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1.0ZET

SISTEMIK RETINOIK ASIiT KULLANIMININ DISETI ANTIMIKROBIYAL

SAVUNMA MEKANiIZMALARI UZERINE ETKISi

Retinoik asit, A vitamininin aktif bir tiirevidir ve insan hiicrelerinin farklilagmasini,
cogalmasini ve antimikrobiyal peptit ekspresyon profillerini diizenlemektedir. Bu
¢alismanin amaci, sistemik retinoik asit kullaniminin insan -defensin (hBD)-1, hBD-
2 ve hBD-3"in serum, tiikiiriik ve diseti dokusu diizeylerine etkisini analiz etmektir.
Bu ¢alismaya toplam 69 hasta (34 sistemik retinoik asit kullanicist ve 35 saglikli
kontrol) dahil edilmistir. Plak indeksi (PI), sondlanan cep derinligi (SCD) ve
sondalamada kanama indeksi (SK1) 6lgtilmustiir. Ttkurik ve serum hBD-1, hBD-2 ve
hBD-3 seviyeleri, ELISA yontemiyle 6l¢iilmiistiir. Diseti hBD-1, hBD-2 ve hBD-3
seviyeleri immdinohistokimya ile belirlenmistir. hBD-1, hBD-2 ve hBD-3'lin
diizeltilmis karsilagtirmalarinda tek degiskenli genel dogrusal model kullanilmistir. P<
0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sistemik retinoik asit
kullanicilarinda, kontrollere kiyasla hBD-2'nin tlikiiriik seviyesinde azalma (p=0.042)
saptanirken, hBD-1 veya hBD-3 seviyesinde fark saptanmadi. Retinoik asit ve kontrol
gruplar1 arasinda diizeltilmis (%SK1) tiikiiriik hBD-2 konsantrasyonlarinda anlamli bir
fark bulundu (p=0.031). Iki ¢alisma grubu arasinda hBD-1, hBD-2 veya hBD-3'lin
serum veya doku seviyelerinde fark gdzlenmedi. Sistemik retinoik asit kullanimu,

diseti iltthabindan bagimsiz olarak baskilanmus tiikiiriik hBD-2 seviyeleri ile iliskilidir.

Anahtar Kelimeler: Beta-defensinler, dis eti, retinoidler, serum, tikuarik



2. ABSTRACT

THE EFFECT OF SYSTEMIC RETINOIC ACID USE ON PERIODONTAL
ANTIMICROBIAL DEFENSE MECHANISM

Retinoic acid is an active derivative of vitamin A and regulates the differentiation,
proliferation and antimicrobial peptide expression profiles of human cells. The aim of
the present study was to analyze the effect of systemic retinoic acid use on serum,
saliva and gingival tissue levels of human p-defensin (hBD)-1, hBD-2, and hBD-3. A
total of sixty-nine patients (34 systemic retinoic acid users and 35 healthy controls)
were enrolled in this study. Plaque index (P1), probing pocket depth (PPD), bleeding
on probing (BOP) and body mass index (BMI) were measured. Saliva and serum hBD-
1, hBD-2 and hBD-3 levels were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay.
Gingival tissue hBD-1, hBD-2 and hBD-3 levels were determined by
immunohistochemistry. Univariate general linear model was used in adjusted
comparisons of hBD1, hBD-2 and hBD-3. A p value of < 0.05 was considered
statistically significant. Reduced salivary levels of hBD-2 (p=0.042), but not hBD-1
or hBD-3, were detected in systemic retinoic acid users compared to non-user controls.
There was a significant difference in the adjusted (BOP%) salivary hBD-2
concentrations between retinoic acid and control groups (p=0.031). No difference was
observed in serum or tissue levels of hBD-1, hBD-2, or hBD-3 between two study
groups. Systemic retinoic acid use associates with suppressed salivary hBD-2 levels,

which is independent of the gingival inflammation.

Key Words: Beta-defensins, gingiva, retinoids, saliva, serum



3. GIRIS VE AMAC

Ag1z boslugu, sert dokularin digariya agildigi, hem komensal hem de patojenik
bakteriler igeren bir ortamdir (1). Oral epitel, periodontal dokular ile dis ortam arasinda
bir bariyer olusturmaktadir. Ayrica, periodonsiyumu cevresel streslerden, kimyasal
hasarlardan ve bakteriyel enfeksiyonlardan korumaya hizmet etmektedir (2). Dis eti
epiteli, plak bakterileri ve konak arasindaki ilk etkilesimlerin gerceklestigi bolge
olmasinin yaninda, mikrobiyal patojenlerin istilasina maruz kalmasindan dolay1 konak
savunmasinda anahtar rol oynamaktadir (3). Dis eti epiteli, hiicreler arasindaki siki
baglantilarla sert bir fiziksel bariyerin yani1 sira dis eti epitel hiicrelerinden sentezlenen
antimikrobiyal peptitlerle kimyasal bir bariyer gérevi de gérmektedir (4). Insan -
defensinleri (hBD'ler), gingival keratinositler tarafindan yaygin olarak eksprese edilen,
periodontal dokulardaki en yaygin antimikrobiyal peptitlerdir. Bu antimikrobiyal
peptitler, saglikta simbiyotik konak-bakteri etkilesimlerinin ve epitelyal yenilenmenin
strdirtlmesinde 6nemli roller oynar ve periodontal enflamasyonun baglamasiyla T
hicreleri igin kemoatraktan olarak hareket etmektedir (5).Deneysel gingivitis
olusturulan bir ¢alismada diseti seviyesindeki insan beta defensin (hBD-1, -2, -3, ve -
4) seviyeleri incelendiginde hBD-2 ve -3’{in gingival enflamasyonun 14. giiniinde en
yiiksek seviyeye ulastigi goriilmiistiir (6). Dentritik hiicrelerle yapilan bir in-vitro
caligmada, Porphyromonas gingivalis hemagglutinin B (HagB) ‘nin dentritik
hiicrelerde matriks metalloproteinaz uyarant oldugu tespit edilmistir. hBD-3{in,
dendritik hicrelerde HagB ile indiiklenen MMP-1, 7 ve 9 yanitlarin1 degistirdigi

bulunmustur (7).

Vitaminler beslenmenin temel bilesenleridir ve cesitli biyolojik siireglerin
strddrilmesi icin gerekmektedir. A vitamini, aktif metaboliti olan retinoik asit
aracilifiyla, embriyonik gelisim, hormon islevi, immiin cevabin siirdiiriilmesi ve
duzenlenmesi, epitel ve mukozanin homeostazi gibi gesitli biyolojik kosullarda etki
etmektedir (8, 9). Akne, rozasea, liken planus, psoriasis gibi hastaliklarin tedavisinde
lokal ve sistemik olarak kullanilan retinoidlerin epitel tamirinde, kollajen sentezinde,

anjiyogenezde ve yara iyilesmesindeki stimiile edici etkileri gézlemlenmistir (10).



Arastirmalar, A vitamini eksikligi ile kronik periodontitis mevcudiyeti arasinda 6nemli
bir iliski oldugunu gostermistir. Kronik periodontitisin, geng¢ yetiskin Koreli
kadinlarda daha diisiik A vitamini alimi1 ile marjinal olarak iliskili oldugu saptanmistir
(11). Farelerde olusturulmus Porphyromonas gingivalis kaynakli periodontitis
modelinde retinoik asidin her giin oral yoldan takviyesinin, enflamatuar hcre
infiltrasyonunu inhibe ettigi, diizenleyici T hiicrelerinin aktivasyonunu arttirdig1 ve
gelisebilecek alveolar kemik kaybinin Oniine gectigi gosterilmistir (12). Bununla
birlikte ilging bir sekilde, son zamanlarda retinoliin, retinol bazli periodontal
rejeneratif tedavilerde yeni bir kapsaminin yolunu agabilecek bir 6zellik olan niikleer
bazlarin metil grubunun kaybetme (Demetilasyon) yoluyla hucresel epigenetigi
etkileme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (13). A vitaminin aktif bir formu olan
All-trans retinoik asit (ATRA), kalsiyum (Ca+2), Pseudomonas aeruginosa ve NK-
aktivatori olarak bilinen phorbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ile uyarilmis deri
kaynakli keratinositlerin, insan beta defensinlerinin gen indiiksiyonu iizerine etkisini
arastiran bir in vitro ¢alismada, keratinositlerin tumor nekroz faktori alfa (TNF-a),
interlokin 1-beta (IL-1p), interferon gamma (INF-y), PMA ve Pseudomonas
aeruginosa aracilifiyla sentezledigi hBD-2, -3, ve -4’tin ATRA ile azaldigi
gorilmistiir (14).

Her ne kadar retinoik asitin diseti epiteli ve oral keratinositlere olan etkisi in-
vitro galismalarla (15-17) incelenmis ve periodontal enflamasyondaki (12) ve yara
iyilesmesideki (18) etkileri hayvan calismalariyla arastirilmis olsa da, bilgilerimiz
dahilinde retinoik asitin oral kavitedeki olas1 etkileri klinik olarak arastirilmamustir.
Bu nedenle bu tezin amaci retinoik asitlerin diseti saglig1 lizerindeki etkilerini beta
defensinler agisindan ve retinoik asit-diseti iliskisini olasi enflamatuar etkilesimler
acisindan degerlendirmektir. Planlanan ¢alismanin hipotezi retinoik asitin disetinde
beta defensinlerin salinimini etkileyerek enflamatuar cevabi baskiladigi, dolayisiyla
diseti saghigini pozitif yonde etkileyecegidir. Yapilan literatiir taramasinda retinoik
asitlerin disetindeki enflamatuar cevaba olan etkisinin beta defensinler Uzerinden
gosterildigi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu agidan planlanan ¢alisma 6zgiin deger

tasimaktadir. Calisma sonunda elde edilen bulgularla retinoik asitin periodontal



dokulara olan etkisi ve periodontal enflamasyonda gorevi hala net olarak

belirlenemeyen beta defensinlerin roliniin aydinlatilmasi hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum, dislerin agiz i¢indeki islevlerini gerg¢eklestirebilmesi i¢in gerekli
destegi saglayan, dis ve etrafindaki dokular1 ifade etmektedir. Dort ana bilesenden
olugmaktadir: diseti, periodontal ligament, sementum ve alveoler kemik. Bu
periodontal bilesenlerin her biri konumu, doku mimarisi, biyokimyasal bilesim ve
kimyasal bilesimleri agisindan farklidir, ancak bu bilesenlerin tiimii tek bir biitiin

olarak birlikte uyum iginde ¢aligmaktadir (3).

4.1.1.Diseti

Diseti, klinik olarak mercan pembesi renge sahip, g¢evreledikleri dislerin
konturuna uygun olarak bigak sirti seklinde sonlanan, kurutuldugunda yiizeyinde
strippling ad1 verilen portakal kabugu goériiniimiine sahip sik1 ve direngli periodontal
bir dokudur. Diseti anatomik olarak marjinal, yapisitk ve interdental bdlgelere
ayrilmaktadir (Sekil 4.1). Her diseti tipi, islevlerine goére histolojilerinde ve
kalinliklarinda 6nemli farklhiliklar gosterse de, mekanik ve mikrobiyal hasara karsi

uygun sekilde islev gorecek sekilde 6zel olarak yapilanmaktadir (3).



Diseti Olugu
Serbest Digeti
Marjinal Oluk

— Yapisik Diseti

—— Mukogingival Birlegim

Alveoler Mukoza

Sekil.4.1: Disetinin anatomik bolgeleri(3)

4.1.1.1. Disetinin anatomik yapilari

4.1.1.1.1. Marjinal diseti

Marjinal veya baglanmamus diseti, disleri yaka gibi ¢evreleyen disetinin terminal
kenar1 veya siiridir. Marjinal diseti, serbest diseti olugu ad1 verilen s1g bir ¢okinti ve
bitisigindeki yapisik diseti ile sinirlandirilmaktadir (3). Marjinal diseti genellikle
yaklasik 1 mm genisligindedir ve diseti olugunun yumusak doku duvarini olusturur.

Bir periodontal sond ile dis yiizeyinden ayrilabilmektedir (19).

4.1.1.1.2. Yapusik digeti

Yapisik diseti, marjinal disetinin devami niteligindedir. Sert yapiya sahiptir ve
alveolar kemigin altindaki periosteuma sikica baglanmaktadir. Yapisik disetinin
fasiyal yonu, alveolar mukozaya kadar uzanmakta ve mukogingival bilesim ile
sinirlanmaktadir. Yapisik disetinin  genisligi, mukogingival birlesim ile diseti

sulkusunun veya periodontal cebin apikal 1smimin dig ylizeyindeki ¢ikinti arasindaki



mesafedir. Yapigik dis etinin genigligi agzin farkli bdolgelerinde farklilik
gostermektedir. Genellikle kesici disler bolgesinde en genisken (Maksilla 3.5- 4.5 mm,
3.3-3.9 mm mandibula), arka bolgelere dogru (maksiller birinci premolar bolgesinde

1.9 mm, mandibular birinci premolar bdlgesinde 1.8 mm) daralmaktadir (3).

4.1.1.1.3. Interdental diseti

Interdental diseti, dislerin temas alanlarmin apikalinde buluan interproksimal
boslugu kaplamaktadir. Interdental diseti piramidal veya “col” seklinde olabilmektedir
(3). Piramidal diseti, bir papillanin ucu, temas noktasinin hemen altinda bulunurken,
“col” seklindeki diseti fasiyal ve lingual papillay1 birbirine baglayan ve interproksimal
temasin sekline uyan vadi benzeri bir ¢okiintii seklindedir(20) . Belirli bir interdental
boslukta disetinin sekli, bitisik disler arasindaki temas noktasinin varli§ina veya
yokluguna, temas noktasi ile kemik kreti arasindaki mesafeye ve diseti ¢ekilmesinin
varhigina veya yokluguna baghdir (21). Fasiyal ve lingual yuzeyler interproksimal
temas alanina dogru incelirken, mezial ve distal yiizeyler hafif icbiikeydir. interdental
papillalarin yan kenarlari ve uglari, bitisik diglerin marjinal diseti tarafindan
olusturulmaktadir. Aradaki kisim yapisik dis etinden olusmaktadir. Disler arasinda
diastema varsa, dis eti, interdental papilla olmaksizin piiriizsiiz, yuvarlak bir yilizey

olusturmak i¢in interdental kemik iizerine sikica baglanmaktadir (3).

4.1.1.2. Disetinin mikroskopik yapilari

Diseti, mikroskopik 6zelliklerine gore diseti epiteli ve diseti bag dokusu olarak ikiye
ayrilmaktadir. Epitel, dogas1 geregi agirlikli olarak hiicresel olmasina ragmen, bag
dokusu daha az hiicre icermekte ve esas olarak kollajen liflerinden ve temel maddeden
olugsmaktadir (3).



4.1.1.2.1. Diseti epiteli

Diseti epiteli, ¢ok katli skuamoz epitelden olusmaktadir. Morfolojik ve
fonksiyonel olarak ti¢ farkli boliimden olusmaktadir: oral epitel, sulkuler epitel ve
birlesim epiteli. Diseti epitelinin ana islevi, agiz ortaminda segici gecirgenlik

saglayarak altinda bulunan derin dokular1 korumaktir (3).

Diseti epitelinin temel hiicre tipi keratinosittir. Epitelde bulunan diger hiicreler,
Langerhans hicrelerini, Merkel hicrelerini ve melanositlerdir. Keratinositler
epiteldeki hicre yogunlugunun %90’1n1 olusturmaktadir. Keratinositler, keratin ara
filamanlari ailesine (KIF) dahil olan ve boylar1 8-15 nm uzunlugundaki protein yapilar
icermektedir (22). Keratinizasyonu pekistiren hiicre-hiicre baglantilar1 sivi kaybini
Onleyen ve potansiyel zararli molekiil ve organizmalarin girisini engelleyen bir bariyer
olusturmaktadir (23). Keratin iiretiminin yaninda, uyaranlara karsi salgiladiklar
bircok sitokin ve kemokinlerle bakteriyel invazyon ve enfeksiyona karsi bariyer gorevi
gormektedirler (24). Keratinositler, eksojen uyaranlara karsi sitokin, adezyon
molekiilleri ve antijenden bagimsiz gelisen iltahaptan sorumlu kemotaktik faktorlerin
salimmmina neden olarak epitelde ‘"sinyal donistiriiciiler" olarak hareket

edebilmektedirler (25).

Keratinositlere ek olarak, diseti epitelindeki toplam hiicre popiilasyonunun
yaklasik %10'unu olusturan ve esas olarak spindéz ve bazal tabakalarda bulunan {i¢
hiicre tipi vardir: Langerhans hiicreleri, Merkel hiicreleri ve melanositler. Bu hiicreler,
151k mikroskoplart altinda ¢evredeki keratinositlerden daha aydinlik gérundikleri igin
“berrak hiicreler” olarak da adlandirilmaktadir (3). Langerhans hcreleri, tipik
dendritik hlicre morfolojileri ve disetinde mikrobiyal antijenlere karst birincil
bagisiklik tepkilerini baglatma kapasitesi ile karakterize edilen hiicrelerdir (3). Kemik
iligindeki progenitor hiicreden tiiremekte ve esas olarak diseti epiteli, sulkular epitel
ve birlesim epitelinin uzunlugu boyunca dikensi hiicre tabakasinda bulunmaktadirlar
(26). Bu ozellesmis hicrelerin, epitele nufuz eden antijenleri isledigi ve erken

immunolojik cevap baslatmak i¢in antijene 6zgu T lenfositlerine antijen sundugu 6ne



stiriilmiistiir (26). Langerhans hiicreleri hem saglikli hem de periodontal hastaliga
sahip diseti epitelinde bulunmaktadir. Retikiiloendotelyal system tarafindan iiretilen,
disetinin antijenik Ozelliklere sahip makrofajlar1 olarak kabul edilmektedirler (27).
Keratinize epitelde daha yogun bulunan Merkel hiicreleri, yaptiklar1 dezmozomlar ve
yapisinda barindirdiklar1 sinir uclariyla, dokunsal (taktil) algilayicilar olarak
tanimlanmaktadir (3,28). Noral krest hicrelerinden kaynak alan melanositler,
elektromanyetik radyasyonun iyonlastirici etkilerine karsi koruma saglayan bir
pigment olan melanin dretiminden sorumludur (29). Melanositler tipik olarak oral
diseti epitelinin bazal tabakasinda gozlenir ve proliferasyonlar1 ve farklilasmalar1 bir

dizi keratinosit kaynakli faktor tarafindan diizenlenmektedir (30).

4.1.1.2.2. Oral epitel

Oral epitel, marjinal dis etinin tepesini, oral kaviteye bakan dis yiizeyini ve
yapisik dis etinin oral kaviteye bakan ylizeyini kaplamaktadir. Ortalama olarak, oral
epitelin kalinlig1 0,2 ila 0,3 mm araligindadir. Keratinize veya parakeratinize yapida
bulunmaktadir. Oral epitel dort katmandan olusmaktadir: stratum bazale (bazal
katman), stratum spinosum (dikenli hiicre katmani), stratum granulosum (graniiler

katman) ve stratum korneum (kornifiye katman) (3) .

Dis oral epiteldeki hiicrelerin biiyiik cogunlugunu, keratin filamentleri iiretme
yetenekleri ile karakterize olan keratinositler olusturmaktadir (31). Kiboidal veya
kolumnar olan ve bazal membranla yakin temasta bulunan bazal tabakanin
keratinositleri, alttaki yapilar1 korumaktan ve subepitelyal dokularla materyallerin
aligverisinden sorumludur. Yenilenen epitel hiicrelerinden olusan bazal tabakaya,
stratum germinativum da denmektedir. Normal kosullar altinda, bazal hiicre
yenilenmesi ve ylizeydeki epitel hiicrelerinin dokiilmesi arasinda bir denge
bulunmaktadir. Epitelin orta katmanlarinda bulunan dikenli hiicreler epitelin en blyik
hiicreleri olmanin yaninda c¢ok yonlii farklilasma Ozelligine sahiptir. Yapisinda

bulunan bu dikensi hiicrelerden dolay1r bu tabakaya spinoz tabaka denmektedir.
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Graniiler tabakanin hiicreleri ve kornifiye tabakanin hiicreleri, uzun eksenleri epitel

yiizeyine paralel olacak sekilde diizlesmistir (32).

4.1.1.2.3. Sulkuler epitel

Sulkular epitel diseti olugunu doseyen, ince, Keratinize olmayan ¢ok kath
skuamoz epiteldir. Baglant1 epitelinin koronal sinirindan marjinal disetinin koronaline

kadar uzanmaktadir.

Sulkular epitel son derece dnemlidir; zararli bakteri iiriinlerinin i¢inden diseti
icine gectigi ve icinden diseti doku s1visinin sulkusa s1zdig1 yar1 gecirgen bir zar gorevi
gormektedir (33).Bununla birlikte, birlesme epitelinin aksine, sulkular epitel
polimorfonukleer notrofil I0kositler tarafindan yogun sekilde infiltre edilmez ve daha

az gecirgen gérinmektedir (3).

4.1.1.2.4. Diseti bag dokusu

Diseti bag dokusu, kollajen lifler (%60), fibroblastlar (%5), damarlar, sinirler ve
matristen (%35) olusmaktadir. Digetinin bag dokusu lamina propria olarak bilinmekte
ve iki katmandan olugmaktadir: (1) Epitelyal rete pegler arasindaki papiller ¢ikintilarda
bulunan epitelin hemen altindaki papiller tabaka; ve (2) alveolar kemigin periosteumu
ile bitisik olan retikiler tabaka. Diseti bag dokusu, biiyiik dlgiide, oral mukoza bag
dokusundan kaynaklanan elementlere ve ayrica gelisen dis folikiilinden kaynaklanan
bazi liflere(dentogingival lifler) sahip olan fibroz bir bag dokusudur (34).

Lifler ve hiicreler arasindaki boslugu dolduran temel madde, yiiksek su igerigine
sahiptir ve amorf yap1 gostermektedir. Proteoglikanlar (esas olarak hyaluronik asit ve
kondroitin silfat) ve glikoproteinlerden (esas olarak fibronektin) olusmaktadir.

Glikoproteinler, temel maddenin zayif periyodik asit-Schiff-pozitif reaksiyonundan
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sorumludur. Fibronektin, fibroblastlari liflere ve hiicreler aras1 matrisin diger birgok
bilesenine baglar, bdylece hiicre adezyonu ve g0giine aracilik etmeye yardimci
olmaktadir. Bazal laminada bulunan bir baska glikoprotein olan laminin, epitel

hlcrelerine adezyona hizmet etmektedir (3).

Kollajen, retikiler ve elastik olmak uzere (g tip bag dokusu lifi bulunmaktadir.
Kollajen tip I, lamina proprianin biiylik kismini olusturur ve diseti dokusuna ¢ekme
mukavemeti saglamaktadir. Tip IV kolajen, kolajen tip I demetleri arasinda dallanir ve
bazal membran lifleri ve kan damar1 duvarlari ile biitlinliik saglamaktadir (35). Elastik
lifler, kolajen arasinda dagilmis oksitalan, elaunin ve elastin liflerinden olugmaktadir.
Bu nedenle, baglant1 epitelinin hemen altindaki aseliiler ekstrinsik fiber semente
sabitlenen yogun sekilde paketlenmis kollajen demetleri, bag dokusu ekini
olusturmaktadir. Bu baglanmanin stabilitesi, birlesme epitelinin migrasyonunun

siirlandirilmasinda kilit bir faktordiir (3).

4.1.1.1. Diseti epitelinin rolii ve periodontal saglik

Epitel bariyerinin biitiinligii, hiicre-hiicre baglantilarina saldiran ve boylece
hiicreleri birbirinden ayiran gesitli mikrobiyal patojenler tarafindan spesifik olarak
bozulmaktadir. Bagirsak epitelinde E-cadherin'e etki eden Listeria monocytogenes
(36) ve siki baglantilara kars1 etkinlik gosteren Clostridium perfringens (37),deride
dezmozomlarin biitiinliiglinii bozan Staphylococcus aureus (38)bu patojenlerden
bazilaridir. Periodontal hastaliktan sorumlu primer patojenlerden birisi olan
Porphyromonas gingivalis’in de epiteldeki aktin hiicre iskeletine etki etmesi bir gok

dokuda oldugu gibi periodonsiyumda da epitel bariyerin 6nemine dikkat gekmektedir.

Epitelin bariyer etkisinin yaninda dis eti sulkusunda bulunan hiicrelerin
yenilenme hizinin yiliksek olmasi periodontal sagligi idamesinde ©nemli rol
oynamaktadir (39). Baglant1 epiteli hiicrelerinde 4 ile 6 giin arasinda ve sulkuler epitel

hicrelerinde 6 ile 12 giin arasinda degisen hiicresel yenilenme hizi, mikrobiyal
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saldiridan zarar goren hiicrelerin ve doku bilesenlerinin hizli bir gsekilde

degistirilmesine izin verdigi i¢in avantaj saglamaktadir (40).

Baglant1 epitelinin sulkiiler epitelden daha gecirgen olmasindan dolay1
mikrobiyal saldirilara karsi, nétrofiller kemotaktik olarak bag dokusundaki kan
damarlarindan baglanti epitelindeki hiicreler aras1 bosluklardan biyofilme dogru goc
edtmektedirler (41). Notrofil gogiiyle baslayan olaylar dizisi gingivitisin erken
evrelerine yol agmaktadir. Gingivitis, diseti ile smirli geri doniisimli  bir
enflamasyondur ve tedavi edilmediginde periodontitise doniisebilmektedir (42).
Periodontitis, baglanti epitelini istila eden biyofilmin hiicre katmanlarini asarak derin
catlak ve dolayisiyla diseti cebi olusturmasiyla baslamaktadir (43). Sonug olarak,
notrofiller tarafindan salinan proteolitik enzimler, epitel bariyerini bozmaktadir.
Epitelin biitiinliigiiniin bozulmas1 bdylece patojenlerin ve irilinlerinin epitelyal
hiicreler ile lamina propria arasindaki bosluga daha derin niifuz etmesine izin vererek,
proinflamatuar sitokinlerin salinmasini tetikler ve doku yikimini ve alveolar kemik

rezorpsiyonunu baslatmaktadir (44).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) “Saglik, yalmzca hastalik veya sakatligin
olmayis1 degil, fiziksel, zihinsel ve sosyal yonden tam bir iyilik halidir” tanimina
dayanarak, periodontal sagligin bir saglik durumu olarak tanimlanmas1 gerektigi 2017
yilinda yapilan, azalmig ve azalmamis periodonsiyumda periodontal saglik ve diseti
hastaliklar1 ve durumlar ¢alistayinda bildirilmistir (45). Periodontal saglik, anatomik
olarak saglam veya azalmis bir periodonsiyum Uzerinde Klinik periodontal
enflamasyona dair herhangi bir bulgu gostermeme durumudur (45). Bu genel saglik
gergevesine dayanarak, periodontal saglikli bireyler, gingivitis, periodontitis veya
diger periodontal durumlarla iliskili hastaliga sahip olmayan ve basarili bir sekilde
tedavi edilen periodontal hastalik ge¢cmisi olan hastalar1 i¢erebilmektedir. Bunlara ek
olarak, klinik periodontal saglik, periodontal homeostazi saglayan biyolojik ve
enflamatuar belirteglerin denge igerisinde olmasini igeren fizyolojik immin durumu
da kapsamaktadir (46).
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4.2. Periodontal Savunma Mekanizmalari

Periodonsiyum, diseti, diseti bag dokusu, periodontal ligament, sement ve
alveolar kemikten olusmaktadir. Periodontal patojenler, disetinin dislere tutundugu
birlesim epiteli yoluyla dokuyu istila etmektedirler. Bu nedenle, oral kavitenin
dogustan gelen bagisikliginda ilk savunma hatti, periodonsiyumun en dis tabakasi olan
ve oral bakterilerin ve diger ¢evresel faktorlerin istilasina karsi fiziksel bir bariyer
gorevi goren dis eti epitelidir (47). Diseti epiteli sadece fiziksel bir bariyer olarak islev
gormeyip, aynt zamanda salgiladiklar1 antimikrobiyal peptitlerle kimyasal bir bariyer
gorevi de gormektedir (48). Diseti epitelinin bariyer etkisine ek olarak agiz boslugunda
bulunan takurik, immanoglobulin A, misinler ve antimikrobiyal peptitler icererek

kimyasal bir bariyer olusturmaktadir (39).

Digeti epitel hiicreleri, fibroblastlar, nétrofiller, makrofajlar ve periodontal
dokulardaki bircok hiicre toll-benzeri reseptorler eksprese etmektedirler (49). Toll
benzeri reseptorler mikroorganizmalarla karsilastiginda pro-enflamatuvar sitokinlerin

ve adezyon faktorlerinin salinimimni yukari dogru regiile etmektedirler (50).

Periodontitis, agiz hijyeni eksikligi ve bakteriyel biyofilmlerin olgunlagmasi
ile baslayan, periodontal dokularin tahribatina ve dis kaybina neden olabilen
enflamatuvar bir hastaliktir. Bakteri plaginin mikroorganizmalarina ve liriinlerine kars1
enflamatuar konak yaniti ile karakterizedir (51). Periodontal yikimin patogenezi,
oncelikle konak yanitinin koruyucu roliinii yansitan, dokular1 bakteriyel saldirilara
karsi savunmayi amaglayarak enflamatuar yanitin farkli bilesenlerinin sirali
aktivasyonunu icermektedir. Ancak ayn1 zamanda bu yikimin aracisi olarak da hareket
etmektedir (52).

Edinilmis bagisiklik, tekrarlanan bakteriyel ataklara yanit vermek igin patojene

0zgii yanitlara dayanmaktadir. Spesifik yabanci antijenleri taniyan antikorlar, patojeni
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ortadan kaldirmak i¢in iltihap bdlgesine hizli bir yanit olusturmak iizere periodontal

dokuyu lenfositler araciligiyla uyarmaktadirlar (32).

Dogustan gelen bagisiklik yanitinda ise, konak hiicreleri, bakterileri hiicre
duvarlarinda bulunan 6zellesmis reseptorler, makromolekiiller ve niikleik asitler
araciligiyla hizla algilayarak enflamatuar yaniti tetiklemektedir. Konak bagisikliginda
cevabin olusabilmesinde fagositik hiicreler (nétrofiller, makrofajlar, dendritik huicreler
gibi) ve antimikrobiyal molekdller (peptitler, lizozimler, lektinler ve komplemanlar

gibi) 6nem tasimaktadir (32).

4.3. Antimikrobiyal Peptitler

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), dogal antimikrobiyal aktivitelere sahip
cesitli son derece kiguk proteinler iceren peptit grubudur. AMP'nin varligi uzun
yillardir bilinmektedir, ancak yalnizca son zamanlarda memelilerin dogustan gelen
bagisikliginin temel efektorleri olarak kabul edilmektedir. Bu peptitler, dogal
antibiyotikler olarak hareket ederek genis bir bakteri, mantar ve virlis spektrumuna
dogrudan etki eder ve lokal enflamatuar yaniti degistirmeye ve konak¢i adaptif
bagisiklig1 etkinlestirmeye katilmaktadir (32). AMP'lerin mikroorganizmalar: etkisiz
hale getirdigi olast1 mekanizmalar sunlar1 icermektedir: (I)Normal olarak enerji
verilmis bakteri zarinin 6limle sonuglanan depolarizasyonu; (Il)Hiicresel igerigin
disar1 sizmasina neden olan hiicre zarinda fiziksel deliklerin olusturulmasi; (I11)HUcre
duvarini bozan hidrolazlarin indiiksiyonu; (IV)iki tabakali yaprakgiklar arasinda
lipidlerin olagan dagiliminin karistirilmas: ve dolayisiyla zar fonksiyonlarinin
bozulmasina; ve (V)Peptidin igsellestirilmesinden (internalisition) sonra Kritik hiicre

ici hedeflere zarar verilmesi (53).

Diseti epiteli, yalnizca mikrobiyal istilayr fiziksel olarak onleyen bariyer
isleviyle degil, aym1 zamanda varsayilan patojenlerin yayilmasini biyolojik olarak

baskilayan antimikrobiyal 6zellikleriyle temsil edilen konak savunmasinin 6nemli bir
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elemanidir. Proteinaz inhibitorleri, kemokinler ve ndropeptitler gibi diger peptitler de
antimikrobiyal aktivite gosterse de, katelisidinler ve defensinler diseti epitelindeki
AMP'lerin ana ailelerini olusturmaktadir. Insan katelisidininin yani sira insan P-
defensinlerinin yapic1 ve indiiklenebilir ekspresyonu diseti epitelinde gozlenmistir

(54).

Son onbes yilda, artan sayida yayin, periodontal ve oral doku homeostazinda
antimikrobiyal peptitlerin (AMP'ler) etkisini 6ne surmektedir. Yedinci Avrupa
Periodontoloji Calistayr, AMP'lerin oral patojenler iizerindeki antimikrobiyal
aktiviteleri ve diger yandan hem dogal hem de adaptif immiin yanit iizerindeki
immiinomodiilatér etkileri sayesinde agiz boslugu stabilitesini etkileyebilecegine
dikkat ¢ekmistir(55). Bu peptitlerin bazilari mevcut yara onarim siirecine, hiicre

gocine ve kemotaksisine miidahale etme yetenegi oldugu bildirilmistir (56).

Katelisidinler (LL-37), ilk olarak aktif olmayan bir prekursor olarak uretilen:
hCAP18 (Insan katyonik antimikrobiyal peptit 18), daha sonra proteolitik bolinme ile
aktive edilerek LL-37 aktif bir formuna doniisen, 37 amino asitli bir katyonik
peptittir(57). LL-37 yapisi, hem patojenlerin membranlarna hem de
lipopolisakkaritlere (LPS) baglanarak patojenlerde porlar agilmasini indiikklemektedir.
Bu peptit ayrica, patojenlerin taninmasinda ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin
aktivasyonunda temel bir rol oynadigi bilinen toll benzeri reseptor 3 (TLR3) ile iliskili
oldugu bildirilmistir (58).

4.3.1. Defensinler

Defensinler, dogustan gelen bagisiklik siireclerinde 6nemli rol oynayan
antimikrobiyal peptitlerdir (59). Insan defensinleri, ii¢ ¢ift zincir i¢i disiilfid bag
olusturan alt1 yiiksek oranda korunmus sistein kalintis1 igeren bir katyonik protein

ailesinden olugmaktadir. Disllfid baglarinin hizalanmasi ve molekiiler yapisina bagl
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olarak, insan defensinleri a- ve B-defensinler olmak iizere iki alt aileye ayrilmaktadir

(60).

4.3.1.1 .Alfa-defensinler (a-defensinler)

a-defensinler 29-35 kalintt uzunlugundadir ve 1-6, 2-4, 3-5 hizasinda g
distlfid koprist icermektedir. Insan a-defensinleri -1, -2, -3 ve -4 baslangigta
notrofillerden izole edilmis, bu nedenle geleneksel olarak insan notrofil peptitleri
(HNP)-1, -2, -3 ve -4 olarak adlandirtlmislardir (61).

HNP-1, -2, -3 ve -4, nétrofillerin ve monositlerin/makrofajlarin graniillerinde
tamamen islenmis olgun peptitler halinde depolanmakta ve hiicre disina
salinabilmektedir (61). Insan defensinleri-5 ve -6 olarak bilinen diger iki a-defensin,
Paneth'in ince bagirsak hiicrelerinde ve kadin iirogenital yolunun epitel hiicrelerinde

bol miktarda ekspere edilmektedir (60).

a-defensinlerin antimikrobiyal spektrumu, Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterileri, maya ve filamentli mantarlari, bir¢ok zarfli viriisii ve mikobakteri tlriin(
kapsamaktadir (62). Ek olarak, a-defensinler konagin dogustan gelen ve adaptif
bagisikligin diizenlenmesine de katkida bulunmaktadir. HNP’ler CD4/CD45RA ve
CD8+ T hucreleri ve periferik kan monositlerinden veya CD34 hematopoietik
progenitor hiicrelerinden liretilen olgunlagsmamis dendritik hiicreler i¢in kemotaktiktir
ve boylece adaptif immiin yaniti uyarmaktadirlar (63). Ayrica, HNP'nin mast hicre
degraniilasyonuna neden oldugu ve bunun da histamin dahil mast hiicre graniil
tirtinlerinin salinmasina yol agtig1 gésterilmistir(64). Bunlara ek olarak, HNP’ler, insan
solunum yolu epitel hiicreleri tarafindan IL-8 iiretimini uyarma yetenegine sahiptirler.
Bu durum, IL-8’in giiclii bir nétrofil toplayicisi olmasi ve toplanan notrofillerin
patojenlere karsi giiclendirilmis dogustan gelen bagisiklik tepkilerine yol agabilecek
olan ek defensinleri  serbest birakan pozitif = feed-back  dongusiyle

sonuclanabilmektedir (65).
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4.3.1.1.1 .Alfa-defensinler ve periodonsiyum

Notrofil graniilleri, monositler ve dogal 6ldiirticti hiicrelerde sik¢a bulunan
notrofil defensinleri, oronazal boslukta yaygin olarak eksprese edilmektedir. TUkiruk
bezi dokulariin yani sira tiikiirtik, diseti olugu sivisi ve burun salgilar1 da dahil olmak
Uzere oronazal boslugun doku ve salgilari, yiikksek miktarda insan notrofil

defensinlerini icermektedir(66).

Notrofil a-defensinleri daha 6nce yapilan ¢alismalarda, birlesim epitelinde(67)

ve epitel ile dis yiizeyi arasinda yeralan diseti olugu sivisinda tespit edilmislerdir(68).

B-defensinler, birlesim epitelinin farklilagsmamis hiicrelerinde zayif bir sekilde
eksprese edilirken, o-defensinler birlesim epitelinden diseti sulkusuna go¢ eden
notrofillerde yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Boylece, birlesim epiteli o-
defensinler tarafindan korunurken, farklilasmis c¢ok kathi epitel ise B-defensinler

tarafindan korunmakta ve antimikrobiyal etki gostermektedir (67-68).

Alfa defensinler, fagositlerde oksidatif olmayan 6ldirmeyi indiklemekte veya
dokuda dogrudan bir antimikrobiyal olarak hareket edebilmektedir (54). Insan nétrofil
peptitlerinin agiz boslugundaki antimikrobiyal aktivitesi hakkinda bilinenlerin ¢ogu,
tikiirik ve diseti olugu sivist ¢alismalarindan gelmektedir. Degraniilasyon tlizerine
notrofiller, diseti olugu sivis1 ve tiikiirik gibi salgilarda insan nétrofil peptitlerini
serbest birakmaktadir. Digeti olugu sivisinda ve tiikiiriikte bulunan insan nétrofil
peptit-1'in  Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ve Porphyromonas gingivalis'i hedefleyebildigi tespit
edilmistir. Ote yandan, diseti olugu sivisindaki ve tiikiiriigiindeki insan notrofil peptit-

2 ve -3'lin, P. gingivalis ve A. actinomycetemcomitans't hedef aldig1 gosterilmistir(69).

Insan nétrofil peptitleri, antimikrobiyal aktivite saglamak icin her zaman tek

basina hareket etmemektedirler. Yapilan bir ¢aligmada, insan nétrofil peptit-1 ve LL-
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37'nin E. coli ve Staphylococcus aureus'a karsi sinerji iginde hareket ettigi

gosterilmistir(66).

Alfa-defensinler, antimikrobiyal, antiviral ve antiparaziter etkilerin yanisira,
dogrudan kemotaktik olabilmektedirler. Segici sitokin/kemokin induksiyonuna sahip
olmalarinin yaninda, yara iyilesmesine katilip, kollajen {iretimini artirabilir,
kompleman aktivitesini inhibe edebilir ve hiicre 6lumuna indukleyebilmektedirler
(70).

4.3.1.2. Beta-defensinler (f-defensinler)

B-defensinler, yaklasik 30 yil Once sigir graniilositlerinde ve trakeal epitel
hiicrelerinde kesfedilmistir (71). Insanlarda p-defensin-1 (hBD-1), 2 (hBD-2), 3 (hBD-
3) ve 4 (hBD-4) olarak adlandirilan dort B-defensin tanimlanmaktadir. B-defensinler,
farkl: sistein eslesmeleri ve araliklari, kiiciik ve daha az anyonik 6n parca(propiece),
uc yerine iki ekzonlu genler ve nispeten daha fazla lizin igermeleriyle a-defensinlerden
farklidirlar. Ancak hemen hemen ayni sekilleri ve genlerinin 8p22-p23 kromozomu
tizerindeki yan yana dizilisi, a- ve B-defensinler icin ortak bir kokene isaret etmektedir
(72). Bu ~4-5 kDa agirligindaki peptitler, yiiksek sayida Lys ve Arg tortusu nedeniyle
notr pH'da oldukga katyoniktirler. Bilinen B-defensin dizilerinin bir hizalanmasi,
yiiksek oranda korunmus olan hemen hemen tiim kalintilarin yapisal roller oynadigin

gosterirken, diger kalintilarin ¢ogu oldukc¢a degisken oldugu belirtilmektedir (73).

4.3.1.2.1. Beta-defensinlerin antibakteriyel aktiviteleri

hBD'ler, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler, virtsler ve mantarlar dahil
olmak {izere genis bir mikroorganizma spektrumunu 6ldirme ve/veya inaktive etme
kapasiteleri ile bilinmekte ve bu onlar1 konakg1 dogustan gelen savunmanin dogrudan
efektorleri olarak gostermektedir (74). Diisiik iyonik kuvvet kosullart ve iki degerlikli

katyonlarin diisiik konsantrasyonlar1 gibi optimal kosullar altinda, hBD'lerin
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antimikrobiyal aktivitesi 1-10 pg/ml kadar diisikk yogunluklarda gozlenmektedir. Bu
hBD'lerin dizi benzerliklerine sahip olmakla birlikte, antimikrobiyal etki, etkinlik ve

0zgullukteki 6zellikleri nispeten farklilik géstermektedir (74).

HBD-1, mikromolar konsantrasyonlarda E. coli'yi ve 60 ila 500 pg/ml
arasindaki konsantrasyonlarda diger Gram-negatif bakterileri etkisiz hale getirdigi
gosterilmistir (75). Antibakteriyel aktivitesi genellikle hBD-2 ve -3'lnkinden daha
distiktiir (76). HBD-2'nin, 10 ug/ml'ye yakin bir LD90 (koloni olusturan birimlerde
%90 azalma saglayan doz) ile E. coli ve Pseudomonas aeruginosa'y: 6ldiirmede
oldukga etkili oldugu goriilmistiir (77). Candida albicans, 25 ug/ml'lik bir LD90 ile
etkisiz hale gelmesine karsin, bir Gram pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus
Uzerinde Dbakteriyostatik bir etkinin yalmizca 100 pg/ml kadar yiksek
konsantrasyonlarda  elde  edildigi  gosterilmistir ~ (78). HBD-3, diisiik
konsantrasyonlarda bile hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars1 giiglii
antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (62). Gram negatif bakteriler,
P. aeruginosa, E. coli ve C. albicans'a kars1 mikrobisidal aktiviteye ek olarak, hBD-3
ayrica ¢ok direncli S. aureus dahil olmak (zere Streptococcus pyogenes veya
vankomisine direncli Enterococcus faecium gibi Gram pozitif bakterilere karsi da
mikrobisidal aktivite  gOstermektedir  (77). HBD'lerin  ayrica  A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum,
Streptococcusmutans ve Streptococcus sobrinus gibi gesitli periodontopatojenik ve

karyojenik bakterilere karsi degisken bakterisit aktiviteleri oldugu bildirilmistir (76).

4.3.1.2.2. Beta-defensinlerin immun dizenleyici aktiviteleri

HBD'lerin antimikrobiyal etkilerine ek olarak, dogustan gelen bagisiklikta da
etkili oldugu gorilmektedir. HBD-2, mast hucrelerinin enflamasyon odaklarina
cagrilmasi igin kemotaksin gorevi gormekte ve mast hucrelerinin aktivasyonunu ve
degranulasyonunu indiikleyerek histamin ve prostaglandin D2 salinimina neden
olabilmektedir(79)-(80). HBD-2 ayrica TNF-alfa ile muamele edilmis nétrofiller igin

gucli bir kemo-gekici olmasina ragmen, TNF-alfanin yoklugunda kiiltive edilmis
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notrofiller tzerinde kemotaktik aktivitesini yitirdigi gosterilmistir (81). HBD-3"{in, 50
nM'de maksimum tepki veren monositler igin potansiyel bir kemo-gekici oldugu,
ayrica hBD-4’tin de 10 nM'de maksimum bir tepki ile monositlerin gociine neden

oldugu gosterilmistir (82)(83).

HBD'ler dogustan gelen bagisiklik yanittaki etkisinin yaninda, mikrobiyal
istilaya kars1 adaptif bagisikligi baslatmaya ve slrecin surdurilmesine de katkida
bulunabilmektedir. HBD-2 ve daha az 6l¢cide HBD-1'in, insan kemokin reseptorii
CCR6 ile etkilesim yoluyla, olgunlasmamis dendritik ve hafiza T hiicrelerini
mikrobiyal istila bolgesine toplayarak adaptif bagisiklik tepkilerini destekledigi
gosterilmistir (84). HBD-1 ve -2'ye benzer sekilde, hBD-3 de olgunlagsmamis dendritik
hicreler icin kemotaktik etkiler gostermektedir (85). Olgunlasmamis dendritik
hicreleri ile yapilan bir in vitro calismada hBD-2 ve -3’in, IL-2 (retimini

indikleyerek dendritik huicrelerin olgunlagsmasini destekleyebildigi gosterilmistir (86).

4.3.1.2.3. Beta defensinler ve periodonsiyum

Oral kavitedeki bakterilere kars: dogustan gelen bagigiklik tepkisi periodontal
savunmada anahtar bir rol oynadigindan (87), klinik olarak saglikli periodontal
dokularda bile konak¢1 ve bakteri arasinda siirekli bir “silahlanma” yarig1 vardir. Bu
nedenle, periodonsiyumun, kommensal floradan karsi zarar gormemesini saglayan
biyolojik mekanizmalar1 anlamak, periodontal hastaligin karmasikligini ve seyrini

anlamamizda 6nemli rol almaktadir (88).

Diseti epitelinin iist spinoz, graniler ve kornifiye tabakalarinda yaygin olarak
eksprese edilen beta defensinler oral kaviteye karsi bir bariyer gorevi gérmektedirler
(67). Beta defensinlerin fibroblast hiicre kiiltiirlerinde gozlemlenen immiin cevabi
duzenleyici etkisiyle defensinlerin sadece diseti epitelinde degil diseti bagdokusunda
da etkili oldugu diistiniilmektedir (5). Mukozal immdinitenin 6nemli peptitlerinden

olan beta defensinler, periodontal yara iyilesmesindeki rolt (89)(80)ve periodontal
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hastalik patogenezindeki fonksiyonlariyla(90) periodontal dokular igin ©6nem

tasimaktadir.

4.4. Vitaminler

Vitaminler beslenmenin temel bilesenleridir ve g¢esitli biyolojik siireglerin
stirdiiriilmesi i¢in gerekli olan organik bilesik grubudur. Vicut, vitaminlerini kendisi
sentezleyemediginden veya yeterli miktarda olmadigi i¢in vitaminlerin beslenme
yoluyla saglanmasi gerekmektedir. Giiniimiize kadar tanimlanan on tii¢ vitamin
¢oOziiniirliiklerine gore iki sinifa ayrilirlar: suda ¢ziinen vitaminler ve yagda ¢oziinen
vitaminler. Yagda ¢o6ziinen vitaminler ayrica dort bilesik grubuna ayrilmaktadir:
vitamin A (retinol), D (kolekalsiferol), E(tokoferoller ve tokotrienoller) ve K
(fillokinon ve menakinonlar). Yagda ¢6ziinen vitaminler, lipofilik olmalart nedeniyle
dolasimda lipoproteinler, retinol baglayict protein, vitamin D baglayici protein gibi
spesifik tastyic1 proteinler ile birlikte taginmaktadirlar. Bu vitaminlerin, etkilerini
gostermeleri veya uygun sekilde metabolize edilebilmeleri igin tastyict proteinler

tarafindan hiicre i¢ine taginmasi gerekmektedir (91).

Tiim vitaminlerin yeterli alim1 O6nemli olmakla birlikte, suda ¢dziinen
vitaminlerin viicutta depolanmamasindan dolay1, eksikligi 6nlemek i¢in diizenli olarak
alinmas1 gerekmektedir. Suda ¢6zlinen vitaminler arasinda Vitamin C ve Vitamin B
kompleksi (tiamin, riboflavin, niasin, pantotenik asit, piridoksin, biotin, folat ve
kobalamin) bulunmaktadir. B vitamini kompleksi ve C vitamini birgok gidada,
ozellikle sebze ve meyvelerin yani sira siit, et, baklagiller, bezelye, karaciger, yumurta
ve tahillarda bulunmaktadir. Biyokimyasal reaksiyonlarda kofaktor olarak hizmet
etmenin yani sira, B vitamini kompleksi normal viicut biiytimesi ve gelisimi, saglikl
cilt, sinir ve kardiyovaskdler sistemin dlizgiin ¢caligmasi ve eritrosit olusumu i¢in hayati

Oneme sahiptir (92).
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4.4.1. Retinoik asit (Vitamin A)

“A Vitamini” genel olarak retinol ve retinoliin sentetik analoglarini (All-trans-
retinoik-asit, 13-cis-retinoik asit, karotenoidler, provitamin A) ifade etmektedir(93).
Cesitli metabolitleri gérme, hiicresel farklilagsma, epitelin bariyer fonksiyonu ve
bagisiklik sistemi i¢cin onem tagimaktadir. A vitamini beslenme yoluyla iki sekilde elde
edilmektedir. Onceden olusturulmus A vitamini (retinol ve retinil ester), et, siit iiriinleri
ve balik gibi hayvansal kaynaklardan elde edilmektedir. Provitamin A (beta-
karotenoid) turuncu renkli meyve ve sebzelerden elde edilir. Alinan her iki A vitamini
formu, biyolojik stiregleri desteklemek igin absorpsiyondan sonra retinal ve retinoik

aside doniistiiriilmelidir (94).

A vitamini eksikligi kiiresel olarak 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Alt1 ay ile
bes yas arasindaki ¢ocuklarda morbiditenin yiiksek oldugu iilkelerde Onlenebilir
hastaliklar nedeniyle cocuk morbidite ve mortalite oranini biiyiik dl¢iide azaltmak i¢in
A vitamini takviyesi 6nemli ve uygun maliyetli bir muidahale olarak kabul
edilmektedir. Goze A vitamini takviyesine verdigi olumlu yanit kanitlanmis olup,
kseroftalmi ve gece korliigli gibi hastaliklarda siklikla basvurulmaktadir. A
vitamininin hiicre morfogenezi, farklilasmas1 ve proliferasyonuna katilimi, gen
regiilasyonu i¢in esastir. Ek olarak, antioksidan isleviyle, DNA'da olusabilecek reaktif

oksijenlere bagli hasar riskini azaltmaktadir (95).

4.4.1.1. Retinoik asitin metabolizmasi

Vcut tarafindan sentezlenemeyen A vitamini, ince bagirsaktaki bagirsak epitel
hicreleri (IEC'ler) tarafindan esterifikasyon yoluyla farkli yag asitleri ile birlestirilerek
silomikron olarak adlandirilan yapilara doniistiirilmektedirler. Dolasima karisan
silomikronlar hedef dokulara tasinir veya karacigerde depolanir ve hidroliz yoluyla
retinol formuna doniistiiriillmektedir (96).Dolasimda bulunan retinol, retinol baglayici

proteinlere (RBP'ler) baglanmaktadir (97). Hucre icerisindeki retinoller palmitat ve
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diger retinil esterlerine doniistiiriiliir veya alkol dehidrojenazlar (ADH'ler) tarafindan
retinaldehit olusturmak tizere hidrolize ugramaktadirlar (98). Retinaldehit
dehidrojenazlar (RALDH'ler) araciligiyla gergeklesen ikinci hidroliz sonrasinda
retinoik asitler (RA) olusmaktadir. Yeni sentezlenen retinoik asit, hiicresel RA
baglayici proteinlere (CRABP'ler) baglanabilmektedirler. Retinoik asitler, CRABP-I'e
baglandiginda, degradasyon igin hedeflenirken, CRABP-II’e baglandiginda, RA'y1
nikleer retinoik asit reseptorleri (RAR) ile baglandigi ¢ekirdege tasimakta ve RA
hedef genlerinin transkripsiyonunu desteklemektedir. RA, CRABP’lar ile
baglanmasiyla otokrin fonksiyon gostermektedir (99). Alternatif olarak, RA hiicreden
cikip yakindaki bir hiicreye serbestce girebilmekte (parakrin fonksiyonu) veya viicutta
dolagimina devam edebilmektedir. Bu alternatif yol ise RA’in parakrin fonksiyonunu

temsil etmektedir (98).

4.4.1.2. Retinoik asit ve ntkleer reseptorler

Retinoik asit sinyali, retinoik asit reseptérii (RAR) ailesi (RARa, RARS,
RARYy) ve retinoid X reseptorti (RXR) ailesi (RXRy, RXRp, RXRy) tarafindan iletilir.
Bu reseptorler, nukleer hormon reseptorlerinin stiper ailesine ait olup, ligand
aktivasyonuyla transkripsiyon faktorii olarak rol almaktadirlar (100). RAR'lar igin
dogal ligandlar all-trans retinoik asit (ATRA) ve onun stereoizomerleri olan 9-cis-RA
ve 13-cis-RA'dir. RXR'lerin dogal ligandi ise 9-cis-RA’dir. RAR'lar, RAR/RXR
heterodimerleri olarak islev gérmektedirler. Ligand-reseptor kompleksleri, spesifik
retinoik asit tepki elemanlarina (RARE'ler) baglanarak birka¢ genin indiiklenebilir

transkripsiyon dizenleyicileri olarak hareket etmektedirler (101).

Retinoik asit analoglarindan birisi olan 9-cis-RA, RAR ve RXR'lerin
aktivasyonunda ayni kabiliyete sahipken, ATRA RXR'leri aktive etmede 50 kat daha
zayiftir (102). RXR'lerin yag asidi biyosentezi, metabolizmasi veya taginmasina
katilan diger niikleer reseptorlerle birlesmesi ve oleik asit, dokosaheksaenoik asit
baglantilar1 da goz oniine alindiginda, RXR'nin asil ligandlarinin yag asitleri oldugu

diistintilebilmektedir (103).
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4.4.1.2.1. Retinoik asit reseptort (RAR)

Retinoik asit yoklugunda, RAR'lar ¢ogunlukla nikleusta bulunup, SMRT
(Silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) ve NCoR (Nuclear
receptor corepressor) gibi koruyucularla kompleks haline getirilmis RARE'lere
baglanmaktadir (104).

RAR'larin RA hedef genlerinin diizenleyici bolgelerindeki RARE bdlgelerine
dogrudan baglanmasina ek olarak, RAR/RXR dimerleri, c-Jun ve c-Fos tarafindan
olusturulan bir kompleks olan AP-1 (Aktivator protein-1) gibi RA'dan bagimsiz
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini kontrol edebilmektedir. Hem RAR/RXR
heterodimerleri hem de homodimerler, AP-1 DNA baglanmasini bloke ederek ve c-
Jun (Transkripsiyon faktori Jun) ve c-Fos (Protein c-Fos)'un dimerizasyonunu
bozarak AP-1 aracili transaktivasyonu inhibe edebilmektedir (105). AP-1 ve RAR'lar
arasindaki baskilayic1 etkilesim karsiliklidir ve c-Jun ve c-Fos, RAR aracili
transkripsiyonel aktiviteyi baskilayabilmektedir. AP-1 aktivasyonunun baglanmis
RAR'lar tarafindan kontrolii, hiicre i¢in 6nemli sonuglara sahiptir ve retinoidlerin anti-

enflamatuar ve diger klinik etkilerine dahil olabilmektedir (106).

4.4.1.2.2. Retinoik x reseptori (RXR)

1990'da Mangelsdorf ve arkadaglari tarafindan orphan reseptorlerden birinin
RXR olarak adlandirilan retinoide duyarli farkli bir transkripsiyon faktorind temsil
ettigi kesfedildi. RAR"in tiroid hormon reseptoriine RXR'den daha benzer olmasi, bu
iki retinoid reseptor grubunun farkli metabolik yollarin diizenlenmesinde rol
oynadigim diisiindiirmektedir. RXR a, B ve y olarak adlandirilan i¢ RXR alt tipinin
ekspresyon modeli olduk¢a farkli olmalarina ragmen, homolojileri bu reseptorlerin
ortak ligandlara yanit verdigini gostermektedir. RXR-a karaciger, bobrek, dalak,
plasenta, epidermis ve cesitli i¢ organ dokularinda yiliksek seviyelerde ekspresyon

gosterirmekte RXR-B yine RXR-a’ler gibi hemen hemen her dokuda bulunabilirken,

25



RXR-y ekspresyonu esas olarak kaslarda ve beyinde ger¢eklesmektedir. RXR'lerin
farklilasma ve metabolizmasi lizerinde yapilan g¢aligmalar sonucunda, embriyo
implantasyonundan organogeneze kadar cok cesitli gelisim siireclerinde ve ayrica

yetiskin fizyolojisinin diizenlenmesinde kritik roller oynadigini géstermektedir (107).

4.4.1.3. Retinoik asit ve periodonsiyum

Retinoik asitlerin farkli hiicre tiirlerine yaptig1 etkilerin yanisira osteoblast
proliferasyonu ve farklilasmasinda etkin rol oynadigi gosterilmistir. Farelerde yapilan
bir ¢alismada A vitamininden yoksun bir diyetle beslenen farelerde periodontal
ligament yapisinin bozuk olusu, retinoik asitlerin dental dokularin gelisiminde de etkin
rol oynadigini gostermektedir (108). Retinoik asitin insan diseti epitel bariyeri
tizerindeki etkisini arastiran baska bir calismada retinoik asitin, siki baglanti
proteinlerinin (Tight junction proteinleri) degistirilmis ekspresyonuyla, epitel
bariyerine pozitif etki sagladigi gosterilmistir (16). Farelerde olusturulmus
Porphyromonas gingivalis kaynakli periodontitis modelinde retinoik asidin her giin
oral yoldan takviyesinin, enflamatuar hiicre infiltrasyonunu inhibe ettigi, diizenleyici
T hiicrelerinin aktivasyonunu arttirdigi ve gelisebilecek alveolar kemik kaybinin
Ontine gegtigi gosterilmistir (12). Bununla birlikte ilging bir sekilde, son zamanlarda
retinoliin, retinol bazli periodontal rejeneratif tedavilerde yeni bir kapsaminin yolunu
acabilecek bir oOzellik olan niikleer bazlarin demetilasyonu yoluyla hiicresel
epigenetigi etkileme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (13).Insan morfogenezinde
etkin rol oynayan retinoik asitlerin, periodontal sagligin idamesinde ve periodontal

enfeksiyondaki yeri yapilan ¢aligmalarla 6nem kazanmaktadir.

Dermatolojik hastaliklarda siklikla kullanilan retinoik asitler, etkisini hiicre
proliferasyonunu, farklilagmasini, hayatta kalmasin1 ve apoptozunu etkileyerek
gostermektedir. Bu etkiler sonucunda hastalarda sebum dretimini azalmakta, ciltteki
lipid kompozisyonunu degismekte, anormal folikiiler keratinizasyonu 6nlenmekte ve
iltihap baskilanmaktadir (109,110). HBD’ler, periodontal dokulardaki en yaygin

antimikrobiyal peptitlerdir. Yapisal olarak veya uyaranlara kars1 salinan defensinlerin,
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gosterdikleri bakteriyosidal aktiviteyle dogustan gelen konak savunmasina ve efektor
ve diizenleyici fonksiyonlariyla adaptif bagisikliga katkida  bulundugu
gosterilmektedir (111). Sistemik isotretinoin kullanan hastalarda yapilan bir ¢alisma,
retinoik asitin kutan6z hBD-1 seviyesini etkilemezken, kutanéz hBD-2 dizeylerini
diistiriirdiigi gostermistir(112). Deri keratinositleri ile yapilan baska bir in-vitro
calismada, proenflamatuar sitokinler ve P. aeruginosa'nin indiikledigi hBD-2, -3 ve -
4 gen salmiminin retinoik asit muamelesiyle azaldigi bildirilmektedir (14). Her ne
kadar gecmis calismalarda retinoik asitin kutanéz hBD duzeylerini ve deri
keratinositlerindeki mRNA salinimini baskiladig: rapor edilmis olsa da, retinoik asitin
oral ve periodontal dokular iizerindeki olasi etkisi heniiz degerlendirilmemistir.
Bilgimiz dahilinde retinoik asitlerin disetindeki immiin cevaba olan etkisinin beta

defensinler lizerinden gosterildigi bir calisma bulunmamaktadar.

Calismamizin amaci, retinoik asitlerin diseti sagligi lizerindeki etkilerini beta
defensinler agisindan ve retinoik asit-diseti iliskisini olas1 immiinolojik etkilesimler ve
hiicresel yanit acisindan degerlendirmektir (Sekil 4.2). Calismanin 6n goriilen
sonuglarina gore retinoik asitlerin digetindeki immiin cevabi etkileyerek, periodontal
hastaliga karst koruyucu gorevde olacagi ongoriillmektedir. Bu sonuclar dahilinde
periodontal hastalik tedavisi sirasinda ya da hastaligin ilerleyisinde retinoik asitin olas1
etkilerini degerlendirilecek ve hasta grubunun profilaksi ve tedavi yontemlerine yeni

bir bakis kazandirilacaktir.

Calismanin hipotezi, retinoik asitin digetinde beta defensinlerin salinimini

etkileyerek diseti sagligini pozitif yonde etkileyecegidir.
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Problem: Retinoik asitlerin periodonsiyuma ve oral g-defensin
duzeylerine olan etkisinin bilinmemesi.

Sorular:
-Retinoik asitin periodontal dokulardaki olasi etkileri nelerdir?
-Retinoik asit, oral B-defensin seviyelerini nasil etkilemektedir? S

Hipotez: Retinoik asitin digetinde beta defensinlerin salinimini
etkileyerek diseti saghgini pozitif yonde etkilemektedir.

Amag: Retinoik asitlerin diseti saghid Gzerindeki etkilerini beta
defensinler agisindan ve retinoik asit-diseti iligkisini olasi
immunolojik etkilesimler ve hucresel yanit agisindan
degerlendirmektir.

Sekil.4.2: Problemin tanimi. Retinoik asitlerin periodontal dokulara ve oral beta

defensin dlzeylerine olan etkisinin bilinmemesi problemine karsi cevaba ihtiyag

duyulan sorular, planlanan ¢alismanin hipotezi ve amaci sekilde belirtilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. Hasta Secimi ve Orneklem Biiyiikliigii

Ornek boyutu analizi, belirli bir yazilim* kullanilarak ¢alisma baslamadan 6nce
yapilmistir. Biiyiik etki biiyiikliigii (0.8), 0.05 a-hatas1 ve %80'lik gii¢ kullanilarak elde
edilen toplam 6rneklem biiyiikliigii 52 olarak bulunmustur. Ancak, karisiklik ve eksik

veri olasilig1 gbz Oniine alindiginda, calisma 70 hastay igerecek sekilde tasarlanmaistir.

Arastirmaya katilanlar, 2021 Mart- 2022 Subat tarihleri arasinda Istanbul
Medipol Universitesi Esenler Hastanesi Dermatoloji Klinigi ve Istanbul Medipol
Universitesi Unkapan1 Hastanesi Periodontoloji Anabilim dal1 kliniklerine basvuran
hastalardan olusmaktadir. Katilimecilarin ¢alismaya dahil edilmeleri es zamanl olarak
gerceklestirilmistir. Calismaya uygun olan katilimcilarin se¢ilmesine dair detayli sema

Sekil 5.3 ve Sekil 5.4°de verilmistir.

Kontrol grubu icin galismaya dahil edilme kriterleri; 1) 18 yasindan blyuk
olmak, 2) en az 20 dise sahip olmak ve 3) sistematik olarak saglikli olmak ve 4)
ortodontik, protetik veya estetik nedenlerle diseti eksizyonuna ihtiya¢c duymaktir.
Calismanin diglanma kriterleri, 1) periodontitis tanis1 almig veya tedavi gormiis olmak,
2) retinoik asit disinda herhangi bir sistemik ilac1 kronik olarak kullanmak, 3) sigara
icmek, 4) antibiyotik ve/veya anti-enflamatuar, nonsteroidal anti-enflamatuar ilaclar
steroid kullanimidir. Calismadan Onceki 3 ay i¢inde immiinosupresanlar, beta
blokerler, kalsiyum kanal blokerleri, antikoagulanlar ve hormonal kontraseptifler, 5)

hamilelik veya emzirme, 6) ortodontik aparey kullanima.

13.1.9.2 G*Power
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Retinoik asit grubu i¢in ¢alismaya dahil edilme kriterleri; 1) 18 yasindan biiyiik
olmak, 2) en az 20 dise sahip olmak ve 3) sistematik olarak saglikli olmak 4)
ortodontik, protetik veya estetik nedenlerle diseti eksizyonuna ihtiya¢ duymaktir.
Calismanin dislanma kriterleri, 1) periodontitis tanis1 almis veya tedavi gérmiis olmak,
2) retinoik asit disinda herhangi bir sistemik ilact kronik olarak kullanmak, 3) 4 aydan
daha kisa stiredir izotretinoin (13- cis-retinoik asit) 0.5-1 mg/kg kullaniyor olmak 4)
sigara icmek, 5) antibiyotik ve/veya anti-enflamatuar, nonsteroidal anti-enflamatuar
ilaglar steroid kullanimidir. Calismadan énceki 3 ay icinde imminosupresanlar, beta
blokerler, kalsiyum kanal blokerleri, antikoagulanlar ve hormonal kontraseptifler, 6)

hamilelik veya emzirme, 7) ortodontik aparey kullanimi.

Periodontal muayeneler sonrasinda 34 retinoik asit kullanicis1 ve 35 sistemik
ve periodontal olarak saglikli katilimer ¢alismaya alinmistir. Retinoik asit grubundaki
tim katilimcilar kiiresel akne derecelendirmesine gore(113) orta ve siddetli akne
vulgaris veya nodiler akne tedavisi i¢in bir dermatolog kontroliinde minimum 4 ay,
maksimum 7 ay boyunca 0,5-1 mg/kg izotretinoin (13-cis-retinoik asit) tedavisi alan

hastalardan olugmaktaydi.

Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu Bagkanligi tarafindan 30/12/2020 tarihinde E-10840097-772.02-66558 onay
numarasiyla, arastirmanin etik ve bilimsel yonden uygun olduguna oybirligiyle karar

verilmistir.

Dahil etme ve haric tutma kriterlerine uyan tum bireyler periodontal
muayeneye davet edilmistir. Davet edilen tim katilimcilara g¢alisma protokolii
hakkinda so6zlii ve yazili bilgi verilmis ve bilgilendirilmis onamlari alinmistir.

Calismaya dahil edilen katilimcilara ait sema Sekil. 5.1 ve Sekil 5.2°de gosterilmistir.
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5.2. Sosyodemografik Verilerin Toplanmasi ve Anket Formu

Katilimcilardan alinan onam sonrasi sosyodemografik veriler Sekil.5’teki anket
ile kaydedilmistir. Hastalarin yas, cinsiyet, dis firgalama sikliklari, dis ipi ya da arayiiz
firgas1 kullanimlar1 ve sikliklari, boylari, kilolar1 ve retinoik asit grubundaki hastalar

icin retinoik asit kullanim siireleri ve dozlar kaydedilmistir.

0000 W ooccsicscciscsmrmssnsivssovassssiisosssasses Tarlh! Loiiiiisicsnsiainesnes
Y e s =

8 YORcicicicaiiopsse %

4.Cinsiyet: [Kadin: | [Erkek: ]

5. Diglerinizi fircalyyor musunuz ?

[Hayw |

[Evetise giinde [Diizensiz ] [1kez ] [2 veya daha fazla ]

6. Dig ipiararyiiz firgas: kullanryor musunuz?

[Hayr ]

[Evet ise giinde |Diizensiz | [1 kez | |2 veya daha fazla |

LA LT () — -

Sekil.5.3: Sosyodemografik veri anketi
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5.3. Klinik Periodontal Olguimler

Sosyodemografik verilerin kaydindan sonra ¢alismaya katilan tiim hastalardan
Sondalanan cep derinligi (SCD), klinik atasman kayb1 (AK), plak indeksi (PI), diseti
cekilmesi (DC) ve sondalamada kanama (SKi) 4 bélgede (mesial-distal, fasiyal-
lingual) once Sekil.5’de gosterilen periodontal indeks kagidina, daha sonra da
bilgisayara kaydedilmistir. Periodontal indekslerin 6lcimi tek hekim (NA) tarafindan,

serum ve tiikiiriik 6rneklerinin toplanmasinin ardindan yapilmaistir.

nnnnnn

[Dig NoPlak ornegi Dig o Sl [Kacmi ] Dis No |Diseti
= [ T :l
I [ i Xan Orneds t |

Sekil 5.4: Periodontal indeks formu
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5.3.1. Sondalama cep derinligi (SCD)

Calismaya katilan tiim bireylerden SCD o6l¢limleri, Williams periodontal
sondasi?® kullanilarak arastirmaya dahil edilen her disin mezyal, distal, bukkal ve
lingual olmak {izere toplam 4 ayr1 noktasindan milimetrik olarak yapilmistir. Her hasta

icin ag1z ortalamas1 mm cinsinden hesaplanmaistir.

5.3.2. Sondalamada kanama (SK)

Cep tabani ve cep epitelinin enflamatuar durumunu saptamak amaci ile
arastirmaya katilan dislerin mezyal, distal, bukkal ve lingual olmak Uzere toplam 4
yiiziinden sondalama derinligi Sl¢limii yapildiktan 30 saniye sonra kanama olup
olmamasina gore pozitif (+) ya da negatif (-) olarak skorlama yapilmistir. SK indeksi
her hastada asagidaki denklem kullanilarak agiz i¢in sondalamada kanama yuzdesi

hesaplanmustir:

Kanayan ylizey sayis1 / Total dis yiizeyi sayis1 x 100

5.3.3. Plak indeksi (PI)

1964 yilinda Silness ve Loe’nilin yapmis olduklar1 plak indeksine gore dislerin
meziyo-bukkal, disto-bukkal, bukkal ve palatinal/lingual orta noktalar olmak tizere
toplamda dort bolgeden 6l¢iim yapilmistir. Disler, pamuk rulolar ile tiikiiriikten izole
edilmis ve daha sonra oral hijyen durumlarinin belirlenmesi amaciyla serbest diseti

kenar1 boyunca uzanan plagin kalinligimi1 belirlenmistir. Bunun sonucunda dislerin

2 LM Dental AB, Nynishamn, Isvec
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tizerindeki plak miktarina 0-3 arasinda bir deger verilerek kaydedilmistir. (Silness ve
Loe 1964). Bu skorlama;

0: Dis yiizeyi veya dis eti kenarinda plak yoktur.

1: Ciplak gozle bakildiginda fark edilmeyen fakat sondun dis yilizeyinde ylizeyinde

gezdirilmesiyle fark edilebilen plak varlig1 mevcuttur.

2: Gozle goriiliir bigimde dis eti kenarinda ve dis ylizeyinde orta diizeyde plak varlig

mevcuttur.

3: Dis eti kenarinda ve dis yiizeyinde ¢ok yogun yumusak eklenti bulunmaktadir.
Interdental bolge tiimiiyle plak ve/veya dis tas1 ile dolmustur.

Pi= Tiim dislerdeki Pi toplami / Toplam dis yiizey sayis1

5.3.4. Atasman kaybi (AK)

Mine sement sinir1 ile diseti olugu tabani arasindaki mesafe olarak tanimlanan
AK, DC VE SD ol¢umlerinin milimetrik olarak toplanmasi ile hesaplanmigtir. AK
indeksi her hastada asagidaki denklem kullanilarak agiz i¢in ortalama atagman kaybi

hesaplanmuistir:

AK= Tiim dislerdeki AK toplami / Toplam dis yiizey sayis1
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5.4. Hasta Orneklerinin Toplanmasi

5.4.1. Takdrak orneklerinin toplanmasi

Arastirmaya katilan tiim bireylerden, uyarilmamas tiikiiriik 6rnekleri herhangi bir
tedavi veya klinik Ol¢iim yapilmadan Once ve sabah saatlerinde ag¢ karniyla
toplanmistir. Tiikiirme Oncesinde hastalarin agzimi distile su ile ¢alkalamasi
istenmistir. Hastalardan dik bir pozisyonda oturarak ellerine verilen kaplara
tikiirmeleri istenmistir. Hastalar tiikiirik 6rneklerinin bulundugu kaplarin altinda
denaturasyonu engellemek i¢in hekim tarafindan verilen buz akdisu ile 6érneklerin serin
tutulmasi saglanmistir. Toplanan tikaruk 6rnekleri 2800 RPM'de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra Eppendorf tiiplerine aktarilmistir(114). Laboratuvar analizlerine

kadar 6rnekler -80 °C ‘de saklanmustir.

5.4.2. Serum drneklerinin toplanmasi

Aragtirmaya katilan tiim bireylere herhangi bir tedavi veya klinik 6l¢iim
yapilmadan 6nce ven0z ponksiyon yapilmis ve kirmizi kapakli Falcon tiipleri ile
ortalama 5 mL kan 6rnegi almmustir(115). Ornekler, serumu ayirmak igin 4000
RPM'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ayrilan serum 6rnekleri Eppendorf tiiplerine

aktarilmigtir. TUKUrak ve serum érnekleri analiz siiresine kadar -80 °C'de saklanmustir.

5.4.3. Diseti biyopsilerinin alinmasi

Diseti ornekleri, ortodontik olarak c¢ekim ya da protetik olarak kron boyu

uzatma/ gingivektomi endikasyonu konmus dislerden toplanmistir. Katilimcilardan
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supragingival bakteri plagi biyofilmi ve dis tas1 uzaklastirildiktan sonra lokal anestezi®
altinda digeti biyopsileri alinmistir. Oral ve sulkiiler epitelyumun bir kismi ve bag
dokusu dahil olmak tizere diseti eksize edilmistir. Ortalama 10 mm uzunlugunda, 4
mm genisliginde ve 2 mm kalinligindaki eksize edilen diseti %4 formalin iginde
sabitlenmistir. Katilimcilardan alinan diseti 6rnekleri 24 saatten daha kisa bir siire
boyunca formalin iginde bekletilerek, doku takip cihazina yerlestirilmis ve parafin

bloklara gomiilmiistiir.

Katilimcilardan alinan tiikiiriik, serum ve diseti 6rnekleri biyolojik materyal
tasima yoOnetmeligine uygun olacak sekilde hazirlanmistir. Tiikiiriik ve serum
orneklerinde detantrasyonu 6nlemek amaciyla — 80 C’yi muhafaza ederek, kuru buz
ve strafor kutuyla soguk zincir saglanarak Turku Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’ne transferi saglanmistir.

(https://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2010/09/20100925-5.html

5.5. Serum ve Tukirik Orneklerinin Biyokimyasal Analizleri

Turku Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Laboratuvari'na aktarilan
orneklerin analizleri i¢in zaman planlamas1 yapilmigtir. Tukirik ve serum
orneklerindeki hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 protein konstantrasyonlarinin tespiti i¢in
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi, diseti 6rneklerinde ise

immunohistokimyasal boyama yontemleri kullanilmastir.

3 Ultracain DS Forte, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt, Germany
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Tiim laboratuvar analizleri kér olarak yapilmistir. Tiikiiriik ve serum hBD-1%,
hBD-2° ve hBD-3° konsantrasyonlarmi belirlemek igin ticari olarak mevcut ELISA

kitleri kullanilmistir.

5.5.1. ELISA Yoénteminin Uygulanmasi

5.5.1.1. Rekonstitlisyon ve Depolama

5.5.1.1.1. HBD-1 antikorlarinin rekonstitiisyonu ve saklanmasi

Yakalama antikoru kutudan ¢ikarilip santrifiij edilmistir. 0,50ml steril su
icerisinde 100pug/ml’lik bir konsantrasyon elde etmek i¢in karigtirimis ve 51 pl’lik

cozeltiler Eppendorf tlplerine aktarilmistir.

Tespit antikoru kutudan ¢ikarilip santrifiij edilmistir. 0,50ml steril su igerisinde
100pg/ml’lik bir konsantrasyon elde etmek i¢in karistirilmis ve 51 pl’lik ¢ozeltiler

Eppendorf tiplerine aktarilmistir.

Standart sisesi agmadan Once santrifiij edildi. 1pg/ml’lik konsantrasyon elde
etmek i¢in 1ml steril su le sulandirilmigtir. 100 ul’lik ¢6zeltiler Eppendorf tiiplerine

aktarilmistir.

4900-K202 Peprotech, Londra, Birlesik Krallik

®900-K 172 Peprotech, Londra, Birlesik Krallik

6 900-K210 Peprotech, Londra, Birlesik Krallik
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Avidin-HRP Konjugati santrifiij edilerek 10 adet 6 pl’lik flakona bolinmistiir.

Sulandirilan komponentler -20 derecelik buzdolabina yerlestirilmistir.

3.5.1.1.2.HBD-2 antikorlarinin rekonstitiisyonu ve saklanmasi

Yakalama antikoru santrifiij edildi. 0,51 ml steril su igerisinde 100pg/ml’lik bir
konsantrasyon elde etmek i¢in karistirilmis ve 100 pl’lik ¢ozeltiler Eppendorf tuplerine

aktartlmistir.

Tespit antikoru kutudan ¢ikarilip santrifiij edildi. 0,51 ml steril su igerisinde
100pg/ml’lik bir konsantrasyon elde etmek icin karigtirilmis ve 100 ul’lik ¢ozeltiler
Eppendorf tiplerine aktarilmistir.

Standart sise acilmadan santrifiij edilmistir. 1pg/ml’lik bir konsantrasyon elde

etmek igin 1ml steril su ile karistirilmistir.

Avidin-HRP Konjugati santrifiij edilerek 10 adet 6 pl’lik flakona bolinmistiir.

Sulandirilan komponentler -20 derecelik buzdolabina yerlestirilmistir.

5.5.1.1.3. HBD-3 antikorlarinin rekonstitiisyonu ve saklanmasi

Yakalama antikoru kutudan c¢ikarilip santrifiij edilmistir. 1 ml steril su
icerisinde 100pg/ml’lik bir konsantrasyon elde etmek i¢in karistirilmis ve 100 pl’lik
cozeltiler Eppendorf tliplerine aktarilmistir.
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Tespit antikoru kutudan ¢ikarilip santrifiij edilmistir. 1 ml steril su igerisinde
100pg/ml’lik bir konsantrasyon elde etmek icin karigtirilmis ve 100 ul’lik ¢ozeltiler

Eppendorf tiplerine aktarilmistir.

Standart sisesi agmadan once santrifuj edilmistir. 1ug/ml’lik konsantrasyon
elde etmek i¢in Iml steril su le sulandirilmistir. 100 pl’lik ¢ozeltiler Eppendorf

tiplerine aktarilmistir.

Avidin-HRP Konjugati santrifiij edilerek 10 adet 6 pl’lik flakona bolinmistiir.

Sulandirilan komponentler -20 °C’lik buzdolabina yerlestirilmistir.

5.5.1.2. ELISA Plakalarinin Hazirlanmasi

Tukdrik numuneleri hBD-1 analizi i¢in 1:30 oraninda seyreltilmis, hBD-2

veya hBD-3 analizi igin herhangi bir seyreltme uygulanmamustir.

HBD-1 analizi igin plakalara yakalama antikoru eklenmis ve oda sicakliginda

1 gece bekletilmistir. Sonraki giin kuyucuklar 4 defa 300 pl tampon sivisiyla yikandi
ve kurulanmistir. Tabakadaki kuyucuklar 300 pl blok tampon soliisyonuyla
doldurulmus ve 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra

tabakadaki kuyucuklar 4 defa 300 pl tampon sivistyla yikanmig ve kurulanmistir.

Standart soliisyonlar1 1000 pg/ml’dan, 15,6 pg/ml’e kadar diliie edilmistir. Her
bir diliisyon standart olusturmasi i¢in dublike olacak sekilde tabakanin sol tarafindaki

kuyucuklara yerlestirilmistir.
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Tiikiirtik 6rnekleri 10ul tiikiiriik + 290 pl diliisyon soliisyonu olacak sekilde
1:30 oraninda seyreltilmistir. Tukurtk ornekleri, serum 6rnekleri ve standartlar oda

sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar 4 defa 300 pl tampon sivistyla yikanmis ve
kurulanmistir. Olusan kimyasal reaksiyonun tespiti i¢in ikincil antikor olan tespit

antikorlar1 plakadaki kuyucuklara konulmus ve 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki tespit antikoru yikanmis ve
kurulanmigtir. Kurulanan plakaya eklenmek tizere avidin-HRP konjutati 5,5 pl Avidin
ve 11 pl diluent olacak sekilde seyreltilmistir. Seyreltilen avidin tim kuyucuklara 100

ul olacak sekilde yerlestirilmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonrasinda yikanip kurulunan ELISA plakast kuyucuklarina,
kuyucuklarda renk olusumunu saglayan ABTS likiti 100 pl olacak sekilde
yerlestirilmistir. Olusan renk yogunluklarinin miktarinin tespiti igin, plaka,
okuyucuya’ yerlestirilmistir. Okuyucuda 620 nm’lik dalga boyunda renk analizi

program?® {izerinden yapilarak konsantrasyonlar hesaplanmastr.

Renk olusumu 15, 20 ve 25. dakikalarda ayr1 ayr1 6l¢iilmuUstiir.

HBD-2 analizi i¢gin plakalara yakalama antikoru eklenmis ve oda sicakliginda
1 gece bekletilmistir. Sonraki giin kuyucuklar 4 defa 300 pl tampon sivisiyla yikanmig
ve kurulanmistir. Tabakadaki kuyucuklar 300 pl blok tampon soliisyonuyla

" ThermoScientific Multiscan FC

8 Skanit RE 4.1
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doldurulmus ve 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra

tabakadaki kuyucuklar 4 defa 300 ul tampon sivisiyla yikanmig ve kurulanmaistir.

Standart soliisyonlart 2000 pg/ml’dan, 31,25 pg/ml’e kadar diliie edilmistir.
Her bir diliisyon standart olusturmasi i¢in dublike olacak sekilde tabakanin sol

tarafindaki kuyucuklara yerlestirilmistir.

Tukuruk ve serum Ornekleri ile standartlar oda sicakliginda 2 saat inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar 4 defa 300 pl tampon sivistyla yikanmis ve
kurulanmigtir. Olusan kimyasal reaksiyonun tespiti igin ikincil antikor olan tespit

antikorlar1 plakadaki kuyucuklara konulmus ve 1 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki tespit antikoru yikanmis ve
kurulanmistir. Kurulanan plakaya eklenmek tzere avidin-HRP konjutati 5,5 pl Avidin
ve 11 ul diluent olacak sekilde seyreltilmistir. Seyreltilen avidin tim kuyucuklara 100

ul olacak sekilde yerlestirilmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonrasinda yikanip kurulunan ELISA plakast kuyucuklarina,
kuyucuklarda renk olusumunu saglayan ABTS likiti 100 pl olacak sekilde

yerlestirilmistir. Olusan renk yogunluklarinin miktarmin tespiti igin plaka okuyucuya®

9 ThermoScientific Multiscan FC
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yerlestirilmistir. Okuyucuda 620 nm’lik dalga boyunda renk analizi program®®

tizerinden yapilarak konsantrasyonlar hesaplanmistir.

Renk olusumu 15, 20 ve 25. dakikalarda ayr1 ayr1 6l¢iilmistiir.

HBD-3 analizi icin plakalara yakalama antikoru eklenmis ve oda sicakliginda
1 gece bekletilmistir. Sonraki giin kuyucuklar 4 defa 300 ul tampon sivisiyla yikanmig
ve kurulanmistir. Tabakadaki kuyucuklar 300 pl blok tampon soliisyonuyla
doldurulmus ve 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra

tabakadaki kuyucuklar 4 defa 300 pl tampon sivisiyla yikanmis ve kurulanmistir.

Standart soliisyonlar1 4000 pg/ml’dan, 15,6 pg/ml’e kadar diliie edilmistir. Her
bir diliisyon standart olusturmasi i¢in dublike olacak sekilde tabakanin sol tarafindaki

kuyucuklara yerlestirilmistir.

Tiikiirtik ve serum Ornekleri ile standartlar oda sicakliginda 2 saat inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar 4 defa 300 pl tampon sivistyla yikanmis ve
kurulanmigtir. Olusan kimyasal reaksiyonun tespiti igin ikincil antikor olan tespit

antikorlar1 plakadaki kuyucuklara konulmus ve 1 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki tespit antikoru yikanmis ve

kurulanmistir. Kurulanan plakaya eklenmek tzere avidin-HRP konjutati 5,5 pl Avidin

10 Skanit RE 4.1
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ve 11 pl diluent olacak sekilde seyreltilmistir. Seyreltilen avidin tim kuyucuklara 100

ul olacak sekilde yerlestirilmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir.

30 dakika sonrasinda yikanip kurulunan ELISA plakasi kuyucuklarina,
kuyucuklarda renk olusumunu saglayan ABTS likiti 100 pl olacak sekilde
yerlestirilmistir. Olusan renk yogunluklarinin miktarmin tespiti icin plaka okuyucuya®!
yerlestirilmistir. Okuyucuda 620 nm’lik dalga boyunda renk analizi program®

Uzerinden yapilarak konsantrasyonlar hesaplanmstir.

Renk olusumu 15, 20 ve 25. dakikalarda ayr1 ayr1 6l¢tilmUstiir.

5.5.2. Tukiriik Orneklerinde Protein Tayini

Tukiiriikte protein tayini Pierce BCA protein kiti'® ile yapilmistir. Firmanm

talimatlarina uygun olarak mikroplaka yontemi uygulanmistir.

Tiikiirik ornekleri 3 pl tikiiriik 6rnegi +57 pl distile su olacak sekilde 1:20

oraninda diliie edilmistir.

11 ThermoScientific Multiscan FC

12 Skanit RE 4.1

13 ThermoScientific No: 23225 and 23227
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25 ul’lik 6rnekler tabakadaki kuyucuklara yerlestirilmistir. 200 ul WR (Working
Reagent) kuyucuklara eklenerek 30 saniye boyunca plaka karistirici iizerinde drnekler
ile WR’1n karismasi saglanmistir. Plaka 37C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda plaka, 569 nm dalgaboyunda plaka okuyucu* tarafindan

okunup, protein miktarlar bilgisayar programiyla® hesaplanmistir.

5.5.3. Diseti Orneklerinin Immiinohistokimyasal Analizi

Parafin bloklardaki doku 6rnekleri 5 pm kalinliginda kesitler halinde kesilmis
ve immiinohistokimya islemleri i¢in lamlara yerlestirilmistir. Kesitler deparafinize
edildi ve Hematoksilen-Eozin (HE), hBD-1'°, hBD-2"ve hBD-3*® i¢in boyanmustur.
Immiinohistokimyasal boyamalar, rutin prosediirler kullanilarak otomatik bir immiin
boyayici®®ile gerceklestirilmistir. Sonrasinda &rnekler mikrodalgada ve sitrat tampon
(pH 6.0) igerisinde antijen doniigiinden sonra, endojen peroksidaz %3 H202 ile bloke

edilmistir.

14 ThermoScientific Multiscan FC

15 Skanit RE 4.1

16 PA5-94990, Invitrogen

17 bs-4307R, Bioss Antibodies

18 PA1-4216, Invitrogen

19 TechMate, DAKO, Glostrup, Denmark
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Birincil antikor, streptavidin-horseradish peroksidaz ile birlestirilmis
biyotinlenmis bir ikincil antikor?® tarafindan saptanmis ve HRP tamponu®
3,3'diaminobenzidin tetrahidrokloriir ile gorsellestirilmistir. Negatif kontrol olarak,

primer antikorlar olmadan immdunohistokimyasal boyamalar yapilmuistir.

HE ile boyanan 6rnekler doku morfolojisinin tayini ve hBD-1, 2 ve 3
analizlerinde kullanilacak alanlarin tespiti i¢in x10 biiyiitme altinda 1s1k
mikroskobunda?? incelenmistir. Incelenen &rneklerin  goriintileri  program?®
araciligiyla yiiksek c¢oziniirlikte (2048 x 1536 piksel) JPEG ve TIFF formatinda
bilgisayara kaydedilmistir.

HBD-1, 2 ve 3 boyamalar1 x20 biiylitme altinda incelendi ve dokularin
boyanma yogunluklar1 bilgisayar programiyla®* hesaplanip kaydedilmistir.

20 Dako REALTM Detection System, K5001, Dako, Glostrup, Denmark

21 Dako REALTM Detection System, K5001, Dako, Glostrup, Denmark

22 | eica DMLB, Leica, Wetzlar, Germany

23 Leica DC 300 V 2.0 Leica, Wetzlar, Germany

24 Image Java IHC tool
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5.5.4. istatistiksel Analiz

Tuim istatistiksel analizler bir yazilim?® tarafindan yiiriitiilmiistiir. Kolmogorov-
Smirnov testi ve histogramlar ile siirekli verilerin veri dagilim analizlerinin ardindan,
gruplar arasindaki fark diizeyi iki drneklemli t testi (yas, tiim agiz SCD, Pi, ve doku
ornekleme bolgesi Pi, SKI ve SCD) veya Mann-Whitney U testi (tiim ag1z Pi ve SKi
skorlar1 ve tiikiirik ve serum hBD seviyeleri) ile belirlenmistir. Gruplar arasindaki
cinsiyet farkliliklarin1 karsilastirmak icin Ki-Kare testi kullanilmistir. Retinoik asit ve
kontrol gruplari arasinda tiikiirik hBD-1, hBD-2 ve hBD-3'iin ayarlanmamis ve
ayarlanmis (%SKI) farkliliklarin1 analiz etmek icin tek degiskenli genel dogrusal
model kullanilmistir. Modelin uygulanmasindan 6nce tiim bagimli degiskenler
(tiktruk hBD-1, hBD-2, hBD-3) logaritmik olarak doniistiiriilmiistiir. P<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

25 |BM SPSS Statistics 27
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6. BULGULAR

6.1. Sosyodemografik ve Periodontal Veriler

Calismamizda; sistemik ve periodontal saglikli kontrol gurubuna 35 katilimci
ve retinoik asit kullanan periodontal saglikli 34 katilimci dahil edilmistir. Bu
gruplardaki bireylerden elde edilen sosyo-demografik veriler ve klinik periodontal
veriler Tablo 1°de gosterilmektedir. Gruplarin yas ortalamalar1 kontrol grubunda yas
araligi 18 ve 33 arasinda degismekte olup, ortalamasi 25.1 + 3.3 iken, retinoik asit
grubunda 19 ve 33 arasinda degismekte olup, ortalamasi 23.5 £ 3.6 olarak saptanmustir.
Yas parametresi, gruplar arasi karsilagtirmalarda istatistiksel olarak anlamli fark

gostermemektedir.

Kontrol grubu 18 kadin, 17 erkek; retinoik asit grubu 18 kadin, 16 erkek
katilimer igermektedir. Cinsiyet parametresi kontrol ve retinoik asit grubunda
istatistiksel olarak anlamli fark gostermemistir (Tablo.6.1).

Calismaya dahil edilen bireylerin tiim dislerinin 4 bdlgesinden Olgiiliip
kaydedilen periodontal 6l¢iimler sondlanan cep derinligi (SCD), diseti ¢cekilmesi (DC),
klinik atagman kayb: (AK), plak indeksi (PI), sondalamada kanama indeksi (SKI)
ortalamalar1 hesaplanmistir. SCD degerleri ortalamasi kontrol grubunda 1.6+0.2 ve
retinoik asit grubunda 1.9+0.2mm olarak dl¢iilmiistiir. SKI % ortalamalar1 kontrol
grubunda medyan degeri 7.6, retinoik asit grubunda ise 9.8 olarak ol¢ilmustiir.
Katilimeilarin PI ortalamalarina ait medyan degerleri retinoik asit grubunda 1.7 iken
kontrol grubunda 0.2 olarak saptanmistir. Hesaplanan AK degerleri ortalama olarak
retinoik asit grubunda 0.017+0.045 mm, kontrol grubunda ise 0.03+£0.15 mm’dir
(Tablo.1).
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Agizdaki tiim dislerin 4 bolgesinden alman Pi %, SKI % ve SCD degerleri retinoik
asit grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek olarak saptanmustir.
Doku drnekleme bélgelerinde kaydedilen PI % ve SCD retinoik asit grubunda kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek olarak bulunmustur (Tablo 6.1).

50



Tablo 6.1: Sosyodemografik ve periodontal veriler.

Retinoik Kontrol p
Sosyodemografik veriler Asit n=35
n=34
Yas (ortalama = s.s.) 23.5+3.6 25.1+3.3 | 0.065
Cinsiyet (erkek %) 44.1 48.6 0.811
Retinoik asit kullanim 4.35%0.73 - -
(ay sayis1 ortalama + st.sap.)
Tiim agiz periodontal
indeksler
Pi (meydan, 25-75%) 1.7,1.6-2.03 | 0.2,0-0.5 | <0.001
SKi% (medyan, 25-75%) 9.8, 8.03-|76, 5.2-]0.002
11.8 9.3
SCD, mm (ortalama £ st.sap.) | 1.9+0.2 1.6+0.2 <0.001
AK, mm (ortalama + st.sap.) 0.017+0.045 | 0.03+0.15 | 0.586
Diseti Orneklerinin Alindig
Dislerin Periodontal indeksleri
Pi (ortalama + st.sap.) 1.53+0.64 0.75+0.66 | <0.001
SKi% (ortalama + st.sap.) 0 0 -
SCD, mm (ortalama £ st.sap.) | 2.01+0.47 1.63+0.52 | 0.002
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6.2. Serum HBD-1, -2, ve -3 Seviyeleri

Kontrol ve retinoik asit gruplarinin serum hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 konsantrasyonlari
Sekil.6.1'de sunulmustur. Kontrol grubuna kiyasla sistemik retinoik asit kullanicilar
arasinda serum hBD-1 (p = 0.900), hBD-2 (p = 0.544) ve hBD-3 (p = 0.442)

konsantrasyonlarinda anlamli bir fark bulunmamastir.

25000

20000
15000/
10000/

5000

Serum hBD-1 (pg/mi)

Retinoik Asit Kontrol
2000 8 °
? 1500
=)
e
o
g 1000
=
£
)
£
@ 500
0
Retinoik Asit Kontrol
400 5
2 o
o
= 300
E
=)
&
?
2 200
=
£
g
@
@ 100
0
Retinoik Asit Kontrol

Sekil 6.1: Retinoik asit ve kontrol grubuna ait serum hBD-1,2 ve -3
konsantrasyonlari. Gruplar arasi farkliliklar Mann-Whitney U testi ve iki 6rneklemli
t testi kullanilarak belirlenmistir.
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6.3. Tukuruk HBD-1, -2, ve -3 Seviyeleri

Kontrol ve retinoik asit gruplarmin tukirik hBD-1, hBD-2 ve hBD-3
konsantrasyonlarina ait kutu grafikleri Sekil 6.2'de sunulmustur. Sistemik retinoik asit
kullananlarda tikuruk hBD-2 konsantrasyonlari sistemik olarak saglikli katilimcilara
gore istatistiksel olarak daha diisiik seviyede oldugu (p=0,042) bulunmustur. Tukurik
hBD-1 ve hBD-3 konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir.Bu fark tikirik hBD-2 konsantrasyonlari toplam protein seviyeleriyle
orantili olarak degerlendirildiginde kaybolmustur. (Sekil 6.3) Gruplar arasinda
tikdrik hBD-1 (p = 0.343) ve hBD-3 (p = 0.329) konsantrasyonlarinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

Kontrol ve retinoik asit gruplarinda istatistiksel olarak fark bulunan Tiikiiriik
hBD-2 seviyesi ile sondlamada kanama indeksi (SKI) arasindaki iliskiyi tespit
edebilmek icin tek degiskenli genel lineer model kullanilmistir. Yapilan regresyon
analizine gore gruplar arasinda saptanan sondlamada kanama indeksi ve tiikiiriik hBD-
2 seviyeleri arasindaki istatistiksel farkin birbirinden bagimsiz degiskenler oldugu
saptanmistir. TukUrik hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 konsantrasyonlarinin ayarlanmamis ve

ayarlanmamis (SKi%) karsilastirmalari Tablo 6.2'de sunulmustur.
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Sekil 6.2: Retinoik asit ve kontrol grubuna ait tiikiruk hBD-1, hBD-2 ve hBD-3
konsantrasyonlar1. Gruplar arasi farkliliklar Mann-Whitney U testi ve iki drneklemli
t testi kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 6.3: Retinoik asit ve kontrol grubuna ait toplam tiikiiriik protein miktarina
orantilanmis tiikiiriik hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 konsantrasyonlarinin karsilastirmast.
Gruplar arasi farkliliklar Mann-Whitney U testi ve iki 6rneklemli t testi kullanilarak
belirlenmistir.

Tiikiiriik hBD-3 (pg/ug protein)
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Tablo 6.2: Retinoik asit ve kontrol gruplari arasinda tiikiiriik hBD-1, hBD-2 ve hBD-
3'iin ayarlanmamis ve ayarlanmis (%SKI) farkliliklar:.

Ayarlanmis Ayarlanmamis
(SKi%)
Tukuriuk hBD-1 F=2.671, p=0.107 F=2.597, p=0.112
Tukuruk hBD-2 F=5.786, p=0.019 F=4.835, p=0.031
Tukuriuk hBD-3 F=0.815, p=0.370 F=1.648, p=0.204

Toplam tukurik protein miktarma | F=1.199, p=0.277 F=0.254, p=0.616
oranlanmis tiikiirilkk

hBD-1 (pg/ug protein)

Toplam tukurik protein miktarina | F=3.571, 0.063 F=2.838, 0.097
oranlanmus tiikiiriik

hBD-2 (pg/ug protein)

Toplam tukurik protein miktarmna | F=0.415, p=0.522 F=0.658, p=0.420
oranlanms tiikiiriik

hBD-3 (pg/ug protein)
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6.3. Diseti hBD-1,-2, ve -3 Seviyeleri

Diseti dokusu 6rneklerinin hBD-1, hBD-2 ve hBD-3'iin boyama yogunlugu
Sekil 6.4'de gosterilmektedir. Katilimeilar arasinda saglikli bireylere kiyasla sistemik
retinoik asit kullanicilarinda doku hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 boyama yogunluklarinda
anlamli bir fark gozlenmemistir. (hnBD-1 p=0,1; hBD-2 p=0,061; hBD-3 p=0,254).

hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 antikorlariyla boyanan ve 151k mikroskobuyla x20
biiylitme oraniyla goriintiilenip, fotograflari elde edilen orneklerden bazilari doku
morfolojosini ve boyanma yogunluklarini temsil etmesi amaciyla Sekil 6.4’de
gosterilmistir. Retinoik asit ve kontrol gruplari arasinda dokulardaki boyanma

yogunluklar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
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7. TARTISMA

Periodontal sagligin idamesinde diseti epitelinin biitiinliigii 6nem tagimaktadir
(16). Diseti epiteli, fiziksel bariyer 6zellikleri ve keratinositler tarafindan salgilanan
hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere, mantarlara ve viriislere kars1 giiglii
antimikrobiyal aktivite sergileyen beta defensinler sayesinde periodontal savunma
sisteminin 6nemli bir elemanidir (74)(116). Retinoik asitin epitel ve mukozanin
homeostazi ve immiin cevabin siirdiiriilmesindeki etkileri periodontal immiinolojideki

roliine dikkat cekmektedir (8,9).

Elde ettigimiz sonuglara gore diizenli retinoik asit kullanimu tiikiiriikte azalmig
hBD-2 konsantrasyonlari ile iliskili bulunmustur. Bu sonucun yanisira, serum ve diseti
dokusu hBD diizeylerinin sistemik retinoik asit kullanimindan etkilenmedigi sonucuna
vardik. Bilgilerimiz dahilinde bu ¢alisma, sistemik retinoik asit kullanimimnin serum,
tikiirtik ve dis eti dokusu hBD-1,-2 ve -3 seviyeleri lizerindeki etkisini degerlendiren

ilk ¢alismadir.

Bu ¢alismanin temel giicii, serum, tiikiiriik ve diseti dokusu hBD duizeylerinin
es zamanli olarak belirlenmesidir. Bu yaklagim, retinoik asit kullaniminin sistemik ve
oral etkilerini gozlemleme firsati saglamistir. Calismamizda morfogenez, keratinosit
proliferasyonu ve farklilasmasinda dnemli rol oynayan retinoik asidin periodontal
dokular iizerindeki etkisinin incelenmesi, periodontal saglik iizerindeki etkisinin
aydinlatilmasina olanak saglamaktadir. Hiicresel etkilerinin yani sira dermatoloji
kliniginde sikca kullanilan retinoik asitlerin oral kaviteye ve periodonsiyuma etkisini
gozlemlemek klinikte karsimiza sikga g¢ikabilecek hasta grubuna karsi bilgi sahibi

olmamizi saglamaktadir.

Calismamizin demografik verilerine gore, yas ortalamalarinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemektedir (Tablo.1). Kontrol ve retinoik

asit grubuna dahil edilen bireylerin hepsinin periodontal olarak saglikli katilimcilardan
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olusmasi gruplarin geng populasyondan olusmasini agiklayabilmektedir (117). Ayrica,
akne vulgaris tedavisi i¢in oral isotretinoin kullanan hastalarin ¢ogunlukla 15-25 yas
araliginda olmasi retinoik asit grubunun yas ortalamasini agiklar niteliktedir (109).
Calismamiza dahil ettigimiz kontrol ve retinoik asit gurubundaki katilimcilarin
cinsiyet dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.

(Tablo.6.1)

Periodontal klinik verilerin sonuglarina gore, RA grubu sondalanan cep
derinligi, sondlamada kanama indeksi ve plak indeksi skor ortalamalarinda kontrol
grubuna gore anlamli fark gostermistir (Tablo.6.1). Bunun sebebi, sistemik retinoik
asit kullanan bireylerdeki azalan tiikiiriik miktariyla birlikte tiikiiriigiin oral kavitedeki
antimikrobiyal etkisinin ve yikama etkisinin azalmasiyla iliskilendirilebilir (118).
Tikirik, agiz saghginin korunmasi ve kontroliinde birgok isleve sahiptir: Oral
mukozay1 koruyup ve kayganlagtirmakta, agiz i¢indeki asidik degisimlerine karsi
tampon gorevi gormekte, immiinolojik ve immiinolojik olmayan bilesenleri ile
antimikrobiyal aktiviteye gostermektedir (119). Geleneksel radyoterapi sonrasinda
goriilen yan etkileri inceleyen bir vaka kontrol calismasinda, calismamizdaki
sonuglara benzer sekilde agiz kurulugu olan hastalarin kontrol grubuna goére daha
yiksek sondlamada kanama indeks ortalamalarina sahip olduklar1 bildirilmistir (120).
Bu verilere gore sistemik retinoik asit kullaniminin periodontal saglikli hasta tanimi

icerisinde sondlamada kanamayi arttirdigini séylemek mamkandar (45).

Dogustan gelen immun cevap sirecinde O6nemli bir rol oynayan beta
defensinler, saglikli digseti homeostazinin korunmasinda 6nemli role sahiptirler(59).
Beta defensinler insan diseti epiteli, bag dokusu, serum ve tiikiirik gibi viicut
sivilarinda 1zole edilmis olmasina ragmen, ekspresyon paternleri ve periodontal
enflamasyondaki islevleri netlik kazanmamistir (66)(121). Sonuglarimiza gore,
retinoik asit kullanicilarinda tiikiiriik hBD-2 konsantrasyonlar1 azalirken, tiikiiriik
hBD-1 ve hBD-3 duzeylerinde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Yaptigimiz
literatiir arastirmasina gore sistemik retionik asit kullanimina iliskin tiikiiriik hBD

konsantrasyonlarini tanimlayan baska bir ¢alisma olmadigi i¢in bulgularimizi deri
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epiteli ¢aligmalarinin sonuglariyla karsilastirdik. Harder ve arkadaslarina gore, cilt
keratinositlerinin all-trans retinoik asit ile tedavisi proenflamatuar sitokinler ve P.
aeruginosa ile indiklenen hBD-2, -3 ve -4 gen ekspresyonunu asagi regiile ederken,
hBD-1 diizeylerini etkilememistir. Bu bulgular, bizim sonug¢larimizla paralel olacak
sekilde, retinoik asidin epiteldeki hBD-2 ekspresyonunu ¢esitli kaynaklarla
baskilayabilecegini gostermektedir. Yine caligmadaki sonuglarimiza benzer bir
sekilde, isotretinoin tedavisi Oncesi ve sonrasinda hastalardan aliman deri
biyopsilerinde kiitan6z hBD-2 seviyeleri azalirken, hBD-1 seviyelerinde herhangi bir
fark olmadig: bildirilmistir (112). Bu sonuglar 1s1ginda enflamasyonda artan hBD-2

seviyelerinin, retinoik asit etkisiyle baskilandig1 sdylenebilir (122).

Epidermal ve gingival keratinosit kilturlerinde K19 keratinlerinin
ekspresyonunu inceleyen bir caligmada, diseti epitelinde RARa ve RARP
reseptorlerinin hiicresel cevabin diizenlenmesinde rol aldigi bildirilmistir (123).
Embriyonik gelisimde 6nemli rolii olan retinoik asitlerin, tiikiiriikk bezlerinde bulunan
RARa ve RARP reseptorleri ile tiikiiriikk bezlerinin gelisiminde ve fonksiyonunun
siirdiiriilmesinde gorev almaktadir (124). Bu bilgilerin 1s1ginda oral kavitedeki
hBD’lerin kaynaklarindan olan tiikiiriik bezleri ve diseti epitelinde retinoik asit
reseptorlerinin - bulunmasi, retinoik asitin bu dokularda olusabilecek hBD

ekspresyonundaki etkisini agiklayabilmektedir.

Sonuglarimiza gore tiikiiriik sonu¢larimizdan farkli olarak sistemik retinoik
asit kullaniminin serum hBD diizeylerine etkisi olmadigi gozlemlenmistir (Sekil.6.1).
Tiikiirtiik yapisinda yliksek oranda su ve serumun bilesenlerini tagirken, ayni1 zamanda
oral yerlesik ve immiin hiicre proteinleri, mikroorganizmalar ve dis eti olugu sivisini
da icermektedir. Serumdaki vitaminler ve vitaminleri tasiyan proteinler arasindaki
iligkiyi arastiran bir ¢aligmada, serumdaki retinol konsantrasyonu ile retinol binding
protein (RBP) konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir iliski olmadig bildirilmistir
(125). Bu bulgular, tukurik hBD-2 seviyesinde gozlemledigimiz farki serumda
gbrememizi aciklayabilmektedir. Tikirik, major ve mindr tukurik bezlerinin

salgilarini, diseti olugu sivisini, oral mukoza epitel hiicrelerini, bronsiyal salgilar1 ve
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agizdaki yaralardan gelen bazi serum hiicreleri iceren bir karisimdan olusurken,
serumun dis ortama kapali steril yapist hBD seviyesindeki farki yalnizca tiikiiriikte

gbzlemlememizi agiklar niteliktedir (126).

Oral kavitedeki beta defensinler, tiikiirik bezleri, diseti epiteli ve oral
mukozadan kaynak almaktadir. Diseti beta defensinleri, epitel hiicreleri tarafindan
tretilip, agiz bosluguna salinmaktadir (127). Diseti epitelinde bulunan hiicresel
cevabin diizenlenmesindeki rol alan RARa ve RARP retinoik asitlerin niikleer
reseptorleridir (124). Serumda RBP’lere, dokuda ise retinoik asit reseptorlerine
tutunan retinoik asitin disetindeki direkt etkisini gozlemleyebilmek amaciyla gingival
biyopsiler kullanilmistir. immiinohistolojik analizimiz sonucunda, retinoik asit grubu
ile kontrol grubu arasinda doku hBD seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (Sekil.6.4). Epiteldeki hBD salinimi bir¢ok gevresel ve sistemik
uyaranla artmaktadir (90)(128)(129). Calismaya dahil edilen katilimcilarin hepsinin
periodontal saglikli hastalardan olugsmasi ve hBD salinimi1 provake edecek bir etken
olmamast doku hBD seviyesinde fark bulmamamizi aciklayabilmektedir. ELISA
yontemine kiyasla, immiinohistolojik analiz semikuantitatif bir yontemdir. Serum ve
tikiiriik O6rneklerimizde hBD seviyelerini degerlendirdigimiz ELISA yodnteminde
konsantrasyon  Olgiiliirken, immunohistolojik analizde dokularin  boyanma
yogunluklar: bilgisayar yazilimi tarafindan dl¢iilmiistiir. Uygulanan yontemerin farkli
olmas1 dokuda bekledigimiz farki gérmemizin Oniine gecen etkenlerden birisi olabilir.
Yine de, bu ¢alismanin ¢alisma popiilasyonu periodontal olarak saglikli bireylerden
olustugundan, Th17 farklilasmasi ve IL-17 ekspresyon profilleri farelerdeki deneysel

periodontitis modellerinden farkli olmasi olagandir.

Deneysel bir periodontitis modeli ¢alismasinda, all-trans retinoik asit (ATRA)
periodontal dokulardaki enflamatuvar hiicre yogunlagmasini azalttigi ve alveolar
kemik yikimini baskiladigi gosterilmistir. Bu ¢alismaya gore ATRA bahsedilen anti-
enflamatuvar etkisini, periodontal hastalik patogenezinde de 6nem tasiyan Th17/Treg
dengesingn modiilasyonu ile saglamaktadir. ATRA'nin toplam CD4+ T hiicreleri

icinde CD4+Foxp3+ (Treg) T hiicrelerinin yiizdesini artirirken, CD4+RORyt+ (Th17)
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hlcrelerinin yiizdesini ve sayisini azaltmasi, IL-17A ekspresyonunu azaltmasi ve IL-
10 ve TGF-B1 salimmimin yukari regiilasyonuna sebep olmasi retinoik asitlerin

periodontal hastalik patogenezindeki roliine 151k tutmaktadir (12).

Daha once yapilan ¢alismalarda sadece otoimmiin hastaliklar i¢in degil ayn1
zamanda periodontal immunoloji icin de oldukge etkili rol oynayan IL-17’nin, hBD-2
ekspresyonu ile iligkili oldugu bulunmustur (130). Bu bilgiler 1s181inda retinoik asitin
Th17/Treg dengesine ve dolayisiyla oral kaviteye tiikiiriik bezleri, epitel artiklari,
serum, diseti olugu s1vis1 ve oral mukozadan geldigi varsayilan hBD konsantrasyonuna

etkisi oldugu varsayilabilmektedir.

Calismanin ana simirlamasini, retinoik asit alimi ile hBD ekspresyonu
arasindaki neden-sonug iligkilerini gostermemize izin vermeyen kesitsel ¢alisma
tasarimidir. Ayrica, tiikiiriik akisindaki retinoik asit kullanimina bagl degisiklikler
nedeniyle tiikiiriik toplama siiresi standardize edilememistir(118). Bu simirlamadan
kacinmak icin, tespit edilen defensin konsantrasyonlari, toplam tiikiiriik protein icerigi
ile oranlanarak normallestirilmistir. Bununla birlikte, protein igerigi ile normallestirme
tikiiriigiin i¢cinde bulunan miisinden dolayr dezavantajli olabilmekte ve her tlklrik
belirteci icin uygun olmayabilmektedir (131). Bu nedenle sonuclar hem gercek
tikurik konsantrasyonlar1 hem de toplam protein igerigi ile normalize edilmis

konsantrasyonlar olarak sunulmustur (Sekil.6.1, Sekil.6.2).

Son olarak, calisma gruplart periodontal olarak saglikli katilimcilardan
olusmasina ragmen, SKI yiizdesinde gruplar arasinda anlamli bir fark gdzlenmistir.
Tukurik hBD-2 seviyesinde gruplar arasinda bulunan farkin, sondlamada kanama
indeksindeki farkla iliskili olup olmadigim1 anlamak icin tek degiskenli regresyon
modeli kullanilmistir (Tablo.6.2). Yapilan analizin sonuglarna gdre sondlamada
kanama indeksinde bulunan fark ile tikurik hBD-2 seviyesindeki gruplar arasi farkin
birbirinden bagimsiz degiskenler oldugu, tiikiiriikteki hBD-2 farkliliginin baska bir

nedene bagli oldugu sonucuna varilabilmektedir. Katilimcilarin tamami sistemik ve
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periodontal saglikli bireylerden olustugu icin, tiikiiriik hBD-2 seviyesindeki bu farkin

retinoik asit kullanimiyla iligkili oldugunu varsayabiliriz.
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8. SONUC

Elde ettigimiz sonuclara gore;

- Diizenli retinoik asit kullanimu tiikiiriikte azalmis hBD-2 konsantrasyonlari ile iliskili

bulunmustur.

-Serum ve digeti dokusu hBD diizeylerinin sistemik retinoik asit kullanimindan

etkilenmedigi bulunmustur.

-Retinoik asitin hiicresel diizeyde periodontal sagligin korunmasinda pozitif etki

gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu kesitsel calismanin sinirlari iginde, sistemik retinoik asit kullaniminin baskilanmis
tikulrik hBD-2 seviyeleri ile iligkili oldugu iddia edilebilir. Periodontitis hastalar1 ve
sigara igenleri igeren daha ileri boylamsal ¢alismalar, sistemik retinoik asit
kullaniminin periodontal saglik tizerindeki yararli ve zararl etkilerini aydinlatmamiza

yardimc1 olacaktir.
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10.EKLER

10.1. Goniillii Onam Formlari

Caligmanin Adi: Retinoik Asitlerin Digetine Etkisinin Beta Defensinler A¢isindan
Degerlendirilinesi ve olast mikrobiyal / inflamatuar molekiillerin incelenmesi

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu galigmaya katimak Ulzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu caligmada yer
almayi kabul etmeden once ¢aligmanin ne amagla yapiimak istendigini anlamaniz ve
karannmizi bu bilgilendirme sonrasi ozgurce vermeniz gerekmektedir. Size ozel
haziranmig bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorularimza agik yanitlar
isteyiniz.

Agiz boslugu, sert dokularin digariya agildigl, hem yararh hem de patojenik bakterileri
iceren karmasik bir otamdir. Bu ortamda dis eti epiteli, hiicreler arasindaki siki
baglantilan ile sert fiziksel bir bariyer olmasinin yani sira igindeki hicrelerden
sentezlenen antimikrobiyal peptitlerin salgilanmas: ile kimyasal bir koruyucu bariyer
gorevi gormektedir. Dis kaybiyla seyreden diseti hastaliginin sebeplen henliz tam olarak
anlagilamamigtir. Diseti hastaliklannin etkeni gok faktorll ve oldukca karmasiktir. Bunun
sebebi, asil nedenin mikrop tabakas! igerisinde yer alan zengin bir mikroorganizma
toplulugu olmasi yaminda, konak cevabini yonlendiren birgok genetik, cevresel ve
sistemik faktorlin diseti hastaligin baglamasinda, ilerlemesinde ve siddetinde rol
oynamasidir. Vitaminler beslenmenin temel bilesenleridir ve saghkh bir yasamin
sureglerin strdurilmesi igin gereklidir. A vitamini, aktif metaboliti olan retinoik asit (RA)
araciigiyla, embriyonik gelisim, hormon iglevi, bagisiklik cevabinin dizenlenmesi, deri
ve mukozanin homeostazi gibi gesitli biyolojik etkilere sahiptir. Aragtirmalar, A vitamini
eksikligi ile kronik diseti hastaligi mevcudiyeti arasinda onemli bir iligki oldugunu
gostermistir.

Diseti hastaliklarinin tedavisinde agiz bakimi egitimi ile dis ylzeyi temizligi ve kok yuzeyi
duzlestirmesi islemlerini iceren cerrahisiz diseti hastaligi tedavisi gogu hastada uzun
donemde klinik olarak basanih olmaktadir. Ancak digetinin 6nemli bir savunma mekanizmasini
olusturan diseti epitelinin diseti saghginin korunmas, hastaliktan sagliga gegis ve yara
iyilesmesindeki bariyerinin gliclendirimesinde etkili olabilecek faktorlerin nemini  agiga
kavusturmak, hastaliklarin tedavisi ve ilerleyis stireci agisindan buylk bir onem tagimaktadir.
Calismamizda disetinin all-trans retinoik asitlere(ATRA) karsi gosteredigi tepki ve bu tepkinin
digeti iltihabinda ve dokunun savunmasindaki farkli profilaktik ve terapotik yaklagimlann
arastinlmasi hedeflenmektedir.

Once tiikiirik ve kan drnekleri alinacaktir. Sonra dis ve diseti arasindaki araliktan
(diseti olugundan) salgilanan dis gevresindeki diseti hastaligini degerlendiriimesinde
kullanilan digeti olugu sivis1 drmekleri alinacaktir. Bu dmeklemede steril kagit seritler
arahiga yerlestirilerek 30 saniye boyunca salgilanan siviyi emmesi beklenecektir En son
olarak digin cevresinde ve diseti olugunda bulunan bakteriyel plak ornekleri kagit seritier
kullanilarak toplanacaktir. Orneklemelerin ardindan klinik dlgiimler yapilacaktir. Diseti
tedaviniz sirasinda yada 20 yas dis ¢ekiminiz sirasinda dis eti muayeneniz yapilacak,
lokal anestezi altinda digeti ilthap dokusu olarak tanimlanan ve halihazirda tedavi
amach uzaklastinlacak olan granulasyon dokusu veya 20 yas ¢ekimi sirasinda doku
bitinlGginu tamamalayacak seklide uygulanan kesiler bolgedeki dis eti fazlahig
uzaklastinlacak ve ilgili dokular bilimsel caligmamiz icin saklanacaktir.

Aragtirmanin toplam suresi 1 yildir. Fakat sizin aragtrmaya dahil olma sureniz
periodontal tedavi oncesi orneklerin alinmasiyla sona ermektedir. Arastirmamiza,



sistemik saglkh olarak en az 6 aydir dermatolojik amaglar ile retinoik asit preperatian
kullanan bireyler ile sistemik olarak saghkli gonilliler olmak Gzere toplam 80 katilimci
dahil edilecektir. Sizinle ilgili bulgu ve veriler kullaniimakla birlikte kimlikleriniz gizli
tutulacaktir.

Gerekli tedaviler galismaya dahil olmamaniz durumunda da aynen uygulanacaktir.
Her hastaya 6zgu alinan serum, tukurik, plak, diseti ve diseti olugu sivisi tedaviye
olumlu veya olumsuz higbir etkisi olmamakla birlikte disetinin koruyucu peptidierinin
diseti hastahigi agisindan degerlendirilmesi bilimsel agidan buylk onem tagimaktadir.

Calismaya katilmayi reddetme vefveya herhangi bir zamanda vazgegme hakkina
sahipsiniz. Vazgegme veya reddetme durumunda da tedavi ve bakimlanniz normal
olarak gerceklestirilecektir. Aragtirmada yer almaniz durumunda yapilacak tetkik ve
tahliller size veya bagh oldugunuz kuruluga herhangi bir mali ylk getirmeyecektir.

Yapilacak her tur tetkik, fizk muayene ve diger aragtrma masraflan size veya
guvencesi altinda bulundugunuz resmi ya da ozel higbir kurum veya kurulusa
odetiimeyecekti. Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir ddeme
yapilmayacaktir.

Calisma stresi icinde herhangi bir yakinmanizi bildirmek veya c¢alismadan ¢ikmak
istediginizde Dr.Nur Atalay ve Dr. Nur Balc: ile irtibat kurabilirsiniz.

Tel: Dr. Atalay ve Balc!: Sin———

Caligmaya Katilma Onay::
Yukanda yer alan ve arastirmaya baglanmadan once gonilluye verilmesi gereken

bilgileri gosteren 1 sayfalik metni okudum ve s6zli olarak dinledim. Akhma gelen tim
sorulan aragtiniciya sordum, yazih ve sozll olarak bana yapilan tim aciklamalan
aynntilanyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay isteyip istemedigime karar
vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin
gozden gegiriimesi, transfer edilmesi ve iglenmesi konusunda arastirma yuruticustine
yetki veriyor ve soz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katihm davetini hicbir
zorlama ve baski olmaksizin blyik bir gonulitlik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu
imzalamakla yerel yasalarin bana sagladig haklan kaybetmeyecegimi biliyorum.

GONULLUNUN IMZAS|
ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. &
FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN VELI IMZAS!
VEYA VASININ

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. &
FAKS

TARIH
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ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR
| ARASTIRMACININ

ADI &
SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVI

TARIH
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11. ETiK KURUL ONAYI

$& MEDIPOL
UNV & T.C

ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Baskanhg

Sayr : E-10840098-772.02-66558 3001212020
Konu : Etik Kurulu Karan

Sayin Saadet Nur ATALAY

Universitemiz Girigimsel Olmayan Klinik Aragtrmalar Etik Kuruluna yapmsg
oldugunuz “Retinoik Asitlerin Digetine Etkisinin Beta Defensinler Agisindan Degerlendirilmesi
ve Olast Mikrobiyal / inflamatuar Molekiillerin Incel si” isimli bagvurunuz incelenmiy
olup etik kurulu karari ekte sunulmustur.

Bilgilennize rica ederim.

Dr. Ogr. Uyesi Mahmut TOKAQ
Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar
Etik Kurulu Bagkam

Ek:
-Karar Formu (2 sayfa)

Bu belge 5070 sayih e-lmza Kanusuna gore Dr. Ogr. Uye. Mahmut TOKAC tarafindan 30.12.2020 1arthinde e-

imzalanmmgtar.
Eveagumz hitps:febys. medipoledutefe-imza linkinden SAEBBAF6XC kodu ile dogrulayabilirsiniz.

Madigol Universitesi Kavacik Yerkeshesi (Ana Yerleske Rekudelak) Ayrinnh Bilgl bgin: Blge KAYA
Kavacik Mah. Exinciler Cad. No: 19, Kavacik umg.usmue,ku.knnm : -
T4 55 HE 02125317555

E-Postx: kilg Qumedipel odu s nsernet Adresi: rommedipoledus

Kap Adrest: madipoluniversiresi@he03 kep.c
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ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI GIRISTMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

BASKANIN UNVANI / ADI/ SOYADI
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Sayi:  E-10840098-772.02-90 04/01/2023
Konu: Etik Kurulu Kararn
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Universitemizin Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 30.12.2020 tarihli
E-10840098-772.02-66558 say1 no ile onay verilen “Retinoik Asitlerin Disetine Etkisinin Beta
Defensinler Agisindan Degerlendirilmesi ve Olast Mikrobiyal / inflamatuar Molekiillerin
Incelenmesi” isimli ¢aligmaniz icin asagida verilen degigiklikler uygun bulunmug olup kayit altina
alinmustir.

Bilgilerinize rica ederim.

e Yukanda detaylari verilen aragtirmamzin agik adi yerine “Sistemik Retinoik Asit
Kullammumin  Diseti Antimikrobiyal Savunma Mekanizmalar: Uszerine Etkisi™ olarak
degistirilmesi istegi
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