulamuslardir.
5.6. Mitokondri ve Mitokondriyal DNA

Mitokondri; tiim Okaryot hiicrelerde bulunan oval goriiniimli yaklasitk 1pM
uzunlukta ve 0.5uM eninde bir organeldir. Bir hiicredeki mitokondri sayisi, hiicrenin
fonksiyonuna ve ihtiyacina baglh olarak birkag taneden binlerce ye kadar degisebilir.
Hiicrede meydana gelen reaksiyonlar igin gerekli enerji mitokondri tarafindan
karsilanir. Mitokondri, ¢ekirdek haricinde DNA’s1 olan tek hilcresel organeldir ve
mitokondriyal DNA; niikleer DNA’dan bagumsiz olarak replikasyon, transkripsiyon ve
translasyon yapma Kkabiliyetine sahiptir. Mitokondriyal DNA, mitokondri matriksi
icerisinde mitokondriyal i¢ zara yakin bir bolgede 12 nm uzunlugunda graniiller
seklinde bulunur. Her mitokondrinin igerisinde 2-10 arasi degigen sayida mitokondriyal
DNA varlig tespit edilmigtir. Bu say1 tiirden tiire, aym tiirde kigiden kisiye, aym kiside
dokudan dokuya ve hatta aym dokuda hiicreden hilcreye farklilik gdsterebilir.”**°

Mitokondri igerisinde iplikler seklinde DNA molekiillerinin varlig ilk kez 1963
yilinda Nass ve arkadaglar®' tarafindan gosterilmistir. 1981 yilinda Anderson ve
arkadaglar®® mitokondriyal DNA’nin sekans analizini farkh tiirlerde karsilagtirmali
olarak gerceklestirmiﬂerdir.

insan mitokondriyal DNA’s1, ¢ift zincirli kapali sirkiiler yaptya sahip olup, 16,569

kb biiytikligiindedir (Sekil 1). Her bir memeli somatik hiicresinde 1000-10000 arasinda



mitokondriyal DNA kopyasi mevcuttur. Memeli mitokondriyal genomunun en belirgin
ozelligi kompakt organizasyonudur ve bu durum mitokondriyal DNA zincirine ileri
derecede ekonomi saglar. Insan mitokondriyal DNA’s1, biri H-zinciri (Heavy-strand)
digeri L-zinciri (Light-strand) olmak iizere, ¢ift zincirli yap: gosterir. H-zinciri daha ¢ok
pilrin bazlarini, L-zinciri ise pirimidin bazlarni igerir. Biitin bazlarin % 44’tinit G ve C
bazlar olusturur.®*** Insan mitokondriyal DNA’si 37 gen igerir: bunlardan 28 tanesi
agir zincirde ( H-zinciri) ve 9 tanesi de hafif zincirde (L-zinciri) bulunmaktadir.*”

Mitokondriyal DNA’nin 37 geninin 22’si tRNA geni, 2’si rRNA (125 ve 16S) geni
ve 13 tanesi de polipeptid sifreleyen mRNA genleridir.35 Mitokondriyal DNA da
sentezlenen 13 polipeptid, 5 adet solunum kompleksi zinciri (OXPHOS oksidatif
fosforilasyon) enzimlerinden 4’ii igin gerekli bilesenleri saglar.” (Sekil 1)

Mitokondriyal DNA da kodlanan 13 mRNA genti;

Kompleks I (NADH dehidrogenaz-ubiquinone oksidorediiktaz) enzimlerini
olusturan 25 alt tiniteden 7’si (ND 1, ND 2, ND 3, ND 4, ND 4L, ND 5 ve ND 6).

Kompleks III (ubiquinone-sitokrom C oksidorediiktaz) enzimlerini olugturan 9 alt
initeden 1’i (cyt.b).

Kompleks IV (sitokrom C oksidaz) enzimlerini olugturan 13 alt {initeden 3’1 (CO I,
CO II ve CO III).

Kompleks V (ATP sentaz) enzimlerini olusturan 12 alt Giniteden 2’si (ATPaz6 ve

ATPaz8) dir.



16S rANA

insan mtDNA'sI

16569 bp

Ribozomal RNA
Kompleks |

Kompleks i
Kompleks IV

Kompleks V

Sekil 1. insan Mitokondriyal DNA Molekiildl.
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5.7. Mitokondriyal DNA patolojileri

Insanlarda mitokondriyal DNA mutasyonlari ile ilgili aragtirmalar oldukg¢a yenidir.
Mitokondriyal DNA intron, histon ve diger DNA ile iligkili proteinlerden yoksundur.
Ustelik tamir mekanizmas1 yok denecek kadar zayifuir. Bu nedenlerden dolay
mitokondriyal DNA’nin nitkleer DNA’ya oranla mutasyona ugrama ihtimali daba
yiiksektir.**" Giiniimtize kadar yapilan ¢alismalarda mitokondriyal DNA mutasyonlari;
delesyonlar, niikleotid modifikasyonlan ve nitkleotid nokta mutasyonlann gibi degisik
sekillerde gozlenmistir. Ik kez 1988 yilinda Wallace ve arkada:slarl38 mitokondriyal
DNA mutasyonu sonucu ortaya ¢tkan “LHON” (Leber’s Hereditary Optic Neuropathy)
hastaligim tammlamugtir. O tarihten giliniimiize dek gegen siire igerisinde ¢esitli
hastaliklarda mitokondriyal DNA’nin rolil ile ilgili diislincelerde ilerlemeler olmustur.
Giinlimiizde insanlarda tamimlanan beyin, kalp, iskelet kasi, bdbrek ve endokrin bezlere
ait bir ¢ok kronik dejeneratif hastaliklarin molekiiler temelinde mitokondriyal DNA
mutasyonlanmn varhigs tespit edilmistir ve bu say1 giin gegtikce artmaktadir,

Son yillarda yapilan c¢aligmalar, mitokondriyal DNA  mutasyonlarinin
nérodejeneratif hastahiklar’®, yaslanma® ve kanserlerle*™*! tligkili oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica, kronik iltihap ile iligkili kanserlerde**® ve kronik iltihaph
dokularda** DNA hasarlari meydana geldigi, bu dokularda mitokondriyal DNA’nin
niikleer DNA’ya oranla hasar olusumuna daha yatkin oldugu rapor edilmistir.

Mitokondriyal genetik ve bu genomun mutasyonlari bir ¢ok agidan olagan digi
ozellikler tagir. Insanlarda mitokondriyal DNA maternal kahtimlidir ve patojenik
mitokondriyal DNA mutasyonlarinin neden oldugu hastaliklar maternal ¢izgi boyunca

yogunlasir. Hiicrede aym anda normal ve mutant mitokondriyal DNA var olabilir.

Ustelik her hiicrede degisik oranlarda mutant ve normal DNA bulunabilir. Bir dokuda
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mitokondriyal DNA mutasyonunun etkisi, doku hiicrelerinin mitokondriyal ATP
liretimine olan ihtiyacina baghdir. Santral sinir sistemi gibi yiiksek seviyede ATP
ihtiyact duyan dokular daha fazla etkilenir.

Mitokondriyal DNA delesyonu; kapali sirkiller yapiya sahip mitokondriyal
DNA’dan bir veya birkag¢ gen pargasimin yada bir baz ¢iftinin par¢alanarak eksilmesi
sonucu ortaya ¢ikan mutasyondur.”’ Ozawa ve arkadaslar,® sistematik olarak degisik
PCR primerleri kullanarak tiim mitokondriyal DNA molekiiliinti taramislar ve 180°in
iizerinde degisik biiyiikliiklerde delesyonun varolabilecegini rapor etmislerdir.
Mitokondriyal DNA delesyonlart ile ilgili yapilan c¢aligmalar, delesyon tipi
mitokondriyal DNA mutasyonlarinin yaslanma®® ve yaslanma ile alakah hastaliklarla®’
iligkili oldugunu gdstermistir. Mitokondriyal DNA delesyonlarimin sadece yaglanmamn
belirtisi olmadig ayn1 zamanda yaglanmanin nedeni de olabilecegi rapor edilmistir."!

Son yillarda gesitli hastaliklar ve mitokondriyal DNA delesyonlar: arasindaki
iligkiyi arastiran ¢aligmalar, mitokondriyal DNA delesyonlarinin olusumunda yaslanma
kadar hastalik patogenezi ve siddetininde rol oynadif gosterilmistir. ™ Aym yas
grubundaki hastalikli ve saglikhi bireylerden aliman doku Ornekleriyle yapilan
¢alismalarda, hastalik patogenezi ve siddetinin mitokondriyal DNA delesyonlarinin
olugma yasumu asagiya ¢ektigi rapor edilmistir. Hastalikli dokularda direk veya dolayh
olarak biriken toksik maddelerin oksidatif etkiyi artirdig1 ve dolayisiyla erken oksidatif
hasar meydana getirdigi iddia edilmistir."®

Mitokondriyal DNA delesyonlarinin goriildtigti dokularda mitokondriyal solunum
fonksiyonlarimin azaldig,”® lipit peroksidasyonun ve manganese superoxide dismutase
(Mn-SOD) enzimi seviyesinin arttifi’’ gozlenmistir. Bu durumun ATP iiretiminin

azalmasi, daha fazla serbest radikal olusumu ve hatta doku hiicrelerinin Sliimii ile
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sonuglanabilecegi vurgulanmistir. Son olarak hasara ugramis mitokondriyal DNA'nin,
mitokondriyal fonksiyon eksikliginin ve mitokondriyal DNA hasarimin stirekli arttig1 bir
dongii igerisine girdigi belirtilmistir.*®

Mitokondriyal DNA’ da olugan mutasyonlar, biiyiik 6l¢iide biyolojik kaynaklardan
tiretilen reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif hasar sonucunda meydana
gelir.® Reaktif oksijen tiirleri, mitokondriyal solunum zinciri ve iltihap gibi biyolojik
kaynaklardan®? veya iyonize radyasyon (IR) gibi dis kaynaklardan® iretilirler.

Reaktif oksijen tiirlerinin yam sira mitokondriyal DNA mutasyonlarina neden olan
bagka faktorlerde vardir. Deri kanserleri lizerine yapilan ¢aligmalarda, giines 1s13min bir
bileseni olan ultraviole radyasyonun (UVR) mitokondriyal DNA hasarlarina neden
oldugu rapor edilmistir.>* fleri derece bobrek rahatsizlig1 olan hastalarin kas dokusunda
biriken tiremik milleunun anlamli derecede oksidatif hasar artirdigi ve mitokondriyal
DNA’da delesyon tipi mutasyonlarina neden olabildigi bildirilmistir.*®
5.8. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri molekiiler oksijenden kaynagini alan bir gurup kimyasal
reaktif molekiildiir. Bu reaktif molekiiller biyolojik organizmalarda cesitli hiicresel
mekanizmalarin diizenlenmesinde Snemli rol oynarlar. Reaktif oksijen tiirleri ok gesitli
kaynaklardan {iretilebilirler. Memeli organizmalarda bir ¢ok gesit hiicre tipi reaktif
oksijen tlirlerini iiretebilir.”> Buna ilaveten; iyonize radyasyon ve terapotik ilaglar gibi
birgok dis etken de reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini gergeklestirebilir.>® Fakat reaktif
oksijen tirlerinin dogal olarak {iretimi ancak mitokondriyal metabolizma®® ve

polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonu®®

gibi hiicresel fonksiyonlar yolu ile
gergeklesir. Sigara igmek ve stirekli agin cksersiz yapmak gibi davranis aktiviteleri ise

reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine katkida bulunan faktdrlerdir.”’
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Reaktif oksijen tiirleri, canli organizmalarda c¢esitli hiicresel mekanizmalarin
ditzenlenmesi gibi 6nemli roller listlenmesinin yam: sira canli organizmalarda biyiik
hasarlara neden olabilecek bir ¢ok zararh etkilere de sahiptirler. Reaktif oksijen
tiirlerinin canli organizmalar iizerinde meydana getirdikleri hasara oksidatif hasar denir.
Reaktif oksijen tiirlerinin agir1 Qretimi DNA molekillii de dahil birgok hilcresel
biyomolekiil {izerinde hasar meydana getirebilir.’” Direkt veya dolayli olarak molekiller
iizerinde oksidatif hasara neden olabilen reaktif oksijen tilrleri iki ana gurup ta incelenir:
serbest oksijen radikalleri ve non-radikal molekiiller. Serbest oksijen radikalleri bir yada
daha fazla eslesmemis elektronu bulunan ve serbest halde varolabilen bir gurup
kimyasal molekiildiir.’” Non-radikaller ise gergekte hasar olusturabilecek radikal
dzelliklere sahip olmamalarina ragmen serbest radikal olusturma potansiyeline sahip
molekiillerdir.®! Serbest oksijen radikalleri ile non-radikal molekiillerin birbirleriyle
reaksiyona girerek yeni bir radikal olusumuna neden olabilmeleri her iki gurup iginde
Onemli bir 6zelliktir. En ¢ok bilinen serbest radikal molekiller hidroksili radikal (OH’),
nitrik oksit (NO") ve siiperoksittir (0;). Diger yandan hidrojen peroksitin (H,0,) ve
singlet oksijenin ('O,) aralarinda bulundugu bir grup molekiil ise non-radikaller smifina
dahildir.

5.9. Reaktif Oksijen Tiirlerinin biyolojik kaynaklardan {iretilmesi

Mitokondri, hiicre igerisine giren oksijenin yaklasik %90’ indan fazlasimin tiiketildigi
onemli bir hilcresel organeldir.®? I¢ mitokondriyal zarda gerceklesen solunum zinciri
reaksiyonu, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu igin Snemli bir kaynaktr.®® Kullanilan
oksijenin yaklasik %1-4’ti serbest radikale donistiiriiliir.*® Solunum zincirinde bir
elektronunu kaybeden molekiiler oksijen siiperoksit radikaline doniisiir. Solunum zinciri

komplekslerinden kompleks 1 (NADH dehydrogenase) ve kompleks III
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(ubisemiquinone) silperoksit radikalinin bilyitkk bir kisminmn diretildigi iki temel
bolgedir.®>%” Normal sartlar altinda, iiretilen stiperoksit radikali mitokondriyal bir enzim
olan manganese superoxide dismutase (MnSOD) tarafindan daha az reaktif olan
hidrojen peroksite doniistiirilliir.’® Yeni bir reaktif molekiil olusturma potansiyeline
sahip olan hidrojen peroksit ise tamamen etkisiz hale getirilmek {izere glutathione
peroxidase (GSPx) enzimi tarafindan suya cevrilir.®® Mitokondri igerisinde, stiperoksit
radikalinin suya donilsiinceye kadar gecirmig oldugu reaksiyonlara mitokondriyal
temizleme mekanizmasi ismi verilir. (Sekil 2).

Mitokondriyal temizleme mekanizmasinin mevcudiyetine ragmen, hidrojen
peroksitin, Fe** gibi indirgenmis metallerle reaksiyona girmeye oldukga fazla egilimi
vardir.%® Bu egilim neticesinde hidrojen peroksit ile Fe** arasinda fentom reaksiyonu
ismi verilen reaksiyon gerceklesir ve son iiriin olarak hidroksili radikal ortaya ¢ikar, %%
Hidroksili radikal bilinen en reaktif molekiillerden birisidir. Bulundugu ortamlarda
proteinler, yag molekiilleri ve 6zelliklede DNA molekiilleri iizerinde biiyiik miktarda
hasara neden olur.®* Mitokondriyum igerisinde iiretilebilen diger onemli bir radikal ise
nitrik oksittir. Siurli miktarda olsa da mitokondriyum kendi nitrik oksit sentezini
yapabilme kabiliyetine sahiptir fakat mitokondriyal molekiiller {izerinde hasar olugturan
nitrik oksitin asil kaynag mitokondri disindadir.%®

Reaktif oksijen tiirlerinin ¢ok miktarda tretildigi diger 6nemli bir kaynak ise kronik
iltihaptir. Kronik iltihap esnasinda makrofaj ve nétrofil gibi hem sayilart hem de
aktiviteleri artnus olan iltihabi hiicreler; bakteriler ve bakteriyel iiriinlere karst ¢ok
miktarda reaktif oksijen tiirii tretirler.’"" Ozellikle polimorfoniikleer 16kositlerin gok
miktarda hidrojen peroksit ve siiperoksit radikal iirettigi rapor edilmistir.” Bunun yam

sira pro-enflamatuar sitokinler hem konak doku hiicrelerini hem de iltihap hilcrelerini
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Sekil 2. Mitokondriyal ROS iiretimi.
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uyararak nitrik oksit tiretiminin artmasina neden olurlar. 374 Kronik iltihap esnasinda
iiretilen reaktif oksijen tiirleri patojen mikroorganizmalara karst doku savunma
sisteminin vazgeg¢ilmez elamanlaridir. Antibakteriyal etkisinin yam stra, reaktif oksijen
tirlerinin fazla {iretimi hem hiicreler arast molekiiller hem de hiicre i¢i molekiiller
izerinde biiylik Olglide hasarlar ve modifikasyonlar meydana getirebilir.” Reaktif
Ozelligi az olmasina ragmen serbest gaz olmalar1 nedeniyle biyolojik zarlardan gegme
kabiliyeti oldukg¢a yilksek olan hidrojen peroksit ve nitrik oksit hiicre igerisine kolayca
girebilirler.®®*’%77 Siiperoksit radikali ile kolaylikla reaksiyona girebilen nitrik oksit her
ikisinden de daha fazla reaktif 6zelligi olan peroksinitrit (ONOO") olugumuna neden
olur.” Diger yandan hiicre igerisine giren hidrojen peroksit fentom reaksiyonu yoluyla
kendisinden daha fazla reaktif olan hidroksili radikale doniigiir.”® Hiicre igerisinde
dzelliklede mitokondri igerisinde olusan peroksinitrit ve hidroksili radikal bagta DNA
molekiilleri olmak tizere ¢ogu hiicresel molekiiller {izerinde tamiri zor hasarlar meydana
getirirler. (Sekil 3)
5.10. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Periodontal Patolojiler

Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda, reaktif oksijen tiirlerinin aralarinda romatoid
artrit, akut solunum yetmezligi ve iltthabi bagirsak hastaliklart gibi patolojik
durumlarinda bulundugu 100 den fazla hastaligin patogenezinde rol oynadifim
gosterilmistir.”” Son zamanlarda reaktif oksijen tiirleri ile periodontal patolojiler
arasindaki iligkiyi aragtiran ¢aligmalar, periodontal patolojiler esnasinda patojen
bakteriler ve konak doku savunma hiicreleri arasindaki karmasik etkilegimin sonucu
olarak konak doku savunma hiicrelerinden biiyiik miktarlarda reaktif oksijen tiiril
salgilandigam  gostermistir.?**®*  Periodontal patolojiler esnasinda iretilen reaktif

oksijen tiirleri patojenik bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduklar: gibi
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konak doku fizerinde de hasar olusturucu etkiye sa.‘niptirler.85 Uzun siire devam eden
disetinin kronik iltihabinin reaktif oksijen tlirlerinin firetimini artirmasimn yam sira
konak dokunun antioksidan savunmasim da azalttif1 ve bu durumun hasar olugumunu
arttirdigy bildirilmistir.®® Periodontal patolojilerde agiga gikan reaktif oksijen tiirlerinin
cesitli mekanizmalar vasitasi ile periodontal dokularda hasara neden olabilecekleri
vu.rgulanmlstlr.85

Bu mekanizmalar;

- Siklooksijenaz ve lipooksijenaz aktivasyonu yolu ile ya§ molekiillerinin
peroksidasyonu (Lipid peroxidation).

- Hyaluran ve proteoglikan gibi proteinlerin hasan.

- Anti-proteaz ve ¢1-antitripsin gibi dnemli baz1 enzimlerin oksidasyonu.

- Nitkleer faktor kB aktivasyonu ile proenflamatuar sitokinlerin uyariimasi.

- DNA hasarlar

Yapilan galigmalar igerisinde DNA hasarlan ile ilgili ¢aligmalar sinirli sayidadir. En
son, Takane ve arkadaslar’®’ agirhkli olarak polimorfontikleer 16kositlerden salinan
reaktif oksijen tiirlerinin gegitli DNA hasarlar meydana getirerek doku yikimina neden
olabileceklerini rapor etmislerdir.

5.11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) yontemi; bir
organizma veya mutant gene iliskin normal yada par¢alanmig DNA yada RNA’nin in
vitro gogaltilmasina imkan veren ydntemdir. ilk olarak 1985 yilinda Kary Mulis ve
arkadaglan tarafindan PCR y®ntemi teorik olarak dile getirilmis daha sonra Saiki ve

arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir.*® Tip, molekiiler biyoloji ve arkeoloji gibi bir gok
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bilim dalinda uygulama alam bulmugtur. Bu ydntem sayesinde birka¢ hiicreden elde
edilen DNA pargalan ¢ogaltilabilmekte ve ¢esitli amaglar igin kullanmlabilmektedir.®

PCR’ dan sonug¢ elde edebilmek i¢in ortama, ¢ogaltilmak istenilen DNA, bu
DNA’ya uygun primerler, DNA polymeras enzimi, uygun deoksiriboniikleotid
trifosfatlar ve uygun tamponlar konulmalidir. PCR {i¢ asamadan olugsur:

1- Cift sarmal DNA’nin denatiirasyonu.

2- Primerlerin baglanmasi (annealing).

3- Primerlerin uzamas (extension).

Denatiirasyon asamasi: Bu asamada cogaltiimasi istenen gift sarmal DNA,
sarmallan bir-arada tutan hidrojen baglarini ayirmak iizere denatiire edilerek tek sarmal
haline getirilir. Cift sarmal DNA 95-100 °C isitilarak denature edilir. En uygun
denaturasyon ortami 95 °C’de 30 saniye veya 97 °C’de 15 saniyedir. Cogaltiimasi
istenilen niikleotid dizisi RNA ise; Oncelikle revers transkriptaz ile DNA kopyas: elde
edilir daha sonra PCR uygulanir.®®

Primerlerin baglanmasi: Bu asamada uzunlugu en az 17-19 baz olmas1 gereken
primerler, denature haldeki DNA molekdilit tizerindeki spesifik bolgelere baglanirlar.
Primerlerin uygun baglanma 1si1s1 40-60 °C dir. Bir ¢ift olarak hazirlanan primerlerin
uzunlugu arttik¢a spesifikligi artar fakat DNA ya baglanmas: gi¢lesir. Cift olarak
ortama konan primerlerin biri gogaltilacak DNA’nin bir dalina baglanirken diger primer
diger ugtan DNA’nin 6teki dalina baglanir. Béylece ¢ift zincirli DNA molekiil{iniin her
iki zinciri de aym anda sentezlenmis olur.®

Primerlerin uzamasi: Bu agama nilkleotidlerin istenilen DNA parg¢asim tamamlamak

i¢in primerlere baglandig: agamadir. Bu iglem igin termostabil 6zelligi olan ve Thermus
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aquaticus adli bakteri tiirlinden elde edilen Taq Polymeras enzimi kullanilir. Bu agama
i¢in optimum sicaklik 70-75 °C dir. *

Uygulanan ii¢ agama bir ddngit kabul edilir, bir dongii 3-5 dakika siirer ve PCR
islemi yaklagik 20-40 ddngtiden olusur. Her ddngiide bir dnceki dongiidekinin 2 kati
DNA molekillii elde edilmis olur yani dongii sayist n ise ¢ogaltilmis DNA materyalinin
miktan 2" olarak kabul edilir. PCR uygulamalarinda standart 1s1 uygulamasini saglamak
amaciyla her dongii igin gerekli 1siy1 diizenli olarak ayarlayan otomatik aletler

(thermocycler) gelistirilmistir.
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6. MATERYAL VE METOD
6.1 Calisma materyali

Calisma materyalini, Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakilltesine miiracaat eden
yaslarn 25 ve iizeri 60 birey olugturdu. Caligma protokolli geregi bireyler iki gruba
aynldi. Gruplarin olugturulmasinda sosyo-ekonomik ve sosyo-kiiltirel durumlann
benzer olmasina 8zen gosterildi. Arastirmaya katilan tiim bireylere ¢alismanin yontem
ve amact hakkinda bilgi verildikten sonra katillim i¢in imzali onaylan alindi.

I. Grup (Calisma grubu); Periodontoloji Ana Bilim Dalina miiracaat eden ve kronik
periodontitis tanisi alan, 35 yag {izeri 30 hasta olugturdu. Hastalarda belirli kriterler
arandi;

- Hastalarin herhangi bir sistemik rahatsizligimin bulunmamasi,

- Hastalarin daha 6nce periodontal tedavi gérmemis olmasi,

- Hastalarin herhangi bir madde bagimlisi olmamasi ve sigara igmemesi,

- Hastalarin teshis radyogramlarindan alveol kemik kaybinin saptanabilir olmas:

ve kronik periodontitis teshisi konmus olmasi.

- Kooperasyonun iyi olmasi.

II. Grup (Kontrol grubu); Fakiltemize farkli nedenlerden dolayr miiracaat eden,
periodontal olarak saglikli ve 25 yas lizeri 30 birey olusturdu. Bireyler belirli kriterlere
gore secildi,

- Bireylerin herhangi bir sistemik rahatsizliginin bulunmamas,

- Bireylerin herhangi bir periodontal rahatsizhiinin bulunmamasi,

- Bireylerin herhangi bir madde bagimlisi olmamast ve sigara igmemesi,

- Bireylerin teshis radyogramlarindan alveol kemik kaybinin saptanmamis olmasi ve

hi¢cbir bolgede 3 mm’den daha fazla sondalanabilir cep derinliginin olmamas,
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- Kooperasyonun iyi olmasi.

Arastirma kapsamina alinan bireylerin klinik muayeneleri yapildi. Klinik
muayenede her bir bireyin periodontal durumunu saptamak amaciyla Silness ve Loe’nin
Plak Indeksi (PI), Loe ve Silness’in Gingival Indeksi (GI) kullamldi. Ayrica klinik
atasman seviyesi (KAS) ve sondalama derinligine (SD) bakildi. Ttim klinik ol¢timler,
her bir disin mezial, distal, lingual (palatinal) ve labial (bukkal) olmak {izere 4
ylizeyinden elde edildi. Olgtimlerde Williams’in periodontal sondu kullanildi.

Tiim Sl¢limler hazirlanan anamnez formuna kaydedildi (Ekler). P1, GI, KAS ve SD
ortalamalan igin 6nce her bir digin dort yiizeyinden elde edilen degerler toplamp
ortalamalar alinarak bir digin ortalamasi; daha sonra bu degerler toplanip ortalamalan
alinarak da bireyin PI, GI, KAS ve SD ortalamas: elde edildi.

6.2. Klinik indeks skorlan

Plak Indeksi Skorlar: ( Silness ve Loe 1964)%

0: Diseti bolgesinde bakteri plag: yok.

1: Ciplak gozle fark edilemeyen, ancak sond ucunun digeti olugunda gezdirilmesiyle

ag1fa ¢ikarlan plak varligi.

2: Gozle gortilir tarzda diseti kenarinda ve dis yiizeyinde orta dereceli plak varlig.

3: Disetinde ve dis yiizeyinde yogun yumusak birikintilerin mevcudiyeti.

Gingival Indeks Skorlart: ( L3e ve Silness 1963)%

0: Saglikl diseti.

1: Hafif iltibap, hafif renk degisikligi, hafif 6demle karakterize digeti, sondalamada
kanama yok.

2: Orta dereceli iltihap, digeti parlak, kirmizi ve 8demlidir. Sondalamada kanama vardir.
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3: Siddetli iltihap, belirgin kirmizilik ve dem vardir. Ulserasyonlar ve kendiliginden
baslayan kanamaya meyil mevcuttur.

Elde edilen veriler gruplar arasi ve grup i¢i degerlendirmeye tabi tutuldu. Gruplar
aras1 degerlendirmelerde student t-testi; grup i¢i degerlendirmelerde ise eslestirilmisg t-
testi; kullanldi.

6.3. Orneklerin toplanmas:

Calisma grubuna dahil edilen 30 kronik periodontitisli bireyden flep cerrahisi
oncesinde kazima biyopsi 6mekleri toplandi. Kontrol grubuna dahil edilen 30 bireyden
klinik kron boyu uzatma islemi esnasinda veya periodontal hastalik haricinde ki
nedenlerden dolay1 dis ¢ekimi endikasyonu konmusg dislerin diseti kenar1 bdlgesinden
biyopsi drnekleri alindi. Kazima biyopsiler, Kehr Surgical Pvt. Ltd. (Swiss) tarafindan
tiretilen 15 numara tek kullammiik dental bisturi bigag: ile alindi. Alinan tiim biyopsiler
icerisinde 10 ml fosfat buffer soliisyonu (PBS) bulunan numaralandiniimis 50 ml lik
falcon tiiplere aktarildi ve bekletilmeden DNA izolasyonu islemine tabi tutuldu.

6.4. DNA izolasyonu

Igerisinde biyopsi materyalinin bulundugu falcon tip 3000 rpm de 5 dakika
santrifije edilerek materyalin tiipiin dibine ¢6kmesi saglandi. Tiptin yiizeyindeki
siipernatant kisim atildiktan sonra dipte kalan pellet numaralandinlmis 1,5 ml lik
ependorf tiipe aktariidi. Uzerine 200 pl TE Buffer (Tripsin-EDTA) ve 400 pl Lysis
sollisyonu eklendi. Tilp 3-5 kez gevrildikten sonra 65 °C lik su banyosunda 20 dakika
bekletildi. Su banyosundan ¢ikarilan tiipe 20 pl proteinaz K eklendi ve tekrar 55 °C lik
su banyosunda 30-50 dakika bekletildi. Bu asaménm sonunda, tiipiin igerisindeki
pelletin solilsyon igerisinde ¢iplak gdzle goriilmeyecek kadar erimis olmasina dikkat

edildi.
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Su banyosundan ¢ikarilan tilp, proteinaz K'nin inaktivasyonu igin 10 dakika
kaynayan suda bekletildi. Tilpiin sogumas: i¢in birkag dakika beklendikten sonra
tizerine 600 pl kloroform eklendi ve 3-S5 kez gevrildi. Ttip 13000 rpm de 10 dakika
santrifiije edildi. Santrififjiden ¢ikarilan tiiptin igerisinde soliisyonun 3 faza aynldig
gozlendi. DNA molekiillerinin bulundugu en st faz numaralandirlmig yeni bir 1,5 ml
lik ependorf tiipe aktarildi ve fizerine 80 pl presipitasyon soliisyonu 720 pl steril su
karisimindan elde edilen 800 pl lik soliisyon eklendi. Tiip 3-5 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 13000 rpm de 10 dakika santrifiije edildi.

Tip santrifiije edildikten sonra DNA molekillerinin tliplin dibine ¢dkeldigi ve
yapistign gézlendi. Tiiplin igerisindeki siipernatant kissm DNA yerinden hareket
ettirilmeden dokiildiikten sonra tiip icerisine dip kisma yapismig DNA’min tizerine 100
ul 1,2 molar NaCl eklendi. DNA’nin NaCl igerisinde ¢dziindiigli gbzlendikten sonra
tizerine 300 ul soguk saf etanol cklendi ve 20 dakika -20 °C’de bekletildi.
Dondurucudan ¢ikarilan tidp 13000 rpm de 10 dakika santrifiije edildikten sonra tekrar
dibe ¢oken DNA yerinden hareket ettirilmeden tiiptin igerisindeki stipernatant dokiildi.
Iki-ti¢ saat tiiptin igerisinde kalan slipernatant artiklarinin kurumasi beklendi ve DNA
materyali 100 pl steril su ile sulandinlip DNA ¢ozeltisi elde edildi. Bdylece DNA
materyali PCR islemi igin hazir duruma getirildi.

6.5. Mitokondriyal DNA’da incelenen bdlgeler ve prinﬂer giftleri

Tim 6rmeklerden DNA izolasyonu yapildiktan sonra 1 adet kontrol bdlgesi, 2 adet
delesyon bolgesi olmak iizere toplam 3 bolge igin hazirlanan her biri 20 niikleotid
uzunlugunda primer giftleri ile PCR islemi yapildi. Kullanilan primer ¢iftleri;

. Leift L 6251; 5>-TATAGTGGAGGCCGGAGCAG-3’

H 7261; 5’~-GAATGAGCCTACAGATGATA-3’
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. 2.¢ift L 7901; 5>~-TGAACCTACGAGTACACCGA-3
H13631; 5’-GGGGAAGCGAGGTTGACCTG-3’
.3.¢ift L 8531; 5°-ACGAAAATCTGTTCGCTTCA-3’

H 381; 5’- AAATTTGAAATCTGGTTAGG-3’

Birinci bolge; 1.6251-H7261 arasinda kalan bolgedir. Bu balge, doku drneklerinden
izole edilen DNA materyali igerisinde mitokondriyal DNA’nin var oldugunu ve PCR
isleminin bagarili oldugunu gostermek amaci ile kullanildi.

Agaroz jel incelenirken, bu primer ¢iftinin kullamldign PCR {iriinlerinin
yerlestirildigi kuyularda yaklagik 1 kb lik fragmentlerin gdzlenmesi gerekmektedir.
Agaroz jel incelemesinde bu kuyularda yaklasik 1 kb lik fragmentlerin gézlenemedigi
Srneklerin DNA izolasyonlarinin veya PCR isleminin bagarisiz oldugu kabul edildi ve
bu drneklerden DNA izolasyon islemi veya PCR islemi tekrar edildi.

Ikinci bolge; 1.7901-H13650 arasinda kalan bolgedir. Bu bolge, mitokondriyal
DNA’da yaklagik 5 kb biiyiikliiglinde delesyonun olup olmadiginin incelenmesi igin
kullamldi.

Ugtincit bolge; 1.8531-H381 arasinda kalan bdlgedir. Bu bolge, mitokondriyal
DNA’da yaklagik 7,4 kb bilyiikliigiinde delesyonun olup olmadigimn incelenmesi igin
kullamldi.

Incelenen iig bdlgenin mitokondriyal DNA molekiilil iizerindeki yeri sematik olarak

Sekil 4’de gosterilmistir,
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ls/zs:RNA

ﬁrﬂNA

16569 bp 3. bolge

L 6261

1. béige

L 7901 L 8631

1. bdlige; L6261-H7261 (Kontrol bélgesi)
2.bdige; L7901-H13650 (6 kb lik delesyon bdlgesi)
3. bdlge; L8531-H381 (7.4 kb lik delesyon bélgesl)

Sekil 4. Mitokondriyal DNA’da kontrol amacli ve inceleme amach kullanilan bélgeler.
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6.6. PCR iiriinlerinin elde edilmesi

DNA izolasyonu tamamlanan numaralandiriimis her érnek icin 3 adet 0,5 ml lik
ependorf tlip aym numara ile numaralandirildi. Ug tiiptin birbiriyle kanstiriimamasi igin
numaralarin yanina a, b, ¢ harfleri yazilarak ayrim yapildi.

Her tlpe sirasiyla; 5 pl 10XPCR Buffer (magnezyumsuz), 1,5 pl ANTP mix, 3
primer ¢iftinden sadece biri olmak lizere primer ¢iftinin her birinden 1.5 ul primer, 20
ul steril su, 3 pl MgCly, 16 pl DNA ¢ozeltisi eklendi. PCR cihazina yerlegtirilmeden
Once, buharlagmay: engellemek igin tiipiin igerisindeki kangimin tizeri 50 pl mineral oil
ile kapatildi. Tilp PCR cihaz1 iginde 95 °C de 5 dakika bekletildi ve cihaz durdurulup
her tiipe mineral oilin altindaki karigimin igine 1,5 pl Taq DNA polimeraz eklendi.
Cihaz tekrar ¢alistinnldi.

PCR cihazinda tiipler;

94°C 25 saniye

50°C 25 saniye

72°C 80 saniye
olmak tizere 30 d6ngli tamamlandiktan sonra 72 °C de 10 dakika bekletildi. Cihazdan
¢tkarilan tilplin icinde mineral oil’in altindaki PCR iirtinlerinden 26 pl almarak yeniden
aynt numara ve harfle numaralandirilmig bagka bir 0,5 ml lik ependorf tiipe aktarildi ve
3 pl Die (Gel laoding buffer) ile kanstirnldi. Boylece PCR {iiriinlimilz agaroz jelde
yiirlitiilmeye hazir hale getirildi.
6.7. Agaroz jelin hazirlanmasi ve PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi

PCR iriinlerinin yliriitiilmesi igin %1,5’luk agaroz jel hazirlandi. Hassas elektronik
terazide tartilan 1,8 gram agaroz cam erlen mayere aktanld: tizerine 120 ml 1XTBE

eklendi ve 1sitmali magnetik kangtinc: ile ¢ozelti seffaflagincaya kadar karigtirilds.
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Seffaflasan ¢ozeltiye 25 ml etidium bromide eklendikten 2 dakika sonra kanstiricidan
alindi ve yaklagik 50 °C ye kadar sogutulduktan sonra 15°lik tarak yerlestirilmis jel
tablasina dokiildii. Jel donduktan sonra tarak jele zarar verilmeden ¢ikarildi.

Daha dnce hazirlanmig PCR irlinleri her biri bir tarak bosluguna yerlegtirilmek
sartiyla jele yiiklendi. PCR iiriinleriyle beraber bazi tarak bogluklarina iki degigik
marker DNA vyerlestirilerek olugmasi muhtemel fragmentlerin biiyiikliiklerinin tespiti
amaglandi. Jel, 1XTBE ile doldurulmus elektroforez tankina yerlestirildi ve 110 Volt
akimda katottan anoda dogru 2-2,5 saat yliriitiildii.

Elektroforez tankindan ¢ikarlan jel transilliiminator {izerine yerlestirildi. Elde edilen
goriintil bilgisayar ortamina aktarld1 ve bilgisayar progranu ile analizi yapilds.

6.8. Kullamlan kimyasal maddeler

DNA izolasyon kiti (Fermentas)
- Proteinase K (Sigma)

- PBS (AppliChem)

- Boric acid (AppliChem)

- Ethidium Bromide (Sigma)

- EDTA (AppliChem)

- Glycerol (Sigma)

- Mineral oil (AppliChem)

- dNTPmix (Fermentas)

- Taq DNA polimeraz (Fermentas)
- Trizma bazi (Sigma)

- 10XTBE

- Die (Gel laoding buffer)



- Primerler: 3 gift;
Leift L 6251; 5°-TATAGTGGAGGCCGGAGCAG-3’
H 7261; 5>~-GAATGAGCCTACAGATGATA-3’
. 2.6ift L 7901; 5°>-TGAACCTACGAGTACACCGA-3’
H13631; 5’-GGGGAAGCGAGGTTGACCTG-3’
.3gift L 8531; 5°-ACGAAAATCTGTTCGCTTCA-3’
H 381; 5’- AAATTTGAAATCTGGTTAGG-3’
- Agaroz (Sigma)
- Marker DNA’lar 2 adet;
Phix 174 (Promega G176A)
.GeneRuler 100bp DNA Ladder

Marker DNA’larin fragment bilyiikliikleri agagidaki sekildedir.

Phix 174 (Promega G176A) GeneRuler 100bp DNA Ladder
1353 1031
1078 900
872 800
603 700
310 600
271 500
234 400
194 300
118 200

72 100

- 80
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6.9, Kullamlan alet ve cihazlar

Jel goriintiileme ve analiz sistemi (Syngene)

50 ml’lik plastik falcon tiip (Greiner)

15 numara tek kullanimlik dental bisturi bigagi (Kehr Surgical Pvt. Ltd.)
Sogutmalt santrifij (Harrier 18/80)

pH metre (Jenway 3010)

Elektronik terazi (Precisa 160M)

Otomatik mikropipetler; 3 adet (Brand)

1.5 m!’lik ependorf tiip (Axygen)

0.5 mI’lik ependorf tlip (Axygen)

Su banyosu (Fisher Serological Bath)

Thermal cycler (Sanyo DNA Amplifier)

Isitmali magnetik kangtirict (Velp Scientifica)

Electrophoretic gel system (15X15 cm; Bio-Rad Sub-cell GT model)
Dondurucu (-20 °C) (Simtel)

Mikropipet ucu (0.5-10 ml) (Labtips)

Mikropipet ucu (10-100 ml) (Labtips)

Mikropipet ucu (100-1000 ml) (Labtips)

6.10. Kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanmasi

10XTBE’nin hazirlanmasi;

108 gr. Trizma baz1

55 gr. Boric asid

40 ml 0,5 M EDTA (pH: 8,0)

800 mt distile su
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kanigtirilip 1sitmali magnetik kanigtinicida ¢ozdiiriildit. 1XTBE hazirlamak i¢in 10XTBE
1/10 distile su ile sulandirildi.
Die (Gel laoding buffer) hazirlanis:;
%0,4 Bromephenol Blue
%0,4 Xylene Cyanole
%350 Glycerol
kanigtirild1 ve filtre edildi.
TE (Tripsin-EDTA) Buffer’in hazirlams;
0,121 gr. TRIS
0,037 gr. EDTA
100 ml distile su
kanstinldi ve ¢ozdiiriildii.
Ethidium Bromide’nin hazirlamigi; 10 mg/ml konsantrasyonda distile su ile
hazirland1. Aliminyum folyo ile sarild1 ve oda 1sisinda saklandi.
Proteinaz-K’nin hazirlanmasi;
100 mg proteinaz-K
10 ml distile su

karistirild1 ve ¢oziindiiriild.
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7. BULGULAR

Calisma grubuna dahil edilen 30 hastamin (13’0 kadin, 17’si erkek) yaslar1 35-72
arasinda olup, yas ortalamalan 46.11+8.3 idi. Kontrol grubuna dahil edilen 30 bireyin
(14’ kadin, 16’st erkek) yaslant da 25-69 arasinda degisirken, yas ortalamalan
45.7+12.1 idi.

Arastirmamizda elde edilen bulgular, klinik ve laboratuar bulgulart olmak {izere iki
kategoride ele alind1.

Ayrica bu bulgular karsilagtinnlmali olarak da degerlendirildi.

7.1. Klinik Bulgular

Calisma grubuna dahil edilen kronik periodontitisli hastalardan ve kontrol grubuna
dahil edilen periodontal olarak saglikli bireylerden elde edilen plak indeksi (PI),
gingival indeks (GI), klinik atagman seviyesi (KAS) ve sondalama derinlii (SD)
Olgtimleri Tablo 1’de yansitildi.

Bu klinik parametreler bir yandan bireylerin klinik periodontal durumlarinin tespit
edilmesi igin kullantlirken diger yandan gruplar arasinda ve grup igerisinde laboratuar
bulgulan ile karsilagtinlmasi iginde kullaniidi.

Her iki grup kargilastinldiginda; yas parametresi haricindeki (p>0.05) diger
parametreler arasinda istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli farkliliklar tespit edildi

( p<0.001).
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Tablo 1. Gruplar aras1 klinik parametrelerin kargilastiriimast.

Parametre Grup n X+SD P degeri

Caligma Grubu 30 46.1+8.3

YAS 0,882
Kontrol Grubu 30 45.7+12.1
Calisma Grubu 30 1.7310.32

PI 0.000*"*
Kontrol Grubu 30 0.70+0.35
Calisma Grubu 30 1.84+0.40

GI 0.000°"*"
Kontrol Grubu 30 0.65+0.32
Calisma Grubu 30 4.631+0.87

SD 0.000™"*
Kontrol Grubu 30 2.07+0.48
Calisma Grubu 30 4.55%1.10

KAS 0.000"**
Kontrol Grubu 30 0.00+0.00

>0.05 istatistiksel olarak 6nemsiz
**%<0.001 istatistiksel olarak ileri diizeyde Snemli
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7.2. Laboratuar Bulgulan

Calisma grubuna ve kontrol grubuna dahil edilen bireylerden alinan biyopsi
Orneklerinin degerlendirilmesinde;

Kontrol grubu bireylerinden alinan biyopsi orneklerinin tamamindan 1. bdlge
(kontrol bdlgesi) PCR da tiretildi ve tiim 6rneklerden mitokondriyal DNA elde edildi.
Birinci bolge incelemesi ile aym anda yapilan 2. bolge ve 3. bolge incelemeleri
sonrasinda; kontrol grubu bireylerinden alinan biyopsi 6rneklerinin higbirisinde 2. bolge
ve 3. bolge incelemesinde delesyonun varhig: tespit edilemedi. (Sekil 5)

Benzer degerlendirme galigma grubu bireyleri iginde yapildi. Bu gruptaki bireylerde
1. bolge (kontrol bolgesi) PCR da iiretildi ve tim 6rneklerden mitokondriyal DNA elde
edildi. Caligma grubundaki 24 bireyden alinan biyopsi Orneklerinde 2. bolge
incelemesinde yaklagtk 5 kb biiyiikliigiinde delesyonun varligi tespit edilirken 6 bireyin
orneklerinde 2. bdlge incelemesinde delesyona rastlanmadi. Yine aym grupta 3.
bolgenin incelenmesinde 30 Ornegin hi¢ birisinde yaklagik 7,4 kb biiylikliigiinde
delesyonun varliina rastlanmadi. (Sekil 6, Sekil 7)

Elde edilén laboratuar bulgular Tablo 2’de verilmistir.

Calisma grubunda 2. bodlge incelemesinde; 24 &rekte tespit edilen delesyonun
bityitkltigii 4881 bp olarak &lgiildi. Kullanilan marker DNA rehberliginde bu bélgede
delesyon varhiginda olusan fragmentin biiyiikligii yaklagik 872 bp olarak tespit edildi.

(Sekil 8, Sekil 9)



Tablo 2. Laboratuar bulgulart.
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1. Bdolge 2. Bolge 3. Bolge
(Kontrol) (5 kb delesyon inc.) |(7.4 kb delesyon inc.)
n n % n % n %

Keogaal 30(+) 100 0#) 0 0+ 0
Grubu 30

0() 0 30(-) 100 30(-) 100
Calisma

30(+ 100 24 (+) 80 0(+) 0
Grubu 30

0() 0 6(-) 20 30(-) 100
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Sekil 5. 1, 2, 3 ve 4 numaral: bireyler periodontal olarak saglikh bireylerdir.

1a, 2a, 3a ve 4a bireylerin 1. bdlge (kontrol bdlgesi) incelemesi

1b, 2b, 3b ve 4b bireylerin 2. bdlge (5 kb lik delesyon bolgesi) incelemesi
Lc, 2¢, 3¢ ve 4c bireylerin 3. bdlge ( 7.4 kb lik delesyon bdlgesi) incelemesi
M1; GeneRuler 100bp DNA Ladder.

M2; Phix174
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Sekil 6. 5, 6, 7 ve 8 numaral bireyler kronik periodontitisli bireylerdir.

5a, 6a, 7a ve 8a bireylerin 1. bblge (kontrol bdlgesi) incelemesi
5b, 6b, 7b ve 8b bireylerin 2. bdlge (5 kb lik delesyon bolgesi) incelemesi
5¢, 6¢, 7c ve 8c bireylerin 3. bolge ( 7.4 kb lik delesyon bolgesi) incelemesi

M1; GeneRuler 100bp DNA Ladder.
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e 4
R
b
L
T

Sekil 7. 9 numarah birey periodontal olarak saghkh. 10, 11 ve 12 numarali bireyler kronik
periodontitisli bireylerdir.

9a, 10a, 11a ve 12a bireylerin 1. bdlge (kontrol bolgesi) incelemesi

9b, 10b, 11b ve 12b bireylerin 2. bdlge (5 kb lik delesyon bdlgesi) incelemesi

9¢, 10c, 11c ve 12¢ bireylerin 3. bolge ( 7.4 kb lik delesyon bélgesi) incelemesi

M1; GeneRuler 100bp DNA Ladder.
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7.3. Klinik bulgularin ve Laboratuar bulgularmmin kargilastirilmasi

Laboratuar bulgulan elde edildikten sonra galigma grubuna ait klinik parametreler
grup igerisinde karsilagtinldi.

Calisma grubu igerisinde 2. bolge incelemesinde 4881 bp biiyiikliigiinde delesyon
tespit edilen 24 hastanin yas ortalamasi, PI, GI, SD ve KAS ortalamas: degerleri ile
¢aligma grubu icerisinde 2. bolge incelemesinde delesyon tespit edilemeyen 6 hastaya
ait yas ve kinik bulgular karsilastinldiginda; delesyon tespit edilememis 6 hastanin yas,
PI, GI, SD ve KAS ortalamalarinin 2. bdlge incelemesinde delesyon tespit edilmis 24
hastanin yas, PI, GI, SD ve KAS ortalamalarina oranla anlamli derecede diigiik oldugu
gdézlendi (p<0,001, p<0,01). (Tablo 3)

Laboratuar ¢alismasi sonucunda higbir 6rnekte 3. bolge incelemesinde delesyona
rastlanmadi. Bu nedenle laboratuar bulgusu olarak 3. blge incelemesi dikkate almarak

gruplar arasi1 veya grup i¢i karsilagtirmalar yapilmadi.
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Tablo 3. Calisma grubu; grup igi yas ve klinik parametrelerin karsilagtiriimasi.

Parametre n XiSD P degeri
Yas Delesyon (+) 24 48.4+7.80
0.002"*
Delesyon (-) 6 37.1+1.47
PI Delesyon (+) 24 1.82+0.28
0.010"
Delesyon (-) 6 1.45+0.35
GI Delesyon (+) 24 2.00+0.31
0.000™**
Delesyon (-) 6 1.40+0.41
SD Delesyon (+) 24 4.89+0.76
0.000**"
Delesyon (-) 6 3.58+0.32
KAS Delesyon (+) 24 5.12+0.86
0.000™**
Delesyon (-) 6 2.1540.56

>0.05 istatistiksel olarak 6nemsiz
**<().01 istatistiksel olarak énemli
*¥%<0.001 istatistiksel olarak ileri diizeyde dnemli
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8. TARTISMA

Giintimiizde kronik periodontitisin ana etkeninin mikrobiyal dental plak oldugu
konusunda fikir birligi vardir.”® Bununla birlikte periodontitisin baglamasi ve
gelisiminde gesitli faktorlerinde etkili oldugu dusiiniilmektedir. Bu faktorlerin en
Onemlilerinden biride genetiktir. Nitekim periodontitisli bireylerin digeti dokusunda
DNA hasarlan tespit edilmistir.2*?® Ancak yapilan ¢aligmalarda, periodontitisli
bireylerde digeti dokusunda meydana gelen DNA hasarlarinin neden ve hangi DNA
molekiiliinlin hangi gen bélgelerinde olustuguna dair kesin veriler elde edilememistir.
Kronik periodontitisli bireylerde yapilan g¢aligmalar, digeti dokusunda kronik iltihaba
bagli olarak DNA hasart meydana getirebilen reaktif oksijen tiirlerinin miktarinda artig
oldugunu gﬁstermektedir.ao‘“ Diger yandan ¢esitli dokularda yapilan caligmalarda,
reaktif oksijen tlirlerinin zararli etkilerine karst mitokondriyal DNA’min niikleer
DNA’ya oranla daha savunmasiz ve hasar olusumuna yatkin oldugu rapor Cdilmi$til‘.36’3 7
Bu aragtirmada; kronik periodontitisli bireylerde diseti dokusunda mitokondriyal
DNA’da delesyon tipi mutasyonlarin varligini gbstermek, bu delesyonlarin yaslanma ve
kronik periodontitis hastalifiyla iligkisine agiklik getirmek ¢alismamizin ana amacim
olustururken, eger varsa bu delesyon tipi mitokondriyal DNA mutasyonunun boyutunu,
yerini tespit etmek ve kronik periodontitis hastalifmin siddeti ile olan iligkisini
arastirmak diger amaglarini olusturdu.

Bu amaglar dogrultusunda; galigma grubuna daha dnce periodontal tedavi gérmemis
yas ortalamalan 46.148.3 olan 35-72 yas araliginda kr,pnik periodontitisli bireyler dahil
edilirken, varligt muhtemel mitokondriyal DNA delesyonunun kronik periodontitis

hastaligiyla m1? yoksa yaslanmayla mu? veya her iki faktorle birden mi? iligkili
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oldugunu aragtirmak amaci ile kontrol grubuna yas ortalamalan 45.7+12.1 olan 25-69
yas araliginda periodontal olarak saglikli bireyler dahil edildi.

Diger yandan mitokondriyal DNA delesyonlarina neden olabilecek yaslanma ve
kronik iltihap digindaki faktorlerin elimine edilmesi amaciyla, ¢alismarmza dahil edilen
tiim bireylerin sistemik olarak saglikli bireyler olmasina ve sigara, alkol gibi zararli
maddeler kullanmyor olmalarina dikkat edildi.

Daha once yapilan aragtirmalarda yash bireylerden alinan karaciger,” testis,” kas,”
kalp®' ve akciper™ gibi viicudun gesitli dokularinda, 4977 bp ve 7436 bp biiyitkliigiinde
mitokondriyal DNA delesyonlarinin yaslanmaya bagh olarak goriildigit rapor
edilmistir,

Son yillarda gesitli hastaliklar ve mitokondriyal DNA delesyonlart arasindaki
iligkiyi arastiran ¢alismalar, mitokondriyal DNA delesyonlarinin olusumunda yaglanma
kadar hastahik patogenezi ve siddetininde rol oynadig gosterilmistir.*®**® Benzer yas
gruplarindaki hastalikhi ve saglikli bireylerden alinan doku &rnekleriyle yapilan
calismalarda, hastalik patogenezi ve giddetinin mitokondriyal DNA delesyonlarinin
olusma yasim diisiirdiigii rapor edilmistir.*®**9%>* Hastalikh dokularda direk veya
dolayli olarak biriken toksik maddelerin oksidatif etkiyi artirdigi ve dolayistyla erken
oksidatif hasar meydana getirdigi iddia edilmigtir. 3490394

Lee ve arkadaslar® saglhkli bireylerin iskelet kasi dokularindan alinan &rneklerle
yaptiklan arastirmada, yash bireylerde siklikla 70 yas tizerinde 4977 bp biiyiikliigiinde
mitokondriyal DNA delesyonlarmin varligim tespit etmislerdir. Lim ve arkadaglarimn®
yaptiklari bagka bir aragtirmada ise, ileri derecede bobrek hastalii olan 70 yas {izeri

bireylerin iskelet kast dokusundan alinan Orneklerde 4977 bp biyiikliigiindeki

mitokondriyal DNA delesyonlarinin goriilme siklifimin aym yas grubu saglikli bireylere
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oranla ¢ok daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Lim ve arkadaslan™ 50 yas alti
saglikh bireylerin higbirisinde iskelet kas1 dokusunda 4977 bp biiyiikligiinde delesyon
tespit edemezlerken ileri derecede bobrek hastaligi olan bireylerin iskelet kast
dokusunda delesyon gorillme yasiin 28’¢ kadar distiigiini bildirmiglerdir.
Aragtirmacilar, ileri derecede bSbrek hastasi olan 40 yas alt1 bireylerde %33, 40-60 yas
arasindaki bireylerde %66 ve 60 yas {istii bireylerde %100 oraninda 4977 bp
biiyiikliigiinde delesyonun varligini rapor etmislerdir. Ileri derecede bobrek hastalarinda
iskelet kast dokusunda siirekli biriken tiremik toksinlerin reaktif oksijen tiirlerinin
{iretimini artirdifn ve buna bagli olarak erken oksidatif hasar meydana geldigini
bildirmiglerdir.*®

Kim ve arkadaslari®’ terminal kalp yetmezligi olan hastalardan ve kalp hastalig
disindaki nedenlerden dolayr 6lmiis kisilerden aldiklari kalp dokusu o6mekleri ile
yaptiklari arastirmada, terminal kalp yetmezligi olan hastalarda 4977 bp bilyiikliigiinde
ve 7436 bp biyikliginde delesyonlar tespit etmislerdir. Kim ve arkadaslar®® yas-
hastalik kombinasyonunun mitokondriyal DNA delesyonlarimin olhsumunu artirdigini,
dolayisiyla kalp dokusunda mitokondriyal DNA delesyonlarmin varliginin kalp
hastaliklarinin patogenezi ve siddeti ile iliskili oldugunu rapor etmiglerdir,

Fahn ve arkadaglan® sigara kullanan ve kullanmayan cerrahi rezeksiyon tedavisi
gerektiren akciger hastaliklar olan bireylerden operasyon esnasinda aldiklan akciger
dokusu Ornekleri ile yaptiklari aragtirmada, 4977 bp biiyiikligiinde delesyon tespit
etmigler ve sigara kullanan bireylerde 4977 bp biiyiikligiinde delesyonun goriilme
orantmt 7 kat daha fazla olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Fakat bireyler arasinda sigara
kullanimi faktdriintin varyasyonunun yiiksek olmasi nedeniyle tespit edilen 4977 bp

biiyikliigtindeki delesyonun sigara kullammindan daha ¢ok yaslanmaya bagh oldugunu
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rapor etmislerdir. Fahn ve arkadaglar’’®® aym yontemi kullanarak yaptiklari bagka bir
caligmada, mitokondriyal DNA’da aym bélgede 4977 bp biiyiikliigiindeki delesyondan
farkl: 4839 bp biyiikliigiinde delesyon tespit etmislerdir. Sigara kullanan bireylerde
4839 bp biiytikliigiindeki delesyonun sikliginin sigara kullanmayan bireylere oranla
anlamh derecede fazla oldugunu ve bu delesyonun insan akcigerinde sigara
kullaniminin neden oldugu hasarlar igin iyi ve glivenilir bir molekiiler marker olarak
kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Fahn ve arkadaslan’ uzun siire sigara kullanimina
bagli olarak akciger dokusunda erken oksidatif hasara neden olabilecek serbest radikal
birikimi oldugunu ve bu durumun mitokondriyal DNA delesyonlarina neden
olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Bu c¢aligmalar gostermistir ki mitokondriyal DNA delesyonlaninin olusumuna,
yaslanma siireci boyunca mitokondri igerisinde dogal olarak biriken reaktif oksijen
tiirlerinin yani sira hastalik patogenezi ve sigara kullanimina bagh patolojik olarak
iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin de etkisi vardir. Bizim c¢alismamizda genis yas
araligina sahip gruplar olusturularak yaslanma siireci boyunca dogal olarak iiretilen
reaktif oksijen tiirlerinin diseti dokusunda mitkondriyal DNA delesyonlarinin
olusumuna etkisi arastirildigr gibi kronik periodontitisli bir grup olugturularak kronik
iltihap nedeniyle patolojik olarak diseti dokusunda iiretimi artan reaktif oksijen
tiirlerinin bu delesyonun olusumuna etkisi aragtinildi. Tim bireylerin sistemik olarak
saglikli olmasi, sigara ve alkol gibi zararli maddeler kullanmiyor olmalan; diseti
dokusunda mitokondriyal DNA delesyonlarina neden olabilecek reaktif oksijen
tiirlerinin bu kaynaklardan tretiliyor olma ihtimallerini ortadan kaldirdu.

Calismamizin amaglan arasinda yer alan diseti dokusundaki mitokondriyal DNA

delesyonlarinin biiyiikliigiiniin tespit edilebilmesi i¢in iki degisik marker DNA’dan
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faydalanildi. Aynca olusan delesyonun yaklasik olarak yerinin tespit edilebilmesi i¢in
dzel olarak hazirlanmis primer ¢iftleri kullaruldi.

Bizim arastirmamizda inceledigimiz muhtemel delesyon bélgelerinde daha once
farkli arastirmacilar tarafindan gesitli dokularda degisik bilyiiklitklerde delesyonlarin
varli tespit edilmistir. Kronik periodontitisli bireylerin diseti dokusunda mitokondriyal
DNA delesyonu tespit ettigimiz bolgede farkl aragtirmacilar tarafindan daha dnce tespit

edilmis degisik bilyiikliiklerdeki delesyonlar Tablo 4’de verilmigtir.

Tablo 4. 2. bolgede daha énce tanumlanmig delesyonlar.

Delesyon noktalar1 | Delesyonun boyutu Tekrarlayan noktalar N
8271:8281 -9 R INR
8426:12894 -4467 8416-8420/12890-12894 D, 5/5
8468:13446 -4977 8470-8482/13447-13459 D, 13/13
8469:13447 -4977 8470-8482/13447-13459 D, 13/13
8482:13460 -4977 8470-8482/13447-13459 , 13/13
8570:13236 4665 8566-8571/13237-13242 [, 5/6
8631:13513 -4881 8625-8631/13506-13512 D, 7/7
8631:13580 -4949 - INR
8710:13549 -4839 8703-8711/13541-13549 D, 9/9
9191:12909 -3717 9189-9191/12906-12908 D, 3/3
9515:13055 3539 9517-9525/13055-13063 , 119
9574:12972 -3397 9568-9574/12965-12971 D, 7/7
10367:12829 -2461 10365-10367/12826-12828 D, 3/3
10598:13206 2607 10587-10592/13192-13197 D, 6/6

Bizim arastirmamizda tiim bireylerden alinan biyopsi Orneklerinin laboratuar
incelemesi, 24 kronik periodontitisli bireyde 4881 bp biiyikliigiinde mitokondriyal
DNA delesyonunun oldugunu goéstermistic. Bu orneklerin laboratuar ¢alismasi
esnasinda kullamlan marker DNA’lar rehberliginde delesyon varliginda olusan

fragmentin biiyiikliigii 872 bp olarak dl¢iilmiistiir. Kontrol amaci ile ¢alismamiza dahil
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edilen saghkh Dbireylerden alinan Orneklerin higbirinde mitokondriyal DNA
delesyonunun varhifi gézlenmemistir.

Sugano ve arkadaglar®® 47 yas tzeri kronik periodontitisli bireylerde digeti
dokusunda mikondriyal DNA delesyonlarinin var oldugunu rapor etmislerdir.
Arastirmacilar diseti dokusunda tespit ettikleri delesyonun 4977 bp biiytikligiinde
oldugunu dilstinmiigler fakat ¢calismalar esnasinda bu disiincelerini dogrulayacak bir
yontem kullanmadiklari gibi aymt yas grubunda periodontal olarak saglikli bireyleri
calismalarina dahil etmemiglerdir ayrica ¢aligmalarina dahil ettikleri kronik
periodontitisli hastalarin PI, GI, KAS ve SD gibi klinik parametrelerini §lgmemislerdir.
Oysa bizim c¢aligmamizda varlign muhtemel delesyonlarin biylikliiginiin tespiti
amaciyla marker DNA kullanilip tespit edilen delesyonun 4881 bp biyikliigiinde
oldugu teyit edildigi gibi benzer yas araliklarinda periodontal olarak saglikli ve
hastalikli bireylerin dahil edildigi iki grup olusturuldu boylece delesyon olugumuna yas
faktoriintin etkisi degerlendirildi, ayrica PI, GI, KAS ve SD gibi klinik parametreler
olgiildii ve hastalik siddetinin delesyon olusumu ile iligkisi degerlendirildi.

Arastirmamiz sonucunda elde ettifimiz veriler, periodontal olarak saglikli 70 yas
alt1 bireylerin diseti dokusunda mitokondriyal DNA delesyonlarinin olmadigim
gostermektedir. Ulkemizde yapilan epidemiolojik ¢alismalarda, 65 yas iizeri bireylerde
digsizlik oranimin %75 civarinda oldugu ve digli bireylerinde %72’sinin ileri derece
periodontal tedaviye ihtiyac: oldugu bildirilmistir.”*® Bu durum goz 6niine alinacak
olursa, 70 yas iizeri disli ve periodontal olarak saglikli bireylerden olusan bir grubun
olusturulmasinin neredeyse imkansiz oldugu anlagilacaktir. Ancak ileri yas gruplarinda

cesitli saghkli dokularda yapilan ¢alismalar dikkate alinirsa, 70 yas lizeri periodontal
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olarak saglikli bireylerde yaglanmaya bagl olarak digeti dokusunda mitokondriyal DNA
delesyonlarinim varolmas ihtimal dahilindedir.

Arastirmamiz sonucunda kontrol grubundaki saglikli bireylerde higbir delesyona
rastlanmazken ¢alisma grubundaki kronik periodontitisli bireylerde %80 oraninda 4881
bp biiyikliiginde delesyona rastlanmasi kronik periodontitis hastaliginin  digeti
dokusunda mitokondriyal DNA delesyonlarinin olusumu ile iligkili oldugu sonucunu
bize vermektedir. Keza her iki grup arasinda farklihk gosteren faktorler klinik
parametrelerdir. Gruplarnin yas ortalamalanimin ve yas araliklanmin benzer olmasina
ragmen laboratuar bulgularinin farkli olmas: digeti dokusunda tespit edilen 4881 bp
bityiikliigiindeki mitokondriyal DNA delesyonunun yaslanma ile direk iligkisinin
olmadigim gostermektedir.

Bizim arastirmamzda diseti dokusunda elde ettigimiz bulgulann daha once gesitli
dokularda mitokondriyal DNA delesyonlan ile ilgili yapilan ¢aligmalarla karsilagtiracak
olursak; bir dokuda meydana gelen mitokondriyal DNA delesyonlar ile dokuda erken
oksidatif hasar olusumuna neden olabilecek faktorlerin varhii arasinda yakin iligki
oldugu savinin bizim arastirmamiz tarafindan da destekledigini gériiriiz.

Aragtirmamizin sonucunda 4881 bp biiylikliigiinde mitokondriyal DNA delesyonu
tespit ettifimiz caligma grubundaki 24 hastaya ve herhangi bir delesyon tespit
edemedigimiz ¢alisma grubundaki diger 6 hastaya ait klinik parametrelerin grup ici
karsilastirmasi yapildiginda; her iki alt grup arasinda tiim klinik parametrelerde anlamli
farklibklar oldugu gozlenmistir. iki alt grup arasinda istatistiksel olarak anlamh
farkliliklanin  g6zlendigi PI, GI, KAS ve SD parametreleri, periodontal agidan
periodontal hastalik tiiriintin ve siddetinin belirlenmesinde kullamlan dlgiimlerdir. Her

iki alt grup arasinda klinik parametrelerin anlamli derecede farkli olmast kronik
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periodontitis hastaliginin giddetinin diseti dokusunda 4881 bp biiyiikliigiinde
mitokondriyal DNA delesyonunun olusmasiyla iligkili olabilecegi fikrini vermektedir.

Yine c¢alisma grubu igerisinde yapilan grup i¢i degerlendirmede; delesyon tespit
ettigimiz hastalar ile delesyon tespit edemedigimiz hastalar arasinda yas parametresinin
istatistiksel olarak anlaml farklilik gdsterdigi gorilmistir. ik bakista ¢alisma grubu
icerisinde delesyon olusumunda yas faktdriiniin Snemli oldugu diisiiniilmiigtiir. Fakat
delesyon tespit edilmis alt grup igerisinde 40 yas civart siddetli kronik periodontitisli
bireylerinde bulunmasi, delesyon olusumunda yas faktdriinden daha ¢ok hastalik
siddetinin 6nemli oldugu kanaatini uyandirmustir. Zira klinik parametreler dikkate
alindiginda delesyon tespit ettigimiz hastalarin nadiren orta siddetli, siklikla siddetli
kronik periodontitisli hastalar, delesyon tespit edemedigimiz hastalarin ise hafif giddetli
kronik periodontitisli hastalar oldugu dikkat gekmistir.

Mitokondriyal DNA’min  varligimin tespitinden giinlimiize kadar yapilan
arastirmalar, bu genomun mitokondriyal ATP tiretiminde Snemli gorevler tstlendigini
ortaya koymugstur. ATP sentezinin gergeklesmesinde 5 adet solunum kompleksi
enzimleri 6ncelikli rolii oynar. Mitokondriyal DNA, 5 adet solunum kompleksi zinciri
(OXPHOS: oksidatif fosforilasyon) enzimlerinden 4’tiniin alt birimleri igin gerekli
bilesenleri saglar.”

Delesyona ugramis mitokondriyal DNA’da oksidatif fosforilasyon i¢in kodlanan 13
mRNA geninin bir kismimn eksilen bolge igerisinde olmasi ve bu nedenle
kodlanamamast ATP dretiminin gergeklegsmesinin  Oniindeki Snemli engellerden
biridir.*® Huicre igerisindeki tiim mitokondriyal DNA’larda delesyon olugmamus olabilir.
Bu durumda kodlanmasi zaruri olan mRNA genleri saglam mitokondriyal DNA’lardan

elde edilebilir. Fakat delesyona ugramis mitokondriyal DNA’mn boyunun kisa olmasi,
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delesyonlu mitokondriyal DNA’ya normal mitokondriyal DNA’ya gore replikatif bir
{istiinliik saglar. Bu Ustiinlik zamanla delesyonlu mitokondriyal DNA’nin normallere
gbre oramint siirekli artmasina neden olur. Oksdatif hasarin devam etmesi ve delesyonlu
mitokondriyal DNA’nin replikatif tistinliigii bir miiddet sonra doku hilcrelerinde ATP
irctimini azaltarak dokuda enerji agigina neden olacaktir.®

Bizim aragtirmamizda digeti dokusunda tespit ettigimiz 4881 bp biiyikliiglindeki
mitokondriyal DNA delesyonu, ATPaz8, ATPaz6, CO III, ND 3, ND 4, ND 4L ve ND 5
genlerini igeren bdlgenin kopmasi sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Bu genlerden yoksun
olan delesyona ugramis mitokondriyal DNA’min replikatif iistiinliigiinii nedeniyle
oramumin hizla artmasi digeti dokusunda ciddi enerji sorununun ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Bu durum g¢esitli mekanizmalar yoluyla baslamis olan doku hasarnimn ve

dolayistyla doku yikiminin siddetlenerek artmastyla sonuglanabilir. (Sekil 8)

128 rRNA

16S rRNA

128 tRNA
insan mtDNA's:

16569 hp

B 165 rANA

Normal mtDNA'dan kopan bdige Delesyona ugramig mtDNA

Sekil 8. Mitokondriyal DNA’nin delesyona ugramast.
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Arastirmamiz  irdelendiginde; Takane ve arkadaglarnm®  agirhkli  olarak
polimorfoniikleer l6kositlerden salinan reaktif oksijen tlirlerinin gesitli DNA hasarlan
meydana getirerek doku yikimina neden olabilecekleri savi ile ortilstigii gérilimektedir.

Disetinin kronik iltihabi ile karakterize kronik periodontitisli hastalarimizda diseti
dokusunda olugan erken oksidatif etkinin sadece hiicreler arasi molekiiller tizerinde
degil ayni zamanda mitokondriyal DNA gibi hiicre i¢i molekiiller {izerinde de hasarlar
meydana getirebildigini s6yleyebiliriz. Klinik bulgularin ve laboratuar bulgularinin
karsilagtinlmas: sonucu elde edilen verilerden yola ¢ikarak; diseti dokusundaki kronik
iltihabin sonucu agtga ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu mitokondriyal DNA
delesyonunun: kronik periodontitis hastaliinin siddetinden etkilendigini ve bir miiddet
sonra delesyonlu DNA’mn replikatif iistiinliigli nedeniyle oranmmin artmasi sonucu
hastaligin siddetini etkileyebilecegini diisiinebiliriz.

Ancak literatiirde periodontal hastaliklarla mitokondriyal DNA delesyonlar
arasindaki iligskiye agiklik getirebilecek arastirmalarin sayist yok denecek kadar azdir.
Bizim aragtirmamiz bu konuyla ilgili yapilmis iki ¢alismadan biridir. Dolayistyla
literatlirlerle genis olarak tartisgamadigimiz aragtirmamiz ancak kontrol grubu ile
mukayese edilerek sonuca varilmaya g¢aligilmistir. Bu konuya 1sik tutabilecek ileriki

¢aligmalarin yapilmasimn yararh ve gerekli olacagi kanaatindeyiz.
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9. SONUCLAR

1. Kronik periodontitisli bireylerde diseti dokusunda konak savunma hiicrelerinin
sayisinin ve aktivasyonunun artmasina baglt olarak agifa ¢ikan reaktif oksijen tiirleri
erken oksidatif hasar meydana getirmektedirler.

2. Kronik periodontitisli bireylerin digeti dokusunda meydana gelen erken oksidatif
hasar sadece hiicreler arasi molekiilleri degil ayn1 zamanda mitokondriyal DNA gibi
hiicre igi molekiilleride kapsamaktadir.

3. Kronik periodontitisli bireylerin digeti dokusunda 4881 bp bilyikliigiinde
mitokondriyal DNA delesyonunun varligi tespit edilmistir.

4. Gruplar arasi laboratuar bulgularimin incelenmesi sonucu elde edilen veriler,
periodontal olarak saglikli 70 yas alt1 bireylerin digeti dokusunda yaslanmaya bagl
olarak mitokondriyal DNA delesyonlarinin olusmadifint gstermektedir.

5. Cahgma grubu igerisinde klinik bulgular ile laboratuar bulgulaninin karsilastiriimasi
sonucu elde edilen veriler, kronik periodontitisli bireylerin digeti dokusunda tespit
edilen 4881 bp biiyiikligiinde ki mitokondriyal DNA delesyonunun yaslanma ile direk
iligkisi olmadigini g&stermektedir.

6. Calisma grubu icerisinde klinik bulgular ile laboratuar bulgularimin karsilastiriimasi
sonucu elde edilen veriler, kronik periodontitisli bireylerin digeti dokusunda tespit
edilen 4881 bp biyikliginde ki mitokondriyal DNA delesyonunun kronik
periodontitisin siddeti ile iligkili oldugunu gostermektedir.

7. Aragtirmamiz swrasinda periodontal olarak saglikli 70 yas iizeri bireylerin dahil

edilebilecegi bir grup olusturulamamistir. Bu durum toplumumuzda periodontal
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hastaliklarin ve erken dis kaybina neden olan diger dis hastaliklarinin prevelansinin ne

kadar yliksek oldugunu gstermektedir.



53

10. KAYNAKLAR

1. Oliver RC, Brown LJ, Loe H. Periodontal diseases in the United States population. J
Periodontol 1998; 69(2): 269-278.

2. The American Academy of Periodontology. The pathogenesis of periodontal diseases
(position paper). J Periodontol 1999; 70: 457-470.

3. Williams, R.C. Periodontal Diseases. N Engl J Med 1990; 322: 373-381.

4. Flemming TF. Periodontitis. Ann Periodontol 1999; 4: 32-37,

5. Greenstein G. Nonsurgical periodontal therapy in 2000: a literature review. JADA
2000; 131: 1580-1592.

6. Newman MG, Takei HH, Carranza FA. Carranza’s clinical periodontology.
Philedelphia London New York St Louis Sydney Toronto: W.B Saunders Company,
2002: 398-402.

7. Brown LJ, Loe H. Prevalence, extent, severity and progression of periodontal disease.
Periodontol 2000 1993; 2: 57-71.

8. Albandar JM. Periodontal diseases in North America. Periodontol 2000 2002; 29: 31-
69.

9. Albandar JM, Brunelle JA, Kingman A. Destructive periodontal disease in adults 30
years of age and older in the United States, 1988-1994. J Periodontol 1999; 70(1): 13-
29.

10. Emrich L], Shlossman M, Genco RJ. Periodontal disease in non-insulin-dependent
diabetes mellitus. J Periodontol 1991; 62(2): 123-131.

11. Lamster IB, Lalla E. Periodontal disease and diabetes mellitus: discussion,

conclusions, and recommendations. Ann Periodontol 2001; 6(1): 146-149.



54

12. Taylor GW, Burt BA, Becker MP, Genco RJ, Shlossman M, Knowler WC, Pettitt
DJ. Non-insulin dependent diabetes mellitus and alveolar bone loss progression over 2
years. J Periodontol 1998; 69(1): 76-83.

13. Reddy MS. Osteoporosis and periodontitis: discussion, conclusions, and
recommendations. Ann Periodontol 2001; 6(1): 214-217.

14. Wactawski-Wende J. Periodontal diseases and osteoporosis: association and
mechanisms. Ann Periodontol 2001; 6(1): 197-208.

15. Amano A, Kishima T, Akiyama S, Nakagawa I, Hamada S, Morisaki I. Relationship
of periodontopathic bacteria with early-onset periodontitis in Down's syndrome. J
Periodontol 2001; 72(3): 368-373.

16. Kinane DF. Periodontitis modified by systemic factors. Ann Periodontol 1999; 4(1):
54-64.

17. Lamster IB, Grbic JT, Bucklan RS, Mitchell-Lewis D, Reynolds HS, Zambon 1J.
Epidemiology and diagnosis of HIV-associated periodontal diseases. Oral Dis 1997; 3
(Suppl 1): S141-S148.

18. Zambon JJ, Reynolds HS, Genco RJ. Studies of the subgingival microflora in
patients with acquired immunodeficiency syndrome. J Periodontol 1990; 61(11): 699-
704.

19. Gonzalez YM, De Nardin A, Grossi SG, Machtei EE, Genco RJ, De Nardin E.
Serum cotinine levels, smoking, and periodontal attachment loss. J Dent Res 1996;
75(2): 796-802.

20. Haffajee AD, Socransky SS. Relationship of cigarette smoking to attachment level

profiles. J Clin Periodontol 2001; 28(4): 283-295.



55

21. Hart TC, Kornman KS. Genetic factors in the pathogenesis of periodontitis.
Periodontol 2000 1997; 14: 202-215.

22. Lang NP, Tonetti MS, Suter J, Sorrell J, Duff GW, Kornman KS. Effect of
interleukin-1 gene polymorphisms on gingival inflammation assessed by bleeding on
probing in a periodontal maintenance population. J Periodontal Res 2000; 35(2): 102~
107.

23. McDevitt MJ, Wang HY, Knobelman C, Newman MG, di Giovine FS, Timms J,
Duff GW, Kornman KS. Interleukin-1 genetic association with periodontitis in clinical
practice. J Periodontol 2000; 71(2): 156-163.

24. Genco RJ, Ho AW, Grossi SG, Dunford RG, Tedesco LA. Relationship of stress,
distress and inadequate coping behaviors to periodontal disease. J Periodontol 1999;
70(7): 711-723.

25. Nishida M, Grossi SG, Dunford RG, Ho AW, Trevisan M, Genco RJ. Calcium and
the risk for periodontal disease. J Periodontol 2000; 71(7): 1057-1066.

26. Nishida M, Grossi SG, Dunford RG, Ho AW, Trevisan M, Genco RJ. Dietary
vitamin C and the risk for periodontal disease. J Periodontol 2000; 71(8): 1215-1223.
27. Takane M, Sugano N, Iwasaki H, Iwano Y, Shimizu N, Ito K. New biomarker
evidence of oxidative DNA damage in whole saliva from clinically healthy and
periodontally diseased individuals. J Periodontol 2002; 73: 551-554.

28. Sugano N, Kawamoto K, Numazaki H, Murai S, Ito K. Detection of mitochondrial
DNA mutations in human gingival tissues. J Oral Science 2000; 42: 221-223.

29. Oztas S, Yakan B. Mitokondriyon & Mitokondriyal DNA Patolojileri. Erzurum

Atatiirk Universitesi Kazim Karabekir Egitim Fakiltesi ofset tesisleri, 2000;1-75.



56

30. Johns Donald R. Mitochondrial DNA and Disease. N Engl ] Med 1995; 333/10:638-
644.

31. Nass MMK, Nass S..Fibrous structures within the matrix of developing chick
embryo mitochondria. Exp Cell Res 1963;26:424-437.

32. Anderson S, Bankier AT, Barrell BG, de Bruijn BM, Coulson AR, Drouin J, Eperon
IC, Nierlich DP, Roe BA, Sanger F, Schreier PH, Smith AJ, Staden R, Young IG.
Sequence and organization of the human mitochondrial genome. Nature 1981;290:457-
465.

33. Taanman JW. The mitochondrial genome: Structure, transcription, translation and
replication. Biochim Biophys Acta 1999; 1410:103-123.

34. Attardi G, Schvartz G. Biogenesis of Mitochondria. Ann Rev Cell Biol 1988; 4:
289-333.

35. Borst P, Grivell LA. Small is beautiful—Portrait of a mitochondrial genome. Nature
1981;290:443-444.

36. Wallace DC, Shoffner JM, Trounce I, Brown MD, Ballinger SW, Corral-Debrinski
M, Horton T, Jun AS, Lott MT. Mitochondrial DNA mutations in human degenerative
diseases and aging. Biochim Biophys Acta 1995; 1271: 141-151.

37. Richter C, Park J.M, Ames B.N. Normal oxidative damage to the mitochondrial and
nuclear DNA is extensive. Proc Natl Acad Sci U.S.A 1988; 85: 6465-6467.

38. Wallace DC, Singh G, Lott MT, Hodge JA, Schurr TG, Lezza AM, Elsas LJ,
Nikoskelainen EK. Mitochondrial DNA mutation associated with Leber's hereditary
optic neuropathy. Science 1988; 242(4884): 1427-1430.

39. Mandavilli B.S, Santos J.H, Van Houten B. Mitochondrial DNA repair and aging.

Mutat Research 2002; 509:127-151.



57

40. Lee HC, Yin PH, Yu TN, Chang YD, Hsu WC, Kao SY, Chi CW, Liu TY, Wei YH.
Accumulation of mitochondrial DNA deletions in human oral tissues -- effects of betel
quid chewing and oral cancer. Mutat Research 2001; 493(1-2): 67-74.

41. Jessie BC, Sun CQ, Irons HR, Marshall FF, Wallace DC, Petros JA. Accumulation
of mitochondrial DNA deletions in the malignant prostate of patients of different ages.
Exp Gerontol 2001; 37(1): 169-174.

42. Nishikawa M, Nishiguchi S, Shiomi S, Tamori A, Koh N, Takeda T. Somatic
mutation of mitochondrial DNA in cancerous and noncancerous liver tissue in
individuals with hepatocellular carcinoma. Cancer Res 2001; 61: 1843-1845.

43. Jackson AL, Chen R, Loeb LA. Induction of microsatellite instability by oxidative
DNA damage. Proc Natl Acad Sci U.S.A 1998; 95: 12468-12473.

44. Tamori A, Nishiguchi S, Nishikawa M, Kubo S, Koh N, Hirohashi K, Shiomi S,
Inoue M. Correlation between clinical characteristics and mitochondrial D-loop DNA
mutations in hepatocellular carcinoma. J Gastroenterol 2004; 39(11): 1063-1068.

45. Yoneda M., Katsumata K., Hayakawa M., Tanaka M. and Ozawa T. Oxygen stress
induces an apoptotic cell death associated with fragmentation of mitochondrial genome.
Biochem Biophys Res Commun 1995; 209(2): 723-729.

46. Dizdaroglu M. Chemical determination of free radical-induced damage to DNA.
Free Radic Biol Med 1991; 10(3-4): 225-242.

47. Hayakawa M, Torii K, Sugiyama S, Tanaka M, Ozawa T. Age-associated
accumulation of 8-hydroxydeoxyguanosine in mitochondrial DNA of human

diaphragm. Biochem Biophys Res Commun 1991; 179(2): 1023-1029.



58

48. Lim PS, Cheng YM, Wei YH. Large-scale mitochondrial DNA deletions in skeletal
muscle of patients with end-stage renal disease. Free Radic Biol Med 2000; 29(5): 454-
463.

49. Kim UK, Kim HS, Oh BH, Lee MM, Kim SH, Chae JJ, Choi HS, Choe SC, Lee
CC, Park YB. Analysis of mitochondrial DNA deletions in four chambers of failing
human heart: hemodynamic stress, age, and disease are important factors. Basic Res
Cardiol 2000; 5(2): 163-171.

50. Shigenaga M.K.; Hagen T.M.; Ames B.N. Oxidative damage and mitochondrial
decay in aging. Proc Natl Acad Sci U.S.A 1994; 91: 10771-10778.

51. Yen TC, King KL, Lee HC, Yeh SH, Wei YH. Age-dependent increase of
mitochondrial DNA deletions together with lipid peroxides and superoxide dismutase in
human liver mitochondria. Free' Radic. Biol. Med 1994; 16: 207-214.

52. Shackelford RE, Kaufmann WK, Paules RS. Oxidative stress and cell cycle
checkpoint function. Free Radical Biol Med 2000; 28: 1387-1404.

53. Nikjoo H, O'Neill P, Terrissol M, Goodhead DT. Modelling of radiation-induced
DNA damage: the early physical and chemical event. Int J Radiat Biol 1994; 66(5):
453-457.

54. Krishnan KJ, Harbottle A, Birch-Machin MA. The use of a 3895 bp mitochondrial
DNA deletion as a marker for sunlight exposure in human skin. J Invest Dermatol 2004;
123(6): 1020-1024.

55. Halliwell, B., Gutteridge, J. Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition metals and

disease. J. Biochem 1984; 219: 1-14.



59

56. Ward JF. DNA damage produced by ionizing radiation in mammalian cells:
identities, mechanisms of formation, and reparability. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol.
1988, 35: 95-125.

57. Papa S, Skulachev VP. Reactive oxygen species, mitochondria, apoptosis and aging.
Mol Cell Biochem 1997; 174: 305-319.

58. Thompson HL, Wilton JM. Effects of anaerobiosis and aerobiosis on interactions of
human polymorphonuclear leukocytes with the dental plaque bacteria Streptococcus
mutans, Capnocytophaga ochracea, and Bacteroides gingivalis. Infect Immun 1991; 59:
932-940.

59. Gracy RW, Talent JM, Kong Y, Conrad CC. Reactive oxygen species: the
unavoidable environmental insult? Mutat Research 1999; 428: 17-22.

60. Halliwell B. Reactive oxygen species in living systems: source, biochemistry, and
role in human disease. The American Journal of Medicine 1991; 91(Suppl.3C): 3C14S-
3C228.

61. Halliwell B, Gutteridge J.M.C. The antioxidants of human extracellular fluids. Arch
Biochem Biophys 1990; 280: 1-8.

62. Wickens A.P. Ageing and the free radical theory. Respiration Physiology 2001; 128:
379-391.

63. Chance B, Sies H, Boveris A. Hydroperoxide metabolism in mammalian organs.
Physiol Rev 1979; 59: 527-605.

64. Richter C. Do mitochondrial DNA fragments promote cancer and aging? FEBS Lett

1988; 241: 1-5.



60

65. Cadenas E, Boveris A, Ragan CI, Stoppani AO. Production of superoxide radicals
and hydrogen peroxide by NADH-ubiquinone reductase and ubiquinol-cytochrome ¢
reductase from beef-heart mitochondria. Arch Biochem Biophys 1977; 180(2): 248-257.
66. Ksenzenko M, Konstantinov AA, Khomutov GB, Tikhonov AN, Ruuge EK. Effect
of electron transfer inhibitors on superoxide generation in the cytochrome bel site of the
mitochondrial respiratory chain. FEBS Lett 1983; 155(1): 19-24.

67. Shimomura Y, Nishikimi M, Ozawa T. Novel purification of cytochrome cl from
mitochondrial Complex III. Reconstitution of antimycin-insensitive electron transfer
with the iron-sulfur protein and cytochrome cl. J Biol Chem 1985; 260(28): 15075-
15080.

68. Kirkinezosa IG, Moraesa CT. Reactive oxygen species and mitochondrial diseases.
Cell & Developmental Biology 2001; 12: 449-457.

69. Goldstein S, Meyerstein D, Czapski G. The Fenton reagents. Free Radic Biol Med
1993; 15: 435-445.

70. Fantone JC, Ward PA. Role of oxygen-derived free radicals and metabolites in
leukocyte-dependent inflammatory reactions. Am. J. Pathol 1982; 107: 395-418.

71. Edwards SW. Biochemistry and Physiology of the Neutrophil, Cambridge
University Press. 1994.

72. Lamster IB, Novak MJ. Host mediators in gingival crevicular fluid: implications for
the pathogenesis of periodontal disease. Crit Rev Oral Biol Med 1992; 3: 31-60.

73. Tepperman BL, Brown JF, Korolkiewicz R, Whittle BJ. Nitric oxide synthase
activity, viability and cyclic GMP levels in rat colonic epithelial cells: effect of

endotoxin challenge. J Pharmacol Exp Ther 1994; 271(3): 1477-1482.



61

74. Salzman AL, Eaves-Pyles T, Linn SC, Denenberg AG, Szabo C. Bacterial induction
of inducible nitric oxide synthase in cultured human intestinal epithelial cells.
Gastroenterology 1998; 114(1): 93-102.

75. Nordberg J, Amnér ESJ. Reactive oxygen species, antioxidants, and the mammalian
thioredoxin system. Free Radic Biol Med 2001; 31(11): 1287-1312.

76. Bu-Yeo Kim, Min-Joon Han and An-Sik Chung. Effects of reactive oxygen species
on proliferation of Chinese hamster lung fibroblast (V79) cells. Free Radic Biol Med
2001; 30(6): 686-698.

77. John W. Coleman. Nitric oxide in immunity and inflammation. International
Immunopharmacology 1 2001 1397-1406

78. Ilias G. Kirkinezosa and Carlos T. Moraes. Reactive oxygen species and
mitochondrial diseases. seminars in Cell & Developmental Biology 2001; 12: 449-457.
79. Halliwell B, Gutteridge JM, Cross CE. Free radicals, antioxidants, and human
disease: where are we now? J Lab Clin Med 1992; 119(6): 598-620.

80. Moseley R, Waddington RJ, Embery G, Rees SG. The modification of alveolar bone
proteoglycans by reactive oxygen species in vitro. Connect Tissue Res 1998; 37: 13-28.
81. Battino M, Bullon P, Wilson M, Newman H. Oxidative injury and inflammatory
periodontal diseases: the challenge of anti-oxidants to free radicals and reactive oxygen
species. Crit Rev Oral Biol Med 1999; 10: 458-476.

82. Waddington RJ, Moseley R, Embery G. Reactive oxygen species: a potential role in
the pathogenesis of periodontal diseases. Oral Dis 2000; 6: 138-151.

83. Moseley R, Waddington RJ, Evans P, Halliwell B, Embery G. The chemical
modification of glycosaminoglycan structure by oxygen-derived species in vitro.

Biochim Biophys Acta 1995; 1244: 245-252.



62

84. Sculley DV, Langley-Evans SC. Salivary antioxidants and periodontal disease
status. Proc Nutr Soc 2002; 61: 137-143.

85. Chapple IL. Reactive oxygen species and antioxidants in inflammatory diseases. J
Clin Periodontol 1997; 24: 287-296.

86. Solak M, Bagci1 H, Sengil A, Oztag S. Molekiiler Genetik ve Rekombinant DNA
Teknolojisi. Afyon: Afyon Kocatepe Universitesi, 2000: 30-46.

87. Silness J, Loe H. Periodontal disease in pregnancy II. Correlation of between oral
hygiene and periodontal condition. Acta Odontol Scand 1964; 22: 121-135.

88. Loe H, Silness J. Periodontal disease in pregnancy. 1. Prevalance and severity . Acta
Odontol Scand 1963; 21: 531-551.

89. Yen TC, Su JH, King KL, Wei YH. Ageing-associated 5 kb deletion in human liver
mitochondrial DNA. Biochem Biophys Res Commun 1991; 178: 124-131.

90. Lee HC, Pang CY, Hsu HS, Wei YH. Differential accumulations of 4977 bp
deletion in mitochondrial DNA of various tissues in human ageing. Biochim Biophys
Acta 1994; 1226: 37-43.

91. Katsumata K, Hayakawa M, Tanaka M, Sugiyama S, Ozawa T. Fragmentation of
human heart mitochondrial DNA associated with premature aging. Biochem Biophys
Res Commun 1994; 202(1): 102-110.

92. Lee HC, Lim ML, Lu CY, Liu VW, Fahn HJ, Zhang C, Nagley P, Wei YH.
Concurrent increase of oxidative DNA damage and lipid peroxidation together with
mitochoﬁdrial DNA mutation in human lung tissues during aging--smoking enhances

oxidative stress on the aged tissues. Arch Biochem Biophys 1999; 362(2): 309-316.



63

93. Fahn HJ, Wang LS, Hsieh RH, Chang SC, Kao SH, Huang MH, Wei YH. Age-
related 4,977 bp deletion in human lung mitochondrial DNA. Am J Respir Crit Care
Med 1996;154: 1141-1145,

94, Fahn HJ, Wang LS, Kao SH, Chang SC, Huang MH, Wei YH. Smoking-associated
mitochondrial DNA mutations and lipid peroxidation in human lung tissues. Am J
Respir Cell Mol Biol 1998; 19(6): 901-909.

95. Gorgiin S, Ozperk G, Yazicioglu B. Kalicr dislerde ¢ekim nedenlerinin
degerlendirilmesi. Atatlirk Univ. Dig Hek. Fak. Derg 1995; 5(2): 15-18.

96. Tezel A. Erzurum ve cevresinde periodontal tedavi gereksiniminin saptanmasi.

Atatiirk Uni. Saglik Bilimleri Enstitlisti Erzurum: Doktora Tezi, 1997.



64

11. EKLER

PLAK INDEKSI (Pi):

GINGIiVAL iNDEKS (Gi):

KLIiNiK ATASMAN SEVIYESI (KAS):

SONDALAMA DERINLIGI (SD):




