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OZET

Bu c¢alismanin amaci; plaga baglh gingivitisli, kronik periodontitisli ve
periodontal acidan saglikli bireylerden elde edilen dis eti olugu sivis1 (DOS) ve tiikriik
orneklerinde nitrik oksit (NO) ve tiimOr nekrozis faktor-alfa (TNF-o) seviyelerinin
saptanmasi, ayrica bun molekiillerin bir birleri ile ve periodontal hastalifin klinik
parametreleri ile olasi iligkilerinin arastirilmasidir.

Calismaya, Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesine farkli nedenlerden
dolay1 miiracaat eden toplam 55 birey dahil edildi. Calisma protokoliine gore bireyler ii¢
gruba ayrildi. Periodontal olarak saglikli 15 birey 1.Grubu, plaga bagh gingivitisli 20
hasta II.Grubu ve kronik periodontitisli 20 hasta III. Grubu olusturdu. Calismamiza
dahil edilen tiim bireylere ¢calismanin amac1 ve yontemi hakkinda bilgi verildi ve imzali
onaylar1 alindi. Arastirma kapsamina alinan bireylerin ilk 6nce klinik muayeneleri
yapildi. Her bir bireyin periodontal durumunu saptamak amaciyla Silness ve Lée’nin
plak indeksi (PI), Loe ve Silness’in gingival indeksi (GI) kullanildi. Ayrica klinik
atagman seviyesi (KAS) ve sondalama derinligine (SD) bakildi.

Calismaya dahil edilen tiim bireylerden DOS ve tiikriik Ornekleri alindi.
Bireylerden DOS elde edilmesinde standart Periopaper stripler”, kullamldi ve bu
seritlerdeki DOS hacmi, 6zel olarak programlanmis Periotron 8000% cihazi ile 6lgiildii.
Tiikriik 6rnekleri uyarilmamus tiikriik olarak alindi. Tiim DOS ve tiikriik 6rnekleri, NO
seviyeleri ve TNF-a seviyelerinin tespiti i¢in Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuarinda ELISA yontemi kullanilarak ¢alisildi.

Calismamizda elde edilen bulgularin gruplar arasi karsilagtirmalarda bagimsiz 6rnekler
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icin Varyans ve Student t-testi kullanildi. Laboratuar bulgular1 ve klinik parametreler
arasi iliskiyi analiz etmek i¢cin de Spearman rank korelasyon testi kullanildi.

Bu ¢alismaninda saglikli bireylere gore gingivitisli ve periodontitisli bireylerde
DOS miktarinin arti§1 ve bu artisin da hastalifin siddeti ile dogru orantili oldugu tespit
edildi. DOS total NO seviyeleri kontrol grubunu olusturan (I.Grup) periodontal agidan
saglikli bireylerde, plaga bagh gingivitisli (IL.Grup) ve kronik periodontitisli (II1.Grup)
hastalarindan daha yiiksek oldugu gozlendi (p<0.05). Yine DOS NO konsantrasyon
seviyelerinin kontrol grubunda olusturan (I.Grup) periodontal agidan saglikli bireylerde,
plaga bagh gingivitisli (II.Grup) ve kronik periodontitisli (III.Grup) hastalarindan
onemli derecede daha yiiksek oldugu gozlendi ve gruplar arasi farkliliklar istatistiksel
olarak ileri derecede anlamli bulundu (p<0.001). DOS NO konsantrasyon degerleri ile
klinik parametreler arasinda istatistiksel olarak iler1 derecede anlamli negatif
korelasyonlar bulundu (p<0.001). DOS TNF-a total seviyeleri ise en yiiksek kronik
periodontitis grubunda (III.Grup), en diisiik olarak ise kontrol grubunda (I.Grup)
bulundu. DOS TNF-a total seviyeleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosterdi (p<0.05). Ancak DOS TNF-a total seviyeleri ile klinik parametreleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon tespit edilemedi (p>0.05). Tiikriik
NO ve TNF-a seviyeleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermedi
(p>0.05).

Sonug olarak; periodontal olarak saglikli (kontrol grubu) bireylerde hem total
DOS NO hemde DOS NO konsantrasyon seviyeleri hastalikli bireylere oranla daha
yiiksek bulundu. Periodontal hastalikli bireylerde DOS NO konsantrasyon seviyeleri ile
hastaligin klinik parametreleri arasinda negatif korelasyon saptandi. Periodontal

hastalikli bireylerde DOS TNF-a total seviyelerindeki artis periodontal hastaligin iyi bir
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gostergesi olabilir. Tikriik NO seviyeleri ile periodontal hastaliklar arasinda bir iligki
bulunamadi. Benzer sekilde tiikritk TNF-a seviyeleri ile periodontal hastaliklar arasinda

bir iliski bulunamadi.



SUMMARY

The aim of this study was to determinate the levels of nitric oxide (NO) and tumor
necrosis factor alpha (TNF- a) in gingival crevicular fluid (GCF) and saliva of subject
with plague induced gingivitis, chronic periodontitis and healthy periodontal tissues.
Also the association of these molecules between each other and with clinical parameters
was evaluated.

The subject population was consisted of 55 volunteers which were attended
University of Atatiirk ,Faculty of Dentistry for different causes. According to the study
protocol the subjects were divided to three groups. Group I consisted of 15
periodontally healthy subjects, whereas 20 subjects with plaque induced gingivitis were
classified as group II and 20 subjects with chronic periodontitis were classified as group
III. The protocol of investigation was explained to each individual and received his or
her approval. Firstly, clinical examination was performed in each individual. To
determine clinical condition of each individual, plaque index (PI) (Silness&Loe),
gingival index (GI) (Loe&Silness), clinical attachment level (CAL) and probing depth
(PD) were measured.

GCF and saliva samples were obtained from all individuals. GCF samples were
collected with standard Periopaper strips and the GCF amount on these strips was
measured with Periotron 8000 which was specially programmed. Saliva samples were
collected as unstimulated saliva. All GCF and saliva samples were investigated in the
laboratory of Biochemistry Department of Medicine Faculty, Atatiirk University to
detect NO and TNF-a levels using ELISA. The samples were investigated The study

sites were upper anterior teeth for the periodontally healthy group and from the locally
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effected sites for the other groups. However for minimizing the contamination risk
upper sites were preferred. The NO levels obtained from the GCF were measured with
using a commercial colorimetric nitrate/nitrite kit also TNF-a levels were measured
with using a commercial ELISA kit. Varyans and Student t-test were used for
intergroup comparison while Spearman rank correlation test was used for analysis of
relationship between clinical parameters and laboratory results.

In this study, amounts of GCF were increased in group II and group III when
compared with the group I and this increase was directly proportional with severity of

disease. The GCF total NO amount was higher in group I when it is compared with
group II and group IIT (p<<0.05). The GCF concentration NO level was significantly
higher in group I when it is compared with group Il and group III (p<<0.001). There
was a significantly negative correlation between GCF NO concentration levels and
clinical parameters (p<0.001). The GCF total TNF-o levels was significantly highest
in group III and significantly higher in group II than group I (p<<0.05). However, there
was no significantly positive correlation between GCF total TNF-a levels and clinical
parameters (p>0.05). Salivary NO and TNF-a levels were not have significantly
differences amount all groups (p>0.05).

In conclusion, Both GCF total NO amount and GCF NO concentration levels

periodontally healthy subjects were found higher than these in periodontally diseased
subjects. Increased GCF total TNF-ou level may be a good marker for periodontal
diseases. There was no relationship between salivary levels of NO and periodontal
diseases. Similarly, there was no relationship between salivary levels of TNF-o. and

periodontal diseases.



GIRIS VE AMAC

Periodontal hastalik, diinyada sik goriilen ve toplumun her kesimini degisik
oranlarda etkileyen, disin destek dokularina yayilarak biiyiik oranda dis kayiplarina yol
acan yaygin ve kronik seyirli bir hastaliktir.'™ Periodonsiyumun en yaygin goriilen ve
arastirilan hastaliklar1 plaga bagli gingivitis ve kronik periodontitis gibi iltihabi yapiya
sahip kronik durumlardir.’ Gingivitis olarak baslayan hastalik tedavi edilmedigi
takdirde, mikrobiyal dental plaktaki patojen bakterilerin kalitatif ve kantitatif olarak
gelismesi ve bununla beraber kiginin savunma yeteneginin de azalmasi sonucu atagsman
kayb1 ve cep olusumu ile karakterize kronik periodontitise déniisebilmektedir.'”

Periodontal hastaliklarin teshisinde kullanilan klinik dlgtimler hastaligin siddeti
hakkinda bilgi verirken hastaligin aktivasyonunun belirlenmesinde kullanilamazlar.®
Periodontal hastalik aktivasyonunun belirlenebilmesi i¢in konak doku cevabinin analiz
edilmesi gereklidir.® Bircok calismada dis eti olugu sivist (DOS) ve tiikriigiin
biyokimyasal ve immiinolojik analizlerinin periodontal hastalik aktivasyonunun
saptanmasinda faydali olabilecegi vurgulanmistir.®

DOS; disetinin seruma benzer ekstraseliiler bir sivisi olup epitel tabakasini
gecerek diseti olugundan agiz igine akar. DOS esas olarak mikrovaskiiler sizintidan
kaynaklanmaktadir. DOS’a hiicreler arasi sivi ve hiicresel sitoplazma sivisi eklenir.
DOS diseti olugundaki bakteri ve konak hiicrelerinin metabolik elementlerini de igerir.®”
11

Tiikriik; proteinler, glikoproteinler, elektrolitler, kiigiik organik molekiiller ve
kandan gecen bilesiklerden olusan heterojen bir sividir. Tiikriik, biiyiik tiikriikk bezleri

olan submandibular, sublingual ve parotid bezlerinin salgilari, kii¢iik tiikkriikk bezlerinin



salgilart ve DOS’un karisimindan olusur. Tiikriik sekrasyonu; farkli uyarilardan, giiniin
farkli zamanlarindan, diyetten, yastan, cinsiyetten, hastalik durumlarindaki
degisikliklerden ve ¢esitli farmakolojik ajanlardan etkilenir. Tikriik bir kismi ¢igneme
esnasinda iretilirken yaklasik % 60’lik kismi dinlenme pozisyonunda iiretilir. Uyku
esnasinda biiyiik tiikriik bezlerinden akis hemen hemen durur. Tiikriikkte yer alan
proteinler kan plazma konsantrasyonunun %3’ii kadardir ve birgogu antibakteriyel
Ozelliklere sahiptirler. Bu proteinler, nonimmunglobiilinler ve IgA, lizozim, laktoferrin
ve peroksidaz gibi sekretuar antikorlari igerir.

Periodontal olarak saglikli ve hastalikli bireylerin DOS ve tiikriik 6rneklerinde
biyokimyasal ve immiinolojik analizler sonucu bazi iltihabi mediatorlerin, enzimlerin
ve reaktif radikallerin seviye ve/veya miktarlarinda degisimler oldugu bildirilmistir. *°

Reaktif bir radikal ayn1 zamanda toksik ve kirletici bir gaz olan nitrik oksit
(NO), pek cok fizyolojik ve patolojik agamalarda anahtar rol oynayan bir molekiildiir.
NO, direkt veya indirek yoldan bazi iltihabi sitokinlerin iiretimini etkileyerek hem
periodontitis hem de alveoler kemik kaybi patogenezinde rol oynayabilir. Organizmada
tiimor nekrozis faktér -a ( TNF-a), interferon-y (IFN-y) ve interlokin—1(IL-1) gibi

1213 Lipopolisakkaritler

sitokinlerin stimiilasyonu ile NO iiretiminin arttig1 bildirilmistir
ve endotoksinler gibi bakteriyal {irlinlere cevap olarak konak doku monosit ve
makrofajlarindan salgilanan iltihabi sitokinlerin periodonsiyumun yikimindan sorumlu
oldugunu gosteren deliller vardir.'*"

TNF-a, makrofajlar ve monositler tarafindan iiretilen polipeptid bir sitokindir.
Iltihabi cevapta multipotent bir diizenleyici olarak rol oynar ve potent bir piyrojen

olarak da islev goriir. TNF-a, iltihabi ajanlar ve doku yaralanmalar gibi uyarilara cevap

vererek, notrofilleri aktive ederek, vaskiiler endotelyal hiicrelerin 6zelliklerini



degistirerek ve lokal kan pihtilagsmasi olusturarak tomorisidal aktiviteyi artirir. Ayrica
tiim viicutta dolasarak cesitli tip hiicrelerin metabolik aktivitelerini diizenler.'®!”

Daha 6nce periodontal hastalikli bireylerin tiikriik, bakteri plagi ve diseti dokusu
orneklerinde yapilan smirli sayidaki ¢alismalarda NO seviyeleri saptanmis ve NO’in
TNF-& gibi iltihabi sitokinlerle iliskisi belirtilmistir.'>"> Bu calismalarda benzer
caligmalarin DOS orneklerinde yapilmasi tavsiye edilmis olmasina ragmen literatiirde
yapilmis bir ¢alismaya rastlanamadi. Calismamizin amaci; periodontal agidan saglikli,
plaga bagli gingivitisli ve kronik periodontitisli bireylerin DOS ve tiikriik 6rneklerinde

NO ve TNF-a seviyelerinin saptanmasi ve periodontal hastaliklarin klinik parametreleri

ile olasi iliskilerinin arastirilmasidir.



GENEL BIiLGILER

Periodontal hastalik, insanlarda goriilen en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan
biridir. Hastalik basit bir diseti iltihab1 ile baslayip tim periodonsiyuma yayilabilir.
Hastaligin yaygmn iki formu vardir.’ Plaga bagh gingivitis geri doniisiimlii, kronik
periodontitis ise dis kaybima sebep olabilen geri doniisiimsiiz bir hastaliktir. Bu
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda mikrobiyal dental plagin ana etyolojik faktér oldugu
yaklagik 50 yildir bilinmektedir."**° Bununla birlikte cesitli sistemik hastaliklar, kotii
aligkanliklar, genetik faktorler ve stres gibi etkenlerin periodontal hastaliklarin
baslamas1 ve ilerlemesinde risk faktorii olarak rol aldigi diistiniilmektedir. Bu risk
faktorlerinin bireysel olarak periodontitise yatkinli§i 6nemli derecede -etkiledigini
ongoren deliller vardir. Ancak gingivitise yatkinlig1 gosteren ¢alismalar sinirlidir.?!

4.1 Plaga bagh gingivitis

Plaga bagh gingivitis, diseti kenarinda plak birikimi sonucunda meydana gelen
iltihabi bir hastaliktir. Diseti kenarinda plak varligi, disetinde renk ve kontur degisimi,
diseti olugunda 1s1 degisimi, diseti iltihabinin artmasi, provakasyonda kanama, atagman
kaybinin ve kemik kaybinin olmamasi, disetinde histopatolojik degisikliklerin olmasi ve
plagin uzaklastirilmasi 1ile hastaligin geri doniisimlii olmasi gibi ozelliklere
sahiptir.>>*** Bu klinik belirtiler ve semptomlarin siddeti, bireyler arasinda ve ayni
bireyde cesitli bolgeler arasinda degisebilir. Plaga bagli gingivitisteki histopatolojik
degisiklikler; epitel tabakada hiicre proliferasyonu, baglanti epiteline komsu kan
damarlarinda vaskiilit, kollojen tiplerindeki degisikliklerle birlikte kollojen lif aginda

yikim, fibroblastlarin sitopatolojik degisimi ve ilerleyici iltihabi infiltrattir.® iltihabi



diseti dokusunun gozle degerlendirilen belirtileri bu histopatolojik doku degisiklikleri
ile uyumludur.**

Mikrobiyal dental plagin gingivitis sebebi oldugunun 1960’larda Loe ve
arkadaslar1'® tarafindan kesin olarak dogrulanmasindan sonra, gingivitis gelisiminde
plagin etyolojik rolii ¢esitli arastiricilar tarafindan desteklenmistir. Mekanik yollarla ya
da kimyasal antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasi ile plagin azaltilmasi veya ortadan
kaldirilmasi, hastahgmn gerilemesine sebep olur.”**? Bireyler arasinda gingivitise
yatkinligi, plagin birikme oranini etkileyen lokal faktorler ve dental plagin mikrobiyal
icerigindeki farkliliklar da etkiler. Bununla birlikte plaga bagl gingivitis olusumunu
sistemik pek cok faktdr etkileyebilir.”® Armitage® tarafindan 1999 yilinda yapilan
periodontal hastaliklarin en son smiflandirmasi, plaga bagli gingivitisin sistemik
faktorler tarafindan etkilendigini gostermektedir. Bu sistemik faktorler; metabolik,
genetik, cevresel ve diger faktorler olarak gruplandirilabilir.’ Plaga bagh gingivitisi
etkileyen metabolik faktorler arasinda hamilelik, puberta, diabet ve menstruasyon yer
alirken, Down Sendromu ve Papillon-Lefevre sendromu en ¢ok incelenen genetik
faktorlerdir.® Ayrica son zamanlarda yapilan calismalar, spesifik IL-1 genotipinin
deneysel gingivitise yatkinhigr artirdigini gostermektedir.?’ Sigara kullanimi gingivitis
olusumunu etkileyen ve en iyi bilinen ¢evresel faktordiir. Bununla beraber vitamin C
eksikligi gibi beslenme problemleri, antibiyotikler, kalsiyum kanal blokerleri,
kortikosteroidler, siklosporin, NSAID’lar ve fenitoin gibi ilaglar da gingival iltihabi
cevabi etkileyebilmektedir.* Tiim bunlara ilaveten immiin yetersizlik, 16semi, AIDS*®
ve fiziksel stress durumlari gingivitis olusumunu etkileyen diger faktorler olarak

gruplandirilabilirler.’



4.2 Kronik Periodontitis

Kronik periodontitis; gingivitis ile basglayan ve tedavi edilmedigi takdirde
hastaligin ilerlemesi sonucu atagsman ve kemik kaybiyla karakterize kronik iltihabi bir
hastaliktir."~* Her kronik periodontitisin ncesinde gingivitisin varlig1 zorunlu olmakla
beraber, her gingivitis vakasi uzun yillar tedavi edilmemis olsa bile kronik periodontitis
ile sonu¢lanmaz.

Kronik periodontitis klinik olarak; disetinde renk degisikligi, stiplinglerin
kaybolmasi, keskin olmayan yuvarlak hatli diseti kenar1 ile dikkati ¢eker. Bununla
beraber; spontan veya kolayca baslatilabilen diseti kanamasi siklikla goriiliir.>* Cesitli
derinliklerde ceplere rastlanilir ve hem yatay hem de dikey yonde kemik kayb1 gozlenir.
Kemik kaybinmn asiri oldugu ilerlemis vakalarda siklikla mobilite vardir.'** Kronik
periodontitis genellikle agrisizdir. Bu durum hastalarin tedavi ihtiyaci duymalarina
bliyiik bir engel teskil eder. Bazen aciga ¢ikmis kok ylizeyinin sicaga veya soguga karsi
hassas olmas1 veya ¢iiriik gozlenmesiyle agr1 sikayetleri olabilir. Lokalize kiint ve bazen
de ceneye yayilan bir agr1 mevcuttur.'”* Disetinde 6dem ve kasint1 hissi vardir. Akut
agr1 periodontal apsenin goriilmesi ile ortaya ¢ikar. Periodontal cep varligi ve diseti
kenarinda kronik iltihabi degisikliklerle karakterizedir. Bu klinik bulgular kemik
kaybinin varlig1 ile orantili bir sekilde radyografik olarak da tespit edilebilir.'*

Kronik periodontitis, etkiledigi bolgenin biiyiikliigiine bagli olarak lokalize ve
generalize olmak iizere iki grupta tanimlanir. Etkilenmis dislerin sayisi tiim dislere

oranla <30% ise lokalize; >30% ise generalizedir.'”"

Ancak bazi bolgeler diger
bolgelere nispetle daha fazla etkilenebilir. Ornegin plak kontroliiniin gii¢ oldugu

bélgelerde hastaligin siddeti artar. Hastalik genellikle generalize seyirlidir.'** Lokalize

ve generalize tipleri kendi i¢inde {i¢ alt gruba ayrilir; klinik atagsman kaybi 1-2 mm.



arasinda ise hafif, 3-4 mm. arasinda ise orta, 5 mm’den fazla ise siddetli olarak
isimlendirilir.

Kronik periodontitisin ana etkeninin mikrobial dental plak oldugu
bilinmektedir.'***° Mikrobiyal dental plagin kalitatif ve kantitatif yapisi koti agiz
hijyeni ile yakindan iliskilidir. Bakteriyal viriilans faktorler, direkt olarak konak
dokularinin yikimina sebep olabildikleri gibi, konak dokudan doku yikimina sebep olan
biyolojik medyatorlerin salinnmina da sebep olabilirler. Konak cevabinin bir pargasi
olarak iiretilen ve doku yikimina katkida bulunan medyatorler; proteinazlar, sitokinler
ve prostoglandinlerdir.

Bununla beraber ¢ogu kronik iltihabi hastalik gibi, bu hastaliginda baslamasi ve
ilerlemesinde lokal nedenler, sistemik nedenler, ¢cevresel nedenler ve genetik nedenler
olmak iizere 4 ana faktdr rol oynar.>*=? Lokal faktor olarak bakteri plagi en énemli
etken iken; restorasyonlar, disin anatomik yapisi gibi plak retansiyonunu neden olan
lokal etkenler de 6nem arz eder. Sistemik faktorlerden diabet ilizerinde durulurken,
cevresel faktorlerden sigara kullanimina dikkat ¢ekilmistir. Ayrica genetik faktorlerin
onemi iizerinde de durulmugtur.**-

Kronik periodontitis her yasta goriilebilir ancak; ilk bulgular1 siklikla adolesent
cagda gozlenir. Kronik periodontitisin ilerleme hizi olduk¢a degiskenlik gdstermesine
ragmen hastalik genellikle yavas seyirlidir.'”* Hastaligm ilerleme hizi agzin farkli
bolgelerinde farkli oranlarda goriilebilir. Baz1 bolgelerde uzun siire pasif kalirken bazi
bolgelerde hizli bir aktivite gosterebilir. Periodontal hastaligin aktif olarak tespit
edildigi bolgelerde; plak birikiminin fazla oldugu ve biriken plagin uzaklastirilmasinin
giic oldugu rapor edilmistir.> Konak¢1 savunma faktorleri de hastaligin siddetinde

1,3,4

onemli bir rol oynar. Diseti dokusundaki mikroorganizmalar ile konak savunma



mekanizmasi arasinda her zaman bir denge mevcuttur. Bu denge mikroorganizmalar
lehine bozulacak olursa, yavas seyirli olan hastalik siddetlenerek daha fazla kemik
yikimina ve nihayetinde dis kaybina sebep olur.'*

Kronik periodontitis ve plaga bagli gingivitis gibi periodonsiyumun iltahabi
rahatsizliklarinda gézlenen bir diger 6nemli degisim ise biyolojik sivilarla iligkilidir.
Ozellikle oral biyolojik sivilar olarak bilinen DOS ve tiikriigiin miktar1 veya iceriginde
onemli degisiklikler meydana geldigi vurgulanmistir.®® Bu nedenle mevcut periodontal
durumun tespit edilmesinde DOS ve tiikriigiin biyokimyasal analizi faydali olabilir. Bir
baska deyisle DOS ve tiikriik gibi biyolojik sivilarda TNF-64 ve NO gibi iltihabi
mediatorlerin seviyelerinde meydana gelen degisimler periodonsiyumdaki iltihabi
aktivitenin iy1 bir gostergesi olabilir.

4.3 Dis eti olugu sivis1 (DOS)

DOS; seruma benzer disetinin ekstraseliiler sivisi olup disetinin epitel tabakasini
gecerek diseti olugundan agiz igine akar. DOS esas olarak mikrovaskiiler sizintidan
kaynaklanmaktadir. Siviya ayrica hiicreler arasi sivi ve hiicresel sitoplazma eklenir.
DOS diseti olugu bolgesindeki bakteri ve konak hiicrelerinin metabolik elementlerini de
icerir.®!"!

Genel olarak inamlan goriis DOS’un iltihabi bir sivi oldugudur.”'® DOS ile
iligkili baslangictaki arastirmalar, DOS olusumunu diseti olugu ve baglant1 epitelinin
altindaki bag dokusundaki iltihabi degisikliklerle iliskilendirmislerdir.”***** Bu
degesiklikler aslinda kimyasal ve mekanik yollarla olusan kan damarlarindaki
permeabilite artisidir. Bu erken ¢aligmalar parenteral sirkiilasyona katilan maddelerin
DOS’ta yer aldigii gdstermislerdirler.'®***> Daha sonra kopeklerde yapilan deneyler,

DOS akisinin ¢igneme veya dis firgalama ile uyarildigini ayrica intravendz histamin



enjeksiyonunu ve iltihab gelisimini takiben belirgin derecede arttigin1 gostermektedir.*®
Bu veriler, kimyasal ve mekanik bazi irritasyonlarin DOS {iretimi i¢in gerekli oldugu ve
bu nedenle DOS’un patolojik bir fenomen olarak degerlendirilmesi gerektigi sonucuna
vermektedir. Pashley ve arkadaslar’® ise DOS’un ozmotik meylin bir sonucu olarak
diseti oluguna aktig1 hipotezini savundular. DOS’un igerigine iligkin yapilan ¢alismalar,
bu swvinmn iceriginin disetinin iltihabi ile degistigi hipotezini savunmaktadir.’®*®
Bununla beraber saglikli diseti olugundan toplanan kiiciik sivi hacimleri saglikli
ekstraselliiler siviya benzer bir igerige sahiptir. DOS, icerisinde bulundurdugu plazma
proteinleri ile dis etinin disi daha siki kavramasina yardimci olur, dis eti olugunu
yikayarak temizler ve antibakteriyal bir etkiye sahiptir.” Ayrica DOS, antibiyotikler gibi
sirkiilasyonda bulunan maddeleri ve konak kaynakli antibakteriyel maddeleri diseti
olugu bolgesine tasir. Tabiki bahsedilen islevleri igerisinde en 6nemli olan1 DOS’un
yikama fonksiyonudur.’

DOS, saatte birka¢ mikrolitre gibi kiigiik bir akis hizina sahiptir. Agiz bosluguna
giinde 0,5-2.4 ml DOS akis1 olur. DOS epitelyal hiicreler arasi bosluga oradan da dis eti
oluguna gecis yapar.'” DOS hacminin ve akis oranmin Sl¢iimii, kanama ve renk
degisimi gibi subjektif Ol¢limlerden ziyade iltihabin iyi bir erken belirticisi olabilir
(Tablo 1). Saglikli bir periodonsiyumda DOS ya hi¢ yok ya da ¢ok azdir.
Cimasoni’nin®’ 1983 ve Borden ve arkadaslarimin® 1977 yilinda yaptiklar1 ¢alismalar,
DOS akig oraninin iltihabin siddeti ile dogru orantili oldugunu gostermistir. DOS akis
orani, gingivitis ve periodontitis gibi iltihabi periodontal hastaliklarda, sert gidalarin
cignenmesi, dis eti masaji, oral kontraseptif ajanlarin kullanimi, ovulasyon,
menstruasyon, hamilelik ve periodontal tedaviler esnasinda olusan travma durumlarinda

artar.
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Tablo 1: DOS periotron degerleri ve gingival inflmasyon derecesi arasindaki iliski

Periotron degeri Gingival inflamasyon seviyesi Gingival indeks
0-20 saglikl 0
21-40 hafif 1
41-80 orta 2
81-200 siddetli 3

DOS’taki bakteriyel iiriinler ve konak doku kaynakli iirlinler periodontal
hastaliklarin teshis ve patogenezinde belirti olarak c¢esitli caligmalarda Ol¢lilmiistiir.
DOS’ta konak doku cevabinin gostergesi olan molekiillerin 6nemli bir kismi notrofiller
ve monosit/makrofajlardan kaynagmi alirlar.® DOS’ta saptanan nétrofil medyatorleri,
l6kotrien B4 (LTBy4), platelet aktive edici faktor (PAF), tromboksan B,, elastaz,
kollojenaz ve bir grup antioksidan enzimlerdir.*'* Ayrica monosit/makrofajlar, PGE,,
IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF gibi iltihabi medyatorleri salgilarlar.*** Periodontal bag
dokusunun yikiminin bir gdstergesi olarak DOS’ta hidroksiprolin ve pridinolin gibi
kollojen yikim iiriinleri de bulunur (Tablo 2).°

DOS’ta konak doku cevabindan kaynaklanan molekiillerin bir kisminin
miktarinm artigr*** bir kismunin ise miktarinda azalma olmasi® periodontal hastalik

gostergesi olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 2: DOS’ta saptanabilen molekiiller

Enzimler

Lizozim, MMP-8, MMp-2, MMp-9, MMP-13, Nétral
proteaz, Dipeptidilpeptidaz, Alkalin fosfataz, Aspartat
aminotransferaz, Miyeloperoksidaz, Kreatin kinaz, Laktat
dehidrojenaz, Elastaz, B -Glukoronidaz, Katepsin G, D, B,
Plazminojen, Gingipain , Siiperoxide dismutaz, Gluthation
peroxidase.

Proteinler

Laktoferrin, Sistatinler, Neopterin, B-NAH, TIMP,
osteopontin, kalprotectin, hyaluronik asit, kondroitin siilfat,
endotelin, proteoglikan, trombomudulin, transferin, C-
reaktif protein, a-2 makroglobiilin, a-1 antitripsin,
osteocalsin, osteonektin, hyoliironan, fibronektin, ICTP, o
-1-EPI, NTx, E-selektin, norokinin A, MRP-8, kalsitonin,
alblimin

Immiinglobiilinler

IgA, IgG, IgM, IgE

Sitokinler

VEGEF, IL-1B, TNF-a, IL-2, INF- o, IL-10, RANTES, IL-
8, IL-1ra, IL-4, IL-6, TGF-B, HGF, EGF

Digerleri

PAF, Lokotrien B4, Tromboksan B, Hidroksiprolin,
Lipoksin A, Keratin, Substans P, PGE,_Glukoz, ICAM-1,
Metilglioksal, Laktik asit, Propiyonik asit, Butirik asit,
Filloguinin, Volatile siilfiir bilesikleri, Glutatyon,
Hidroksisilpridinolin

DOS’un toplanmasinda, yapilan ¢aligmanin hedefine bagli olarak c¢esitli

teknikler kullanilmaktadir. Ciinkii her bir teknigin kendisine 0zgii avantaj ve

dezavantajlar1 vardir. Bu tekniklerin de farkli arastiricilar tarafindan uygulanan gesitli

modifikasyonlar1 s6z konusudur.'® Bu teknikler;

Gingival yikama metodu
Kapiller tiipler veya mikropipetler ile toplama
Emici kagit seritler

Disin etrafina oluk i¢ine yerlestirilen iplikler

Filtre kagt seritlerle sivinin toplanmasi da metod olarak ikiye ayrilir;

- Intrakrevikular teknik: Kagit serit diseti olugu icerisine s1g ve derin olarak

iki sekilde yerlestirilebilir. Bu teknik daha sik kullanilir.
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- Ekstrakrevikular teknik: Travmayi en aza indirmek icin kagit serit diseti
olugu iizerinde seyreder.
4.4 Tiikriik
Tiikrik, blyiik ve kiiclik tiikiiriik bezlerinin salgilari, gingival sivi, serum, kan
hiicreleri, bakteri ve bakteri {iriinleri, soyulmus epitel hiicreleri, virus, mantar, gida ve
bronsial sekrasyon artiklarini iceren karma bir sividir. Renksiz, kokusuz, tatsiz, hafif

bulanik ve az kivamli olup 6zellikleri asagidaki gibidir:

Ozgiil agirlik :1.002- 1.008

PH : 5.75-7.05

Donma Noktasi : -0.2-0.4 santigrad derece
Glinliik tiretim :1000-1500 ml

Su : 994 ¢/l

Organik maddeler  :2-5 g/l

Inorganik maddeler :2 g/l

Osmolitesi : 50-300 osm/L arasinda degismektedir.

Tiikriik bezleri, biiyiikk ve kiiclik; salgt sistemlerine gore basit ve karma;
salgilarin yapisina gore serdz, miikoz ve karisik; olarak siniflandirilir. Serdz bezler ince,
enzimden zengin, sulu salg;; miik6z bezler ise viskoz, yapiskan bir salg
tiretmektedirler. Karisik bezler, miikozden serdze degisen hiicrelerin oranina baglh
olarak inceden kalina degisen bir tiikriikk tretirler. Biiyiik tiikriik bezleri; parotis,
submandibular ve sublingal bezlerdir. Parotis bezi serdz salgi iiretip bu salgiy1 stenon
kanali ile agiz ic¢ine bosaltir. Submandibular bezler hem ser6z hem de miikoz salgi
tiretirler. Salgisi parotis bezinden daha viskozdur, Warton kanali ile agiz i¢ine agilir.
Sublingual bezin salgisi submandibular bezin salgisidan daha koyu olup, bu salgi
“Rivinus kanallar1” olarak isimlendirilen 8-10 kanal aracilig1 ile agiz bosluguna akar.

Kiigiik tiikriik bezleri ise tiikriigiin  %10’unu iretirler. Sert damagin 6n kismi ve diseti

hari¢ agiz mukozasinin her yerinde bulunurlar. Miikéz ve immiinglobiilinden zengin
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tiikkriik iretirler. Tikriik bezleri otonom sinir sisteminin kontrolii altinda olup, tiikriik
salgis1 hem sempatik hem de parasempatik sistemin uyarilmasi ile meydana gelir.
Tikriik icerigini tiikriigiin akis hiz1 etkiler. Akis hizinin artmasi protein, sodyum,
klorid ve bikarbonat seviyelerini artirirken magnezyum ve fosfat seviyelerini diisiirtir.
Tukrigiin akis hiz1 paratiroidizim, dis ¢ikarma, gastrik salgilamanin artmasi, mental
reterdasyon, familiyal otonomik disfonksiyon durumlarinda artar. Diabet, alkolizm,
malnutrisyon, akut supuratif parotitis ve tiikriik bezi taslar1 tiikriik akisini artirir. Tiikriik
temizleme, remineralizasyon, gidalarin yutmaya hazirlanmasi, tat alma, konusma

fonksiyonu, tamponlama fonksiyonu gibi fonksiyonlara sahiptir (Tablo 3).

Tablo 3: Tiikriigiin agzin sert ve yumusak dokulari tizerine etkileri:

Kayganlastirma Musin, prolin, su
Proteinler; lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz, musin,
Antimikrobiyal cytatin, histatin, sekratuar IgA, tiosiyanat, hipotiyosiyanat,
peroksidaz

Lavaj- temizlik

avaj- temizli Su

T 1 . . ; .

amponiama Bikarbonat ve fosfat iyonlari, iire, protein
Remineralizasyon

Kalsiyum, fosfat, anyonik prolin rich protein

Gidanin hazirlanmasi )
Su, musin

Sindirim Amilaz, lipaz, riboniikleaz, proteaz
Tat alma Su, gustin
Konusma

Su, musin
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Tukriik periodontal acidan Onemli bir sividir. Agiz igerisini yikar ve oral
mukozay1 sararak dis etkenlerden korur. Agiz kurulugu olan bireylerde ve agiz
solunumu yapan bireylerde tiikriiglin koruyucu etkisi azalmistir. Bu nedenle bu
bireylerde dis ¢iirtiklerine ve periodontal hastaliklara meyil artmistir. Ayrica birgok agiz
hastaliklarinin ve periodontal hastaliklarin teshisinde tiikriigiin igerigindeki molekiiller

hastalik gostergesi olarak tespit edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4: Periodontal hastaliklarin teshisinde kullanilan tiikriik molekiilleri:

Enzimler Proteinler Immiinglobiilinler | Digerleri
Elastaz Laktoferrin IgA PAF
Amilaz TIMP IgG 8-OHdG
Dipepdidilpeptidaz VEGF IgM Ure
Alanin aminopeptidaz | HGF Askorbat
Arginaz Fibronektin Kortizol
B- Glukoronidaz Alblimin Nitrit
Myeloperopksidaz Cystatins C,S,A,SN Hyaluronik asit
Lizozim Neopterin Kondroitin stilfat
MMP-1 o -2-makroglobiilin
MMP-8 a-1-antitripsin
Chitinaz Keratin
Katepsin G C-reaktif protein

Komplement C3

IL-6

EGF

4.5 Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Insan periodontal hastaliklari, patojenik bakteriler ve konak doku cevabi
arasindaki karmagik etkilesimin bir sonucu olarak disin destek dokularinda hasar ile
ortaya cikan iltihabi bozukluklardir. iltihabi periodontal hastaliklar esnasinda patojenik
mikroorganizmalara kars1 konak cevabinin asil medyatdrlerinin PNL’ler olduguna dair

cesitli deliller mecuttur. Son zamanlarda yaygm olan goriis, iltihabi periodontal
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hastaliklar esnasinda PNL’lerin reaktif oksijen tiirlerininde (ROS) yer aldig1 bir grup
antibakteriyel faktor iirettigini gostermektedirler. Bakteriyal faktorleri elimine etmek
icin doku igerisinde ROS’un asir1 liretimi konak dokuyada zarar vermektedir. ROS’un
neden oldugu doku yikimi; DNA hasari, lipid peroksidasyonu, protein hasari, anti-
proteaz gibi 6nemli enzimlerin oksidasyonu ve monosit ve makrofajlardan pro-
inflamatuar sitokinlerin salinimini gibi mekanizmalar yoluyla gerceklesir.*® ROS tiirleri
molekiiler oksijenden derive olan bir grup kimyasal reaktif molekiildiir. Oksidatif hasara
yol agan ROS’lar, serbest oksijen radikalleri ve non-radikaller olarak ikiye ayrilirlar.
Serbest radikal bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip bagimsiz olarak
bulunabilen molekiildiir. Dokulardaki inflamatuar yaralanmalarda rol oynayan en
onemli ROS’lar; siiperoksit radikal (O;), hidroksil radikal (OH"), nitrik oksit (NO),
hidrojen peroksit (H,0,), hipoklorit (HOCI) ve singlet oksijendir.*’

ROS tiirleri olduk¢a kisa yarilanma 6miirlerine sahip olmalarina ragmen serbest
radikal zincir reaksiyonunu baglatarak doku hasarina sebep olabilirler. Bu yiizden viicut
bir grup koruyucu antioksidan mekanizma icerir.**** Bu mekanizmalar oksidanlarin
veya ROS tiirlerinin zararh etkilerini uzaklastirirlar ve ROS tiirlerinin canlida sebep
oldugu hasar1 tamir ederler. Baglica antioksidanlar; Tokopherols (vitamin E), askorbik
asit (vitamin C), carotenoids (vitamin A), Urik asit, ubiquinone, glutatyon peroksidaz,
stiperoksit dismutaz ve sisteindir.

Reaktif tiirlerin periodontal hastalik patogenezindeki roliinii tam olarak saptamak
icin periodontal hastalik bulunan bolgelerden alinan doku &rneklerinde, tlikriikte ve
DOS’ta oksidasyon iiriinlerinin daha detayli analizi yapilmalidir. Son zamanlarda ROS
tirlerinden NO’nun periodontal hastaliklt bireylerin tlikriik ve diseti dokusu

orneklerinde yapilan analizler 6nemli sonuglar vermistir.
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4.6 Nitrik Oksit (NO)

Onceleri toksik ve kirletici bir gaz olarak goriilen nitrik oksit (NO), pek ¢ok
fizyolojik ve patolojik progeste anahtar rol oynayan kisa émiirlii bir molekiildiir.'**#->
1772de Joseph Priestley bu gaza “nitrous air” ismini verdi. NO, 1980’lerin baglarinda
bakterisidal bir ajan olarak degerlendirildi. 1987°de ise endotelyal derived relaxing
faktoriin (EDRF) islevlerinden sorumlu bir kimyasal oldugu kesfedildi.'*** Bu bulguyu
takiben NO ile ilgili ¢alismalar artti. Bagslangi¢c raporlar NO’nun vaskiiler tonusu
diizenlemedeki rolii {izerine yogunlasmasina ragmen, ¢cok genis fizyolojik ve patolojik
islevleri oldugu daha sonralar1 agiga cikarilmistir. Serbest haldeki NO, eslesmemis
elektrona sahip serbest radikaldir ve ROS tiirlerinin pek ¢ok ozelliklerine sahiptir.*’*"3
Bu yiizden cesitli hiicresel reaksiyonlari ve biyolojik fonksiyonlar etkileyebilir.”*>* NO,
dokularin genel patofizyolojisinde hem yararli hem de zararli etkilere sahiptir'’. NO,
konak savunmasi ve homeostazisteki faydalarinin yaninda, pek ¢ok inflamatuar ve
otoimmiin hastaligin patogenezinde zararli yonde rol almaktadir.'>*~* NO serbest gaz
olmasi sebebi ile, hiicreler arasinda, hiicre i¢cinde ve hiicre membranlar1 boyunca hareket
edebilir ve bdylece hiicreler arasi etkilesimde rol alir*’. Bununla beraber diger hiicre ici
messinjirlardan farkli olarak NO, reseptorlere baglanmaz, yarilanma omrii saniyelerle
stirhdir, etkileri lokal ve gecicidir.'>*'° NO’nun zararl etkilerinin kalici ve uzun
stireli olabilmesi i¢in diger reaktif tiirlerle etkilesip yeni bir reaktif tiir olusturmasi
gerekir®’.

NO memeli hiicrelerinde bir aminoasit olan arjininin oksidasyonu ile
sekillenir.'**® NO formasyonu, L-arjinin ve oksijen atomlarinin terminal guanidino

nitrojen atomlarindan birininin bir grup enzim olan nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan

L-citrullin ve NO’ya okside edilmesi ile gergeklesir. Gereken elektronlar flavin adenin



17

diniikleotid ve flavin mononiikleotid iceren NADPH’dan derive edilir ve bir ko-faktor
olarak tetrahidrobiopterin (T4,BPT) varligim da gerektirir:>>

L-arjinin + NADPH + O, — N°-hidroksi-L-arjinin + H,O + NADP™ + H"

NG-hidroksi-L-arjinin + NADPH + O, — L-citrullin + NO + H,O

Her biri farkli genlerde iiretilen ve kesfedilme siralarina gore adlandirilan 3 ayri
NOS izoformu vardir. izoformlardan ikisi yapici, digeri ise indiiklenebilir bir enzimdir.
Indiiklenebilen izoform(iNOS) kalmoduline siki bir sekilde baglanir ve protein salmimi
ile diizenlenir. Yapici izoformlar orijinal olarak endotel hiicreleri (ecNOS) ve
noronlarda (ncNOS) lokalize olurlar ve aktiviteleri kalmodulin aracilifi ile etkilenen
artan hiicre i¢i kalsiyum seviyesine baghdir. iNOS, sitokinlerce aktive edilen
makrofajlar ve diger pek c¢ok hiicre tarafindan iiretilen, kalsiyumdan bagimsiz, sitosolik

bir enzimdir.'>*"!

INOS, iiretimi i¢gin hem mRNA hem de protein sentezi gerektiren
transkripsiyonal kontrol altindadir. Negatif feed-back mekanizmasi ile isleyen NOS
aktivitesi ekzojen NO ile inhibe edilir.”’ Hiicre tipine spesifiklik gerektirmeyen
kompleks ve iist iiste NOS izoformlar1 salgilanmasi sebebi ile, hiicre orjinini
spesifiklestirmeyen ve farklilasan NOS genlerinin miktarim1 dikkate alan sayisal bir
NOS simiflandirmasi 6nerilmektedir.”® Bu sayisal sinmiflamada neNOS — Tip I NOS’u,
INOS— Tip I NOS’u ve ecNOS— Tip III NOS’u ifade etmektedir (Tablo 5).

Son zamanlarda NO iiretiminin yeni bir nonenzimatik yolu, inorganik nitritin
kimyasal rediiksiyonunu seklinde tanimlanmaktadir. Bu yol, basta gastrointestinal
sistem olmak iizere c¢esitli sistemlerde gosterilmektedir. Oral bakteriler, diyetle alinan

nitrat1 nitrik okside daha fazla doniisen nitrite indirgerler. Yutulan tiikriik nitritinin

midede asitlenmesi antimikrobiyal 6zelliklere sahip NO meydana getirir. Bu sekildeki



18

konak ve bakteri arasi etkilesim agiz ve bagirsakta patojenlere karsi konak savunmasina

katkida bulunabilir.”

Tablo 5: Nitrik oksit sentaz izoformlarinin 6zetlenmesi

Izoform Aktivite Ik tammlandigi | Yerlesim Uretilen NO
hiicre kons.

Tip INOS Ca” bagimli | Noronlar Genellikle Pikomolar
membrana baglanir

Tip I NOS Ca™" Makrofaj/Monosit | Sitozol Nanomolar

Bagimsiz ler

Tip IINOS | Ca™ bagimli | Endotelyal Genellikle Pikomolar

membrana baglanir

Tablo 6: Nitrik oksit sentaz izoformlarinin diizenlenmesi

NOS II Upregiilasyonu NOS II Downregiilasyonu | Bulundugu Hiicreler

I1-1, IFN-y, TNF-a, | Glukokortikoidler, Makrofajlar, Hepatositler,
Graniilosit/makrofaj TGF-B, NO, Kondrositler,

stimiile edici faktor, LPS, | IL-10, IL-4 Endotelyal, Fibroblastlar,

sinerjik cevap-LPS/ IFN-y

Osteoblastlar,Osteoklastlar,
Keratinositler

NOS-II, ¢esitli immiinolojik sitimuluslarla uyarilan pek ¢ok hiicre tipi tarafindan

tiretilir.(Tablo 6) Yapict NOS izoformlarinin(NOS-I ve NOS-III) arttig1 dokular hizl,

gecici ve pikomolar konsantrasyonlarda kii¢iik miktarlarda NO fiiretirler.”** NOS-II, bir

kez indiiklendiginde uzun zaman peryodunda daha fazla miktarda ve sitotoksik NO

tiretmesi ile yapict izoformlardan ayrilir. Yiiksek NO seviyesinin sitotoksik potansiyeli

bir cevap elde etmek yani NOS-II gen ekspresyonu saglamak i¢in primer ve uyarici olan

INF-y, IL-1 TNF-a ve LPS ile siki bir sekilde kontrol edilir. >
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Farkli dokulardaki hiicreler, ¢esitli antioksidanlarin varligi ile iliskili olarak
NO’ya farkli cevaplar gosterebilirler. Ayrica, farkli hiicre tiplerinin NO {iretme veya
NO’ya kars1 koyma potansiyelleri hiicrenin tiirline, sitokin/growth faktér ve NO
miktarina, diferansiasyon derecesine ve hedef hiicrenin hassasiyetine veya rezistansina
bagli olarak degisir.

NO i¢in baskin olan hiicre i¢i hedefler; metal ve thiol i¢eren proteinler, demir-
siilfir kompleksleri, oksijen ve diger serbest radikallerdir.'***>' Bazal sartlar altinda
diisiik NO seviyeleri vasokonstriiksiyona olanak veren vaskiiler bir tonus saglayacak
sekilde siirekli salinir. Hiicre i¢i hedefler, plazma membran transportu ve uyarici
proteinler, mitekondri ve hiicre ¢ekirdegidir. DNA’da meydanda gelen NO’ya bagh
hasarlar; DNA sarmalinda kopmalar, aminoasit degisimi ve ribo niikleotid rediiktazin
inhibisyonudur. NO’ya bagl olarak meydana gelen ciddi DNA hasari, apopitozis ve
nekroz yolu ile hiicre 6liimiinii de tetikleyebilir. NO’nun asir1 iiretimine bagli meydana
gelen apopitotik hiicre Oliimiiniin insan kondrositlerinde, B-islet hiicrelerinde ve
periodontal ceplerin apikalindeki keratinositlerde goriildiigii rapor edilmistir.”"*

NO reaksiyonlari, pek ¢ok biyomolekiiliin oksidasyonu, nitrasyonu (NO;
ilavesi), nitrozasyonu (NO" ilavesi) ve nitrosilasyonuna (NO) yol acar.”">* En énemli
NO etkilesimleri, molekiiler oksijen, siiperoksit radikal (O;") ve genel olarak proteine
baglanan demir, bakir ve magnezyum gibi metallerledir. NO, bu metalloproteinleri aktif
hale getirebilir veya aktif alanlarda metal baglayarak aktivasyonlarim engelleyebilir.>®
Ortamda demir (Fe) bulunmadigi durumlarda NO ve siiperoksit radikal (O;") reaksiyona
girerek peroksinitrit (ONOO)olustururlar.’’”® Bununla beraber, NO ve siiperoksit

radikalden herhangi birinin agir1 liretimi bu reaksiyonu inhibe eder. Molekiiler seviyede
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4733 Bu nedenle arastirmacilar

peroksinitrit en tehlikeli reaktif molekiildiir.
peroksinitritin NO’dan daha zararli oldugunu éngérmektedirler.*’
Diger yandan oksijen mevcudiyetinde NO stabil degildir. NO ve oksijen

molekiilleri arasindaki etkilesim, nitrojen dioksit, dinitrojen trioksit ve dinitrojen

tetraoksit gibi reaktif nitrik oksit tiirlerinin olusmasina yol acar;”'

2NO + O, — 2NO, Nitrojen dioksit
NO; + NO — N»Os Dinitrojen trioksit
NO; + NO; — Ny,Oqy Dinitrojen tetraoksit

NO etkilesimlerinin toksizite ile sonuglanip sonuglanmamasi hiicrelerin i¢
cevrelerine ve iiretilen NO konsantrasyonlarina baglhdir.'**'?

Periodontitiste yer alan doku yikim medyatorleri, IL-1B, TNF-a ve PGE,’dir.”®
Proinflamatuar medyatdrlerin uzun siireli liretimi NO {iiretiminde artmaya ve doku
katabolizmasi i¢in 6nemli olan PGE, senteziyle sonuc¢lanan COX-II stimiilasyonuna yol
acabilir.'**

[Itihabi cevap biiyiik oranda kendi kendini sinirlar. Bununla beraber, periodontal
hastaliklarda oldugu gibi kronik iltihabin gelisimi doku yikimina katkida bulunan bagka
faktorleri devreye sokar.” Yumusak doku yikiminin esas olarak plazmin ve matriks
mettalloproteinazlar (MMPs) tarafindan olusturuldugu bilinmektedir. ROS tiirlerinin ise
bu doku yikimma ekstraseliiler matriks komponentlerinin depolarizasyonu, lipid
peroksidasyonu, antiproteaz gibi enzimlerin oksidasyonu, DNA hasar1 ve
proinflamatuar sitokinlerin indiiksiyonu gibi mekenizmalarla sebep oldugu
belirtilmektedir.*"*

Fibroblastlar, bag dokusu turn-overinda ve yara iyilesmesinde 6nemli bir rol

oynarlar. NO, genellikle antiproliferatif etki gosterir. Diisiik NO seviyeleri kollojen
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sentezi i¢in gerekli olurken daha yiiksek NO seviyeleri kollojen sentezini baskilar. NO
fibroblast proliferasyonunu artirirken, NOS-II indiiksiyonu fibroblast proliferasyonunu
inhibe eder ve apopitozis olusturabilir. Diseti fibroblastlarinda yiiksek miktarda NOS-II
iiretimi, iyilesme cevabinda azalma ile sonuglanabilir ve periodontitis i¢in karakteristik
olacak sekilde doku yikimi/doku tamiri oraninda yikim lehine katkida bulunabilir.”® Bu
bulgular hiicre-hiicre, hiicre-matriks ve biyomolekiiller arasindaki karmasik etkilesime
dikkat ceker. Homeostazis, hiicre oliimii ve hiicre biiylimesi arasindaki denge ile
saglanir ve NO, sitostazis ve apopitozis olusturabilir.”' Bdylece yaralanma ve iltihap
esnasinda oldugu gibi, interseliiler c¢evredeki degisikliklerin NO seviyesinde
degisikliklere sebep olmasi ve kalici fibroblastlarda NOS iiretimini artirmasi olasidir.
Fibroblastlarca salgilanan NOS-II’nin 6nemi heniiz yeterince acik degildir. Bu sebeple
NO’nun bir doku yikim medyatérii olduguna dair deliller tartismalidir ve
sitostatik/immiinosupresif etkilerinden dolay1r bazi durumlarda inflamasyona cevabin
bozulmasinda rol oynayabilir. Heniiz direkt olarak doku katabolizmasindan sorumlu
tutulmamaktadir. NO’nun en net etkisi gili¢lii bir kemotaktik etkiye sahip olan TNF-a ile
karsilikli pozitif etkilesimidir. NO, iltihabi cevabin artmasinda ve savunma hiicrelerinin
toplanmasinda araci olan molekiildiir.>®
4.7 Periodontal Hastalik ve Nitrik Oksit

Gilintimiize kadar yapilan ¢alismalar NO’nun periodontal hastalik, odontojenik kistler,
periapikal infeksiyon, oral mukozal iltihabi hastaliklar, tiikriik bezi hastaliklar1 ve oral
karsinogenezis ile iliskili olabilecegini gdstermektedir.*’ Bu giine kadar NO’nun
periodontal hastalik ve sagliktaki rolii net olarak agiklanmamistir. Mevcut verilerden
elde edilen bilgilere gore, NO, norotransmizyon, vazodilatasyon, sitotoksizite ve

immiinregiilasyon gibi periodontal hastalik patogenezi ile iligkili pek c¢ok biyolojik
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fonksiyon icin 6énemli bir molekildiir.”*®

NO direkt veya indirekt yoldan bazi
proinflamatuar sitokinlerin iiretimlerini etkileyerek hem periodontitis hem de alveoler
kemik kayb1 patogenezinde rol oynayabilir.*’ Periodontal lezyonlarda sitokin ve LPS
indiiksiyonunu takiben fibroblastlar, makrofajlar, lenfositler ve PMNL’ler tarafindan
uzun siireli olarak yiiksek miktarlarda NO fiiretilebilir. Akapov ve Kankanian®',
periodontal acidan saglikli bireylerin tiikriiklerinin PMNL’lerde NO sentezini stimiile
ederken gingivitisli ve periodontitisli hastalarin tiikriiklerinin PMNL’lerde NO sentezini
uyarmadiklarin1 hatta baskiladiklarini rapor etmislerdir. Diger yandan NO {iretiminin
enflame periodontal dokularda arttigi da rapor edilmektedir.®> Bakteri plagi NOSII
aktivasyonundan sorumlu olabilir, ¢iinkii steril hayvanlarin dis eti dokularinda herhangi
bir NOSII aktivitesine rastlanmamugtir.” Daghigh ve arkadaglan®, dis eti
fibroblastlarinin kronik periodontitiste saglikli dis eti dokularindan 6nemli derecede
daha fazla NOSII salinimi olusturduklarini gostermislerdir. Son zamanlanda yapilan in
vitro bir ¢alismada NOSII inhibitorlerinin dis eti fibroblastlarinin NO {iiretimini azalttig1
bulundu ve bu hastaligin tedavisinde NO’nun farmakolojik olarak inhibisyonunun
terapotik agidan degerli olabilecei 6ne siiriildii.>

4.8 Sitokinler

Sitokinler, hiicreden hiicreye haberciler veya lokal hormonlar olarak
tanimlanmaktadir.®® Tiim sitokinler bir hiicre tipi tarafindan salinan ve tiretilen kiigiik
peptitler veya proteinlerdir. Bunlar bagka bir hiicre membraninda yer alan spesifik
reseptorlere baglanabilirler.® Periodontitis, spesifik bakteriler tarafindan baslatilir ve bu
bakterilere kars1 lokal konak cevabi 16kosit toplanmasini ve sonrasinda IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12 ve TNF-a gibi sitokinlerin ve iltihabi medyatérlerin salinmuni igerir.®® Bu

iltihabi medyatorler ve sitokinler periodontal hastalik patogenezinde Onemli roller
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oynarlar. Sitokinler pek c¢ok fizyolojik olayda 6nemli roller iistlenmelerine ragmen
uygunsuz olarak salgilandiklarinda patoloji olusumuna da aracilik edebilirler.” Hiicre
Oliimiine sebebiyet verme potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle sitokin aktivitesi ¢cok
dikkatli bir sekilde diizenlenir. Bu sitokinler i¢in bir grup negatif diizenleyi mevcuttur.
Bunlar; IL-4 ve IL-10 gibi anti iltithabi sitokinler, IL-1 reseptor antagonisti gibi
inhibitorler, soluble IL-1 ve TNF reseptorleridir.’” Periodontal hastalik esnasinda
oldugu gibi patolojik sartlar altinda pro- ve anti-iltthab arasindaki denge proiltihabi
aktivite lehinde degisir. Sitokinlerin en iyi bilinen 6rnegi lokositler arasinda mesaj
tasiyan interlokinlerdir (IL). IL-1 ve TNF-a aktif makrofajlarda ve diger hiicrelerde
uiretilirler ve periodontal patolojide proiltihabi etkileri ile yer alirlar. Bu durum
PGE;’nin uyarilmasini ve kollojenaz iiretimini kapsar. Bu sitokinler i¢in monoklonal
antikorlar tiretilmis olmasi sebebi ile ELISA yontemi ile dl¢iilebilirler ve boylece klinik
test sistemlerinde kullanilabilirler.®®

4.9 TNF-a

TNF, periodontal hastalik esnasinda meydana gelen olaylarin bir kismina
aracilik eden bir sitokindir. TNF molekiiler agirlig1 yaklasik 17,000 kDa/monomer olan
trimerik bir proteindir.®® TNF indiiksiiyonu, kemotaktik sitokinler olarak rol oynayan
kemokinler ve prostoglandinleri iireten siklooksijenazlar gibi sekonder medyatorlerin
{iretimini uyarir.'*®

TNF’nin TNF-a ve lenfotoksin-alfa olarak da bilinen TNF-f olmak iizere iki
farkll tipi vardir. Hiicre yiizeyi yapist agisindan birbirine benzeyen iki farkli TNF
reseptoril vardir: TNF reseptor-1 ve TNF reseptor-2. Bu reseptorler farkli sitoplazmik

kisimlara sahiptirler ve bunun sonucu olarak farkli uyarilarla aktif hale gelirler.
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Deneysel kanitlar, TNF’in mikrobiyal patojenlere karsi direngte rol oynadigini
gdstermistir.®’

TNF-a, makrofajlar ve monositler tarafindan {iretilen ve “cachectine” olarak da
bilinen bir polipeptid sitokindir. TNF-a, ¢esitli hiicre populasyonlar iizerinde bir grup
iltihabi ve immiin diizenleyici etki gt')sterir.15 Periodonsiyumda bircok kaynaktan

tiretilebilen TNF-a, digeti fibroblastlarin1 da igerecek sekilde fibroblastlar1 uyararak
periodontal hastaliklarda doku yikimindan sorumlu bir enzim olan kolojenaz {iretimini
ve kemik rezorbsiyonunu stimiile eder (Tablo 7).”” TNF-o monositleri aktif hale getirir,
platelet aktive edici faktoriin ve IL-1p’mn iiretimini stimiile eder.”!

Immiin cevapta multipotent bir diizenleyici olarak rol oynar ve ayrica potent bir
piyrojen olarak islev goriir. TNF-q, iltihabi ajanlar ve doku yaralanmalar1 gibi uyarilara
cevap vererek, notrofilleri aktive ederek, vaskiiler endotelyal hiicrelerin 6zelliklerini
degistirerek ve lokal kan pihtilasmasi olusturarak tomorisidal aktiviteyi artirdigi gibi,
diger hiicrelerin metabolik aktivitelerini de diizenleyerek tiim viicutta dolasir. TNF-a
ayrica kaseksi (cachexia) ile sonuclanan lipoprotein lipaz aktivitesini de inhibe eder.
Immiin sistemdeki ¢esitli islevlerinden dolayr TNF-a pek ¢ok hastaligin patogenezinde
rol alabilir. TNF-a, eklemlerin ve diger dokularin iltihabi hastaliklarinin patogenezinde

de 6nemli roller oynayabilir.”

Tablo 7: Periodontal hastaliklarda hiicresel TNF kaynaklar1

Monosit/ makrofajlar

Polimorfoniikleer 16kositler
Fibroblastlar(gingival ve periodontal ligament)
Epitelyal hiicreler

Endotelyal hiicreler

Osteoblastlar
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Daha oncede bahsedildigi gibi periodontal hastaliklarin teshisinde kullanilan
klinik olgtimler hastaligin siddeti hakkinda bilgi verirken hastaligin aktivasyonunun
belirlenmesinde kullanilamazlar.® Periodontal hastalik aktivasyonunun belirlenebilmesi
i¢in konak doku cevabinin analiz edilmesi gereklidir.6 Bircok ¢alismada dis eti olugu
stvist (DOS) ve tiikriigiin biyokimyasal ve immiinolojik analizlerinin periodontal
hastalik aktivasyonunun saptanmasinda faydali olabilecegi vurgulanmustir.”®

Periodontal olarak saglikli ve hastalikli bireylerin DOS ve tlikriik 6rneklerinde
biyokimyasal ve immiinolojik analizler sonucu bazi iltihabi mediatorlerin, enzimlerin
ve reaktif radikallerin seviye ve/veya miktarlarinda degisimler oldugu bildirilmistir. **
Periodontal hastalikli bireylerin tiikriik, bakteri plagi ve diseti dokusu Orneklerinde
yapilan sinirli sayidaki ¢alismalarda NO seviyeleri saptanmis ve NO’in TNF-a& gibi
iltihabi sitokinlerle iliskisi belirtilmistir.'>"* Bu ¢alismalarda benzer calismalarm DOS
orneklerinde yapilmasi tavsiye edilmis olmasina ragmen litaretiirde yapilmis bir
calismaya rastlanamadi. Bu nedenle, ¢alismamizin amacini; periodontal agidan saglikli,
plaga bagli gingivitisli ve kronik periodontitisli bireylerin DOS ve tiikriik 6rneklerinde
NO ve TNF-a seviyelerinin saptanmasi ve periodontal hastaliklarin klinik parametreleri

ile olasi iliskilerinin arastirilmasi olusturdu.
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MATERYAL VE METOD

Calismaya, Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesine farkli nedenlerden
dolay1 miiracaat eden toplam 55 birey dahil edildi. Calismanin protokolii geregi bireyler
3 gruba ayrildi. Periodontal olarak saglikli 15 birey kontrol grubunu (I.Grup), plaga
bagh gingivitisli 20 hasta (II.Grup) ve kronik periodontitisli 20 hasta (III.Grup)
calisma gruplarini olusturdu. Calismamiza dahil edilen tiim bireylere ¢alismanin amaci
ve yontemi hakkinda bilgi verildi ve imzali onaylar1 alindi. Calisma populasyonunun
se¢imi agagidaki kriterlere gore yapildi:

1) Hastalarin herhangi sistemik bir rahatsizliginin bulunmamasi,

2) Hastalarin stirekli antikonviilsan, immiinsupressif, kalsiyum kanal blokerleri gibi

ilaglar kullaniyor olmamasi,

3) Hastalarin son alt1 ay i¢inde periodontal tedavi gormemis olmast,

4) Hastalarin herhangi bir madde bagimlis1 olmamasi ve sigara igmemesi,

5) Hastalarin hamile olmamasi,

7- Hastalarin akut agris1 (pulpitis ve apikal apse) olmamasi.

Aragtirma kapsamina alman hastalarin ilk o6nce klinik ve radyografik
degerlendirmeleri yapildi. Her bir bireyin periodontal durumunu saptamak amaciyla
Silness ve Loe’nin plak indeksi (PI) ve Lée ve Silness’in gingival indeksi (GI)
kullanild1. Ayrica klinik atagman seviyesi (KAS) ve sondalama derinliklerine (SD)
bakildi. Tiim &lgiimler hazirlanan anemnez formuna kaydedildi (Ekler). Pi, GI, KAS ve
SD ortalamalar1 i¢in 6nce her bir digin dort yiizeyinden elde edilen degerler toplanip

ortalamalar1 alinarak bir disin ortalamasi; daha sonra bu degerler toplanip ortalamalar
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almarak da bireyin Pi, GI, KAS ve SD ortalamasi elde edildi. Klinik indeks skorlar1

asagidaki sekilde degerlendirildi.

Plak indeksi Skorlart: ( Silness ve Loe 1964)"

0: Diseti bolgesinde bakteri plagi yok.

1: Ciplak gozle fark edilemeyen, ancak sond ucunun gingival sulkusta gezdirilmesiyle
aciga cikarilan plak varligi.

2: Gozle goriiliir tarzda diseti kenarinda ve dis ylizeyinde orta dereceli plak varligi.

3: Disetinde ve dis ylizeyinde yogun yumusak birikintilerin mevcudiyeti.

Gingival Indeks Skorlar: ( Loe ve Silness 1963)™

0: Saglikl diseti.

1: Hafif iltihap, hafif renk degisikligi, hafif 6demle karakterize diseti, sondalamada
kanama yok.

2: Orta dereceli iltihap, diseti parlak, kirmizi ve 6demlidir. Sondalamada kanama vardir.

3: Siddetli iltihap, belirgin kirmiziik ve 6dem vardir. Ulserasyonlar ve spontan
kanamaya meyil mevcuttur.

Tiim klinik 6lgtimler, her bir disin mezial, distal, lingual (palatinal) ve labial
(bukkal) olmak iizere 4 yiizeyinden elde edildi. Olgiimlerde Williams’in periodontal
sondu kullanildi. Ayrica tiim hastalarin agizlarinda mevcut olan dolgu, ¢iirtik, kuron,
protezler ve eksik disler anamnez formuna kaydedildi. Tiim hastalardan
ortopantomografik radyogramlar alind1.

Dis Eti Olugu Sivisinin Orneklenmesi

Dis eti olugi sivist her bir hasta i¢in daha Onceden belirlenmis dort farkl
bolgeden alindi. Adult periodontitis grubunda (III.Grup) ise 6rnekleme yapilacak olan

bolge yikim ve iltihabin derecesine gore rastgele secildi. Her bir dig bolgesi irritasyon
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meydana getirmeden hava spreyi ile kurutuldu ve pamuk tamponlarla dikkatli bir
sekilde izole edildi. Orneklerin tiikiiriik ile kontaminasyonundan kaginmak icin tiikriik
emici kullanildi. Standart kagit serit ( Periopaper” ) sulkusun mezial ve distal orta
noktalarina orta derecede direng hissedilinceye kadar yerlestirildi. Her bir kagit serit
sulkusta 30 saniye tutulduktan sonra toplanan DOS hacminin hesaplanmasi i¢in zaman
kaybetmeden daha 6nceden hacmi bilinen saf su ile kalibre edilmis Periotron 8000%¢
aktarildi. 16 saniye icerisinde periotron degerleri okundu. Her bir hastadan 4 numune
alindi. Her hasta i¢in dnceden numaralandirilmig 200 ul pH: 7.4 PBS iceren iki adet 2
ml’lik eppendorf tiip kullanildi. ilk iki numune NO degerlendirilmesi yapilacak olan 1.
tiipe, diger iki numune ise TNF-o degerlendirmesi i¢in kullanilacak olan 2. tiipe
yerlestirildi. Oda sicakliginda 30 saniye vortekslendi ve hiicresel elemanlar1 ve plagi
uzaklastirmak igin 5000 rpm de 10 dakika santrifiije edildi. Ornekler degerlendirilinceye
kadar -80 °C de sakland.

Periotron 8000°

Periotron kapasitor prensibine gore ¢alisir. Aletin pargalar1 arasina yerlestirilen
1slak bir filtre kagidi bandinin elektriksel kapasitansimi Olger. Pargalar arasinda karsit
yuklerin olusturdugu elektrik alani, parcalar arasindaki potansiyel farkini azaltan ve
kapasitansini artiran molakiillerin polaritesini indiikler. Boylece periotronun pargalari
arasindaki polar molekiillerin sayist ne kadar fazla ise kapasitansi da o kadar biiyiik ve
periotron skoru da o kadar yiiksek olur. Yeni bir model olan Periotron 8000’de dlgiim
degerleri PERIO.EXE programi calistiran bilgisayara bir seri baglanti sonucunda
gonderilir. Ayrica okunan periotron degerlerini mikrolitreye ¢eviren ML CONVRT.

EXE isimli program da kullanimdadur.”
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Resim 1: Periotron 8000 Cihazi Resim 2: Standart periopaper

Periotronun kalibrasyonu

Periotrondan okunan ham degerlerin bilgisayara daha onceden yiiklenmis olan
ML CONVRT. EXE programi aracilif1 ile hacimsel degeri olan pl’ye dontistiiriilmesi
icin kalibrasyon egrisinin olusturulmasi gereklidir. Bir kalibrasyon egrisi olugturulmasi
esnasinda Hamillton siringasina ¢ekilen 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ve 0.7 ul’lik saf su
hacimleri i¢in ayr1 ayri1 olacak sekilde periotron degerleri Ol¢iildii. Bu igslem her bir
hacim igin Ui¢ kez tekrarland1 ve her hacim icin elde edilen ili¢ degerin ortalamasi
almarak kalibrasyon egrisi olusturuldu. Kalibrasyon egrisi her 5 hastadan sonra
yenilendi.

Tiikriigiin Orneklenmesi

Her bir hastadan DOS 06rneklerinin alinmasini takiben tiikriikk ornekleri elde
edildi. Bu Ornekleme i¢in tiim hastalara 6rnekleme yapilacagi giin diyet sinirlamasi
yapilmadan sabah kahvalti etmeleri ve kahvaltiyr takiben daha onceden anlatildigi
sekilde dislerini fircalamalar1 sdylendi. Yine hastalardan fircalama islemini takiben
numuneleri elde edecegimiz zamana kadar herhangi bir sey yiyip igmemeleri ve sakiz

cignememeleri tembihlendi. Hastalarda DOS numunelerinin alimini takiben agizlari bol
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su ile calkalatilarak tiikiirtiildii ve 10 dakika beklendi. Bu siire sonunda her bir hasta i¢in
daha onceden isaretlenmis eppendorf tiipler hastalara verilerek direkt tiip icerisine
olacak sekilde her hastadan yaklasik 0.5 ml’lik tiikriik 6rnegi alindi ve eppendorf
tiiplerin kapag1 derhal kapatilarak hiicresel elemanlar1 ve plagi uzaklastirmak i¢in 5000
rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin tabaninda olusan ¢okeltiye dokunulmadan
ylizeydeki sivi pipetlenerek yine o hasta i¢in isaretlenmis farkli bir eppendorf tlipe

alind1. Ornekler degerlendirilinceye kadar -80 °C de saklandh.

Nitrat+ Nitrit Analizi
NO Kiti I¢erigi:
1- Nitrat/nitrit 6l¢lim tamponu
2- Nitrat rediiktaz enzim preparati
3- Nitrat rediiktaz kofaktor preparati
4- Nitrat standardi
5- Nitrit standardi
6- Greiss reajan1 R1
7- Greiss reajan1 R2
8- 96 well plate
9- Plate ortiicii
Nitrat+ Nitrit Olciimii
Ol¢iim Oncesi Hazirhk
1- Assay Buffer (dl¢iim tamponu ):Assay buffer tiip icerigini saf su ile toplam
hacim 100 ml olacak sekilde sulandirildi. Bu assay buffer 6lciimden once gerekli
ise numunelerin sulandirilmasi i¢in kullanilir. Bu sekilde hazirlanan buffer
yaklagik olarak 2 ay boyunca +4 cantigrat derecede sabit bozulmadan
saklanabilir.

2- Nitrat Rediiktaz (Tiip 2): Tip icerigi 1.2 ml’lik assay buffer ile tekrar

olusturuldu. Kullanim esnasinda buz igerisinde saklanildi. Kullanilmadigi
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zamanlarda -20 santigrad derecede saklanildi. Bu solusyonun dondurulmasi ve
eritilmesi bir kez ile sinirlandirildi.

Enzim Kofaktorleri (Tiip 3): Tiip icerigi 1.2 ml’lik assay buffer ile tekrar
olusturuldu. Kullanim esnasinda buz igerisinde saklanildi. Kullanilmadigi
zamanlarda -20 santigrad derecede saklanildi. Bu solusyonun dondurulmasi ve
eritilmesi bir kez ile sinirlandirildi.

Nitrat Standardi (Tiip 4) : Lipofilize edilmis toza en az zarar verecek sekilde
tiipin kapagi yavasca acildi. Tiip igerigi 1.0 ml’lik assay buffer ile tekrar
olusturuldu. Kapakta hi¢ toz artigi kalmayacak sekilde tiim tiip igerigi
soliisyonun igine karistirilarak vortekslendi ve +4 santigrad derecede saklanildi.
Bu esnada herhangi bir dondurma islemine tabi tutulmadi.

Nitrit Standard (Tiip 5 ) : Lipofilize edilmis toza en az zarar verecek sekilde
tiipin kapagi yavasca acildi. Tiip igerigi 1.0 ml’lik assay buffer ile tekrar
olusturuldu. Kapakta hi¢ toz artifi kalmayacak sekilde tiim tiip igerigi
soliisyonun igine karistirilarak vortekslendi ve +4 santigrad derecede saklanildi.
Bu esnada herhangi bir dondurma islemine tabi tutulmadi.

Griess Reajanlar1 R1 Ve R2 (Tiip 6 Ve 7 ): Bu tiiplere her hangi bir soliisyon
yada assay buffer eklenilmedi. +4 santigrad derecede saklanildi. Bu esnada

herhangi bir dondurma iglemine tabi tutulmadi.

Nitrat + Nitrit Ol¢iimii
Kor olarak kullanilan welle 200 pl 6l¢iim tamponu ilave edildi. Bu welle daha
sonra her hangi bir reajan eklenmedi.

Test wellerine 80 pl drnek dilusyonu eklendi
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3- Wellerden her birine 10ul enzim kofaktor karigimi ilave edildi.

4- Wellerden her birine 10ul nitrat rediiktaz karisimi ilave edildi.

5- Plate plate ortiicii ile kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi.

6- Daha sonra her bir welle 50ul Griess Reajan1 RI eklendi.

7- Her bir welle derhal 50ul Griess Reajan1 RII eklendi.

8- Renk olusumu i¢in oda sicakliginda 10 dakika tutuldu.

9- Daha sonra her bir well igerigine 600ul saf su ilave edilerek 540 nm absorbansta
spektrofotometrede okundu.

10- Bu absorbans degerleri hazirlanan nitrat standart egrisi ile konsantrasyon
degerlerine cevrildi.
Uretici firmanin &nerisi dogrultusunda tiikriik numuneleri degerlendirilirken saf

su ile %50 oraninda seyreltildi. Veriler rapor edilirken elde edilen deger 2 ile

carpildi.

Timor Necrozis Faktor- Alfa (TNF-a ) Analizi
Kullamilan Reajanlar:

1- Insan TNF-a’sina kars1 poliklonal antikor ile kaplanmis mikrowell plate
2- Biotin-Conjugate

3- TNF-a Standardi

4- Streptavidin-HRP

5- Sample Diluent

6- Wash Buffer Consentrate
7- Assay Buffer Consentrate
8- Substrat soliisyonu I

9- Substrat soliisyonu II

10- Stop soliisyonu

11- Plate kapaticilari
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Reajanlarin Hazirlanmasi

1-

Wash Buffer: 50 ml’lik tiip igerigi 1000 ml’lik bir silindir cam kap
icerisine aktarilarak toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
Final solusyonun pH’1 7.4 ‘e ayarlandi. (Bu solusyon hazirlanmasini
takiben 2-25 C° de 30 giin saklanabilir.)

Assay Buffer: 5 ml’lik tlip igerigine 95 ml saf su ilave edilerek
toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. (Bu solusyon hazirlanmasini
takiben 2-8 C° de 30 giin saklanabilir.)

Biotin-Conjugate: Assay buffer kullanilarak 1:100’liik diliisyonu
hazirlandi. Ornegin 30 pl Biotin-Conjugate, 3ml assay buffer ile
hazirlandi. Bu solusyon hazirlandiktan sonra 30 dakika iginde
kullanilmasina dikkat edildi.

Streptavidin-HRP: Assay buffer kullanilarak 1:100’lik diliisyonu
hazirlandi. Ornegin 60 ul Streptavidin-HRP, 6 ml assay buffer ile
hazirlandi.

TNF-a Standardi: Tiip icerigi isaretli kisma kadar saf ile
tamamlandi1 ve ¢6ziilme olana kadar nazikce calkalandi.

TMB Substrat Solusyonu: Esit hacimlerde substrat soliisyonu I ve
substrat soliisyonu II metal icermeyen temiz bir kapta karigtirildi.
Zaman gectikce karigimin rengi sari bir hal aldi. Bu rengin mavi
olmasi bize kontaminasyon oldugunu gosterecekti. Bu solusyon,

hazirlanmasini takiben birka¢ dakika i¢inde kullanildi.
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Test Protokolii

Tiim reajanlar kullanimdan 6nce kopiiklesme olmayacak sekilde calkalandi.
Kullanilacak well sayis1 belirlendi.

Yaklagik 300 pl’lik wash buffer kullanilarak tiim weller iki kez yikandi ve
well yiizeylerine zarar vermeden fazla sivi weller nemli kalacak sekilde
uzaklastirildi.

A1 weli kor olarak birakildi ve tiim standart wellere 100 pl sample diluent
eklendi. Yine bu wellere siras1 ile 100 pl TNF-a Standardi eklenerek
karistirildi ve bu karistmdan 100 pl alinarak bir sonraki welle eklendi ve tiim
standart wellere bu islem uygulandiktan sonra en son wellden alinan 100
ul’lik karigim atildi.

Kor olarak kullanilan welle 100 pl sample diluent ilave edildi.

Orneklerin konulacag: wellere 50°ser pl sample diluent ilave edildi.

Ornek icin kullanilan wellere her birine her bir 6rnekten 50 ul ilave edildi.
Biotin-Conjugate hazirlandi.

Hazirlanan Biotin-Conjugate dilusyonundan kor i¢in kullanilan well de dahil
olamak tizere tiim wellere 50 pul ilave edildi.

Mikrowell striplerin iizerleri plate cover ile ortiilerek oda sicakliginda 2 saat
inkiibe edildi.

Plate ortiicii kaldirildi ve wellerin igerigi bosaltildi. C sikkinda anlatildigi
sekilde mikrowell stripler dort kez yikandi. Derhal bir sonraki agamaya
gecildi.

Streptavidin-HRP hazirlandi.
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m- Kor i¢in kullanilan well de dahil olmak {izere tim wellere 100ul

Streptavidin-HRP dilusyonu eklendi.

Mikrowell strip tekrardan plate oOrtiicii ile kapatilarak oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi.

TMB Substrat solusyonu hazirlandi.

Plate ortiicli kaldirild1 ve wellerin igerigi bosaltildi. C sikkinda anlatildigi
sekilde mikrowell stripler dort kez yikandi. Derhal bir sonraki asamaya
gecildi.

Kor i¢in kullanilan well de dahil olmak iizere tiim wellere 100ul TMB
Substrat solusyonu karisimi eklendi.

Mikrowell strip tekrardan oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Bu siire
icinde tiim wellerde sar1 renk degisimi gézlendi.

Derhal kor i¢in kullanilan well de dahil olmak iizere tiim wellere 100ul stop
solusyonu eklenerek enzimatik reaksiyon sonlandirildi. Sonuglar stop
solusyonunun eklenmesini takiben daha onceden programlanmis ELISA
iinitesinde derhal degerlendirildi.

Primer dalga boyu 450 nm olan spektrofotometre kullanilarak her bir wellin
absorbans degeri okundu. Hem o6rneklerin hem de TNF-a standartlariin
absorbans degerleri saptandi.

Makine, ordinat ekseninde her bir standart konsantrasyon i¢in ortalama
absorbansi, absis ekseninde ise bu absorbansa karsilik gelen TNF-a
konsantrasyonunu gdsteren bir konsantrasyon egrisi hazirladi ve oOrnek

konsantrasyonlar1 bu egriye gore hesaplandi.
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TNF- a miktari, bu sitokin i¢in 6zel olan enzim-linked immiinoadsorbant assays
(ELISAs) (Immuno Biological Laboratories, Hamburg) kullanilarak DOS’ta saptandi.
TNF-o ELISA, hiicre kiiltiirii slipernatantlarinda, insam serum, plazma ve diger viicut
sivilarinda  insan  TNF-o’sinin  miktarsal olarak saptanmasi i¢in enzim-linked
immiinoadsorbant 6l¢limiidiir. TNF-a ELISA, sadece arastirmalarda kullanilir, teshis ve
tedavi amacl kullanilmaz.

Bu testte anahatlar1 ile Ozetleyecek olursak; mikrowellere TNF- a poliklonal
kaplayic1 antikor adsorbe edildi. Ornek ve standartlarda bulunan TNF- a, mikrowellere
adsorbe edilen antikorlara baglanir; biotin-conjugated monoklonal TNF-a antikoru
eklenir ve ilk antikor tarafindan tutulan TNF-o’ya baglanir. Inkiibasyon siiresini takiben
baglanmayan biotin-conjugated TNF-a yikama islemi ile uzaklastirilir. Streptavidin—
HRP eklenir ve bu biotin-conjugated TNF-a’ya baglanir. inkiibasyon siiresini takiben
baglanmayan Streptavidin—HRP yikama islemi ile uzaklastirilir ve HRP ile reaktif olan
substrat soliisyonu wellere eklenir. Ornekteki mevcut TNF-a miktarmi gdsteren renkli
bir iirlin sekillenir. Reaksiyon asit ilavesi ile sonlandirilir ve absorbans 450 nm’de
Olctiliir. Yedi tane TNF-a standart soliisyonundan ve konsantrasyonu belirli TNF-a
orneginden bir standart egri hazirlanir.

Tim calisgma boyunca pipetleme yapilirken tekrarlanabilir pipettor kullanildi.
Her bir madde i¢in farkli pipet ucu kullanildi, her bir reajan pipetlenmeden 6nce birkag
kez pipetin ucuna ¢ekilip geri bosaltild1 ve welllerde bulunan reajanlar i¢ine pipetin ucu
kesinlikle degdirilmedi.

Calismamizda elde edilen verilerin analizi “SPSS 11.0 for Windows”

programinda yapildi. Gruplar aras1 karsilastirmalarda bagimsiz drnekler i¢in Varyans ve
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Student t-testi kullanildi. Sitokin ve NO miktarlar1 ve klinik parametreler arasi iliskiyi

analiz etmek i¢in de Spearman rank korelasyon testi kullanildi.
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BULGULAR

Kontrol grubuna dahil edilen 15 bireyin (9°u bayan, 6 ‘s1 erkek) yaslar1 22-48
arasinda olup, yas ortalamalarn 35.47+11.30 idi. Plaga bagh gingivitis grubunu
olusturan 20 hastanin (11’1 bayan, 9’u erkek) yaslar ise 16-54 arasinda degisirken, yas
ortalamalar1 35.80+£10.48 ve kronik periodontitis grubunu olusturan 20 hastanin (10’u

bayan, 10’u erkek) yaslar1 ise 34-61 arasinda degisirken yas ortalamalar1 41.50 +7.93
idi.

Arastirmamizda elde edilen bulgular hem klinik hem de laboratuar verileri
bakimindan incelenmistir. Ayrica bu bulgular gruplar arasinda karsilastirilmali olarak
da degerlendirilmistir.

Klinik Bulgular

Her ii¢ grup ikiserli olarak birbirleri ile karsilastirildiklarinda; yas parametresi
bakimindan gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel farklilik saptanmamuigstir (p>0.05).
Kontrol grubuna dahil edilen periodontal olarak saglikli bireyler ile ¢aligma gruplarini
olusturan plaga bagl gingivitisli ve kronik periodontitisli hastalardan elde edilen plak
indeksi (PI), gingival indeks (GI), sondalama derinligi (SD ) ve klinik atasman
seviyelerinin (KAS) ortalama degerleri ve bunlarin gruplar arasinda istatistiksel olarak
karsilastirilmalar1 Tablo 8’de toplu olarak verilmistir.

Ortalama plak indeksi (PI) kontrol grubunda (I.Grup) 0.27+0.51, plaga baglh
gingivitis grubunda (II.Grup) 2.30+£0.44 ve kronik periodontitis grubunda (III.Grup)
2.51£0.38 olarak bulunmustur. Plak indeksindeki bu ortalamalar birbirleri ile
karsilastirildiklarinda kontrol grubu ile c¢alisma gruplar1 arasindaki farkliliklar

istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0.001). Ancak bu anlamlilik plaga baglh
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gingivitis ve kronik periodontitis gruplari arasina belirgin olarak gdézlenmemistir
(p>0.05).

Yine ayni sekilde kontrol grubunda (I.Grup) ortalama gingival indeks degeri
(GI) 0.15+0.07, plaga bagl gingivitis grubunda (I1.Grup) 1.88+0.38 ve kronik
periodontitis grubunda (II1.Grup) 2.08+0.43 olarak bulunmustur. Gingival indekteki bu
ortalamalar birbirleri ile karsilastirildiklarinda kontrol grubu ile c¢alisma gruplari
arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0.001). Ancak bu
anlamlilik plaga bagh gingivitis ve kronik periodontitis gruplari arasina belirgin olarak
gozlenmemistir (p>0.05).

SD degerlendirmesinde, ortalama cep derinligi kontrol grubunda 1.38+0.43 mm,
plaga bagl gingivitis grubunda 2.86+0.76 mm ve kronik periodontitis grubunda
3.96+0.95 mm olarak bulunmustur. Tablo 8’den de goriildiigii gibi en yiiksek ortalama
cep derinligi kronik periodontitis grubunda gozlenirken, en diislik ortalama cep derinligi
kontrol grubunda saptanmistir. Her {li¢ grup arasindaki cep derinligi farkliliklar
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.001).

KAS gruplar arasinda incelendiginde saglikli ve plaga bagli gingivitis
gruplarinda her hangi bir atagsman kayb1 gézlenmezken kronik periodontitis grubunda
4.64+1.10 mm’lik ortalama bir atagsman kaybi saptanmustir. Kronik periodontitiste
gozlenen bu atagsman kaybi1 diger iki grupla karsilastirildiginda, gruplar arasindaki

farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).



40

Tablo 8: Kontrol grubu, plaga baglh gingivitis ve kronik periodontitis grubu hastalarinin
baslangi¢ PI, Gi, SD ve KAS ortalama degerlerinin karsilastiriimalari

Klinik Saghkh Grup | Plagabagh Kronik P Degeri
Parametre (I.Grup) gingivitis periodontitis

(IL.Grup) (I11.Grup)
Pi 0.27+0.51% 2.30+0.441 2.51+0.381 P <0.001
Gi 0.15+0.07% 1.88+0.381 2.0840.431 P <0.001
SD 1.38+0.43% 2.8610.76% 3.961+0.951 P <0.001
KAS 0.00+0.00% 0.00£0.00% 4.64+1.101 P <0.001

> (.05 istatistiksel olarak dnemsiz

* <0.05 istatistiksel olarak onemli
** <0.01 istatistiksel olarak ¢ok 6nemli
*#%<0.001 istatistiksel olarak ileri diizeyde 6nemli

Laboratuar Bulgulan

Tablo 9’da saglikli, plaga bagli gingivitis ve kronik periodontitis gruplarinda
DOS numunelerinden elde edilen NO total miktarlarinin, NO konsantrasyon
degerlerinin ve TNF-a total miktarlarinin ortalamalar1 ve birbirleri ile karsilastirmalari
verilmigtir. Kontrol ve ¢alisma gruplarina dahil edilen bireylerin dis eti olugu sivilarinda
nitrat+nitrit ve TNF-o seviyeleri saptanabilir diizeylerde bulunmustur. Tablodan da
goriildiigii gibi DOS’taki ortalama NO total miktar1 saglikli grupta 20.77+2.65 uM,

plaga bagli gingivitis grubunda 18.61£3.22 uM ve kronik periodontitis grubunda

18.00+£3.16 uM olarak bulunmustur. Bu degerler her {i¢ grup arasinda
karsilagtirildiklarinda DOS NO total miktar1 kontrol grubu hastalarina gore plaga bagh
gingivitis ve kronik periodontitis hastalarinda daha diisiik olarak gozlenmistir. Bu
farklilik kontol grubu ile calisma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli iken
(p<0.05), plaga bagli gingivitis ve kronik periodontitis grubu arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). DOS NO konsantrasyon degerleri

bakimindan gruplar arasinda inceleme yapildiginda her {i¢ grubunda istatistiksel olarak

birbirinden farkli oldugu gozlenmistir (p<0.001). Soyleki ortalama DOS NO
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konsatrasyonu kontrol grubunda 98.05+73.55 uM/ul, plaga bagh gingivitis grubunda
34.84+13.65 uM/ul ve kronik periodontitis grubunda 21.00+6.01 pM/ul olarak
bulunmustur. DOS NO konsantrasyonu saghkli grupta yiiksek gozlenirken kronik
periodontitis grubunda diger gruplara nazaran daha diisiik degerlerde bulunmustur. Yani
DOS NO konsantrasyonu periodontal hastaligin siddeti ile azalmistir. Aksine ortalama
DOS TNF-a total miktar1 saglikli grupta 3.08+0.44 pg/6rnek, plaga bagl gingivitis
grubunda 3.51£0.37 pg/drnek ve kronik periodontitis grubunda 3.76+0.41 pg/6rnek
olarak bulunmustur. Bu verilere géore DOS TNF-a total miktar1 en diisiik kontrol
grubunda ve en yliksek kronik periodontitis grubunda tespit edilmistir. Bu farklilik da

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 9: Kontrol grubu , plaga bagli gingivitis ve kronik periodontitis grubu hastalarinin
baslangic DOS NO total miktari, NO konsantrasyon degerleri ve TNF-a total
miktarlarinin ortalama degerlerinin karsilastirilmalari

Saghkh Grup | Plaga bagh Kronik
DOS DEGERLERI (I.Grup) gingivitis periodontitis P Degeri
X+SD (II.Grup) (IIL.Grup)
X+SD X+SD
Total NO (nM) 20.77+ 2.65% | 18.61+ 3.22° | 18.00+3.16" p<0.05
NO Kons. 98.05+73.55% | 34.84+13.65" | 21.00+6.01" p<0.001
TotalTNFa(pg/ornek) | 3.08+ 0.44° | 3.51+ 0.37% | 3.76+0.41¢ p<0.05

Tablo 10°’da saglikli, plaga baglh gingivitis ve kronik periodontitis gruplarinda
tiikkriik numunelerinden elde edilen NO ve TNF-o miktarlarinin ortalamalart ve birbirleri
ile karsilastirmalar1 verilmistir. Tablodan da goriildiigii gibi tiikriikteki ortalama NO
miktar1 saglikli grupta 42.46+£36.20 uM, plaga bagh gingivitis grubunda 44.95+40.50
uM ve kronik periodontitis grubunda 53.00+43.48 uM olarak bulunmustur. Tablo

incelendiginde kronik periodontitisli grupta ortalama tiikrilk NO miktarinin diger iki
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gruba gore rakamsal olarak ortalama 10 pM oraninda arttif1 gézlenmistir. Bu degerler
her lic grup arasinda karsilagtirildiklarinda gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Yine tablodan da goriildiigi gibi tiikriikteki
ortalama TNF-a miktar1 saglikli grupta 93.42+132.2 pg, plaga bagl gingivitis grubunda
106.36£149.60 pg ve kronik periodontitis grubunda 95.62+160.2 pg olarak
bulunmustur. Bu degerler her li¢ grup arasinda karsilastirildiklarinda gruplar arasindaki

farkliliklar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur ( p>0.05 ).

Tablo 10: Kontrol grubu, plaga bagh gingivitis ve kronik periodontitis grubu
hastalariin baslangi¢ tiikrik NO ve TNF-a miktarlarinin ortalama degerlerinin
karsilagtirilmalari

Saghkh Grup Plaga bagh Kronik
TUKRUK (I.Grup) gingivitis periodontitis | P Degeri
DEGERLERI X+SD (I1.Grup) (I11.Grup)
X+SD X+SD
Total NO (uM) 42.46+36.20“ | 44.95+40.50“ | 53.00+43.48% | p>0.05
Total TNF-a(pg) 93.42+132.2% | 106.36+149.60% | 95.62+160.2 ¢ | p>0.05

Tiikriik ve DOS’taki NO ve TNF-a degerleri ile periodontal hastaliklarin klinik
parametreleri arasindaki iligkiyi gosteren korelasyon katsayilar1 ve istatistiki
degerlendirmeler tablo 11°de verilmistir.

Bu verilere gore DOS total NO degeri ile PI veGI arasinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan negatif korelasyonlar tespit edilmistir(R = -0.260 ve p= 0.055 ) ve (R =
-0.262 ve p= 0.053). Yine DOS total NO degeri ile SD (R = -0.252 ve P= 0.064) ve
KAS (R =-0.226 ve P= 0.070) degerleri arasinda tespit edilen negatif korelesyonlarin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
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DOS NO konsantrasyon degerleri ile tiim klinik parametreler arasinda tespit
edilen negatif korelasyonlar istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bulunmustur
(p<0.001).

DOS total TNF-a degerleri ile tiim klinik parametreler arasinda tespit edilen
korelasyonlarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir ( p>0.05 ).

Yine tiikritk NO ve TNF-a degerleri ile tlim klinik parametreler arasinda tespit

edilen korelasyonlarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir ( p>0.05 ).

Tablo 11: Tikriik ve DOS’taki NO ve TNF-a degerleri ile periodontal hastaliklarin
klinik parametreleri arasindaki iliskiyi gosteren korelasyon katsayilari ve istatistiki
degerlendirmeleri

Incelenen Pi Gi SD KAS
molekiiller R P R P R P R P
DOS total NO | -0.260 0.055 | -0.262 0.053 |-0.252 0.064 |-0.246 0.070
DOS kons. NO | -0.669" 0.001 | -0.742""" 0.001 | -0.665  0.001 |-0.662""" 0.001
DOS total 0.065 0.637 | 0.096 0.486 | 0.039 0.777 | 0.225 0.072
TNF-a

Tiikriik NO -0.102  0.500 |-0.054 0.720 |-0.019 0.903 | 0.032 0.834
Tiikriik TNF-a. | 0.181 0.240 | 0.156 0312 | 0209 0.173 | 0.088 0.572

Tiikriik ve DOS’taki NO ve TNF-a degerlerinin birbirleri ile iligskisini gosteren
korelasyon katsayilar1 ve istatistiki degerlendirmeler tablo 12’de verilmistir. Bu verilere
gore DOS total NO degeri ile DOS NO konsantrasyon degeri arasinda istatistiksel
olarak anlamli olan belirgin bir pozitif korelasyon tespit edilmistir (R = 0.485 ve p=
0.000 ). Ve yine tiikriik NO degeri ile tiikriik TNF-a degeri arasinda istatistiksel olarak

anlamli olan belirgin bir pozitif korelasyon tespit edilmistir (R = 0.409 ve p=0.006 ).
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Bunlarin disindaki tim NO ve TNF-o degerleri arasinda tespit edilen

korelasyonlarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir ( p>0.05 ).

Tablo 12: Tikrik ve DOS’taki

gosteren korelasyon katsayilar1 ve istatistiki degerlendirmeleri

NO ve TNF-a degerlerinin birbirleri ile iligkisini

DOS total NO | DOS  Kons | DOS Total | Tiikriik NO | Tiikriik
Degeri NO TNF-a TNF-a
R P |R P IR PR PR P
DOS total _ 0.4850.001 | -0.127 0.355 | 0.014 0.928 | -0.252 0.098
NO
DOS _ _ -0.097 0.482 | -0.002 0.990 | -0.208 0.175
Kons NO
DOS _ _ _ 0.221 0.140 | 0.073 0.637
Total
TNF-a
Tiikriik B B _ B 0.409°0.006
NO
Tiikriik _ _ _ _ _
TNF-a

Tablo 13°de kontrol grubu, plaga bagli gingivitis ve kronik periodontitis grubu

hastalarindan elde edilereck NO ve TNF-a tiiplerine yerlestirilen ortalama DOS

hacimlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi verilmistir. NO tlipiindeki ortalama DOS

miktar1 saglikli grupta 0.31£0.17 pl, plaga bagh gingivitis grubunda 0.61+£0.23 ul ve

kronik periodontitis grubunda 0.89+0.19 pl olarak bulunmustur. Benzer sekilde TNF-a

tiiptindeki ortalama DOS miktar1 saglikli grupta 0.25+0.17 ul, plaga bagh gingivitis

grubunda 0.76+0.32 pl ve kronik periodontitis grubunda 0.78+0.27 ul olarak

bulunmustur.

Tablodan da anlasilacagi gibi gibi hastalarimizdan elde edilen DOS miktarlari

kontrol grubunda en diisiik olacak sekilde hastaligin siddeti ile dogru orantili bir artis
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gostermistir. Ve gruplar arasindaki ortalama DOS miktarlar1 bakimindan mevcut

farkliliklar istataistiksel agidan ileri derecede 6nemli bulunmustur (p< 0.001).

Tablo 13: Kontrol grubu, plaga bagh gingivitis ve kronik periodontitis grubu
hastalarindan elde edilerek NO ve TNF-a tiiplerine yerlestirilen ortalama DOS

hacimlerinin gruplar aras1 karsilagtirilmasi

Saghkh Grup | Plaga bagh Kronik
DOS hacimleri (I.Grup) gingivitis periodontitis P Degeri
X+SD (II.Grup) (IIL.Grup)
X+SD X+SD
NO tiipiindeki 0.3140.17% | 0.61+0.23% | 0.89+0.19* 0.001"**
DOS hacmi (ul)
TNF tiipiindeki 0.25+0.17% | 0.76+0.32% | 0.78+0.27" 0.001"*

DOS hacmi(ul)
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TARTISMA

Periodontal hastaliklar i¢in ana etyolojik faktér mikrobiyal dental plak olmasina
ragmen, periodontal dokularda yikima yol agan etken mikrobiyal dental plaktaki
patojen bakteriler ve konak doku savunma mekanizmasi arasindaki karmagik
etkilesimdir. Bakterilerin direk patolojik etkilerine ilaveten periodontal dokulardaki
yikim biiyiik 6l¢lide bakteri konak etkilesiminin neden oldugu indirek mekanizmalar
yoluyla gerceklesir. Giinlimiizde periodontal hastaliklarin  fizyopatolojisi  ve
etyopatolojisine yonelik ¢alismalar yerini periodontal hastaliklarin patogenezinde rol
oynayan indirek mekanizmalarin anlasilmasina birakmustir.” Sondalama derinligi,
atagman seviyesi, sondalamada kanama, plak indeksi, alveoler kemik kaybinin
radyografik ol¢iimii gibi klinik parametreler periodontal hastalifin siddeti hakkinda
yeterli bilgiyi saglarken hastalik aktivitesinin Slgiilmesinde kullamlamazlar.”
Periodontal tanida sert doku kaybinin heniiz ortaya ¢ikmadigi durumlarda ya da var
olan kaybin zaman icindeki degisiminin tam izlenemedigi durumlarda, laboratuar
metodlart ile konak doku cevabinin analiz edilmesi gereksinimi vardir.® Bu gereksinim
DOS ve tiikriik gibi oral biyolojik sivilarda periodontal hastaliklarin biyokimyasal ve
immiinolojik belirtilerinin arastirilmasi zorunlulugunu ortaya koymustur.

Son zamanlarda, cesitli iltihabi sitokinlerin ve bir grup reaktif radikallerin
periodontal hastaliklarin patogenezindeki rollerini arastiran ¢aligmalarin sayisinda artis
vardir. Klinik olarak hastaligin ortaya ¢ikmasindan 6nce TNF’nin bolgede var oldugunu
ve periodontal hastalik i¢in uygun bir belirti olabilecegi vurgulanmistir.”” Diger yandan
periodontal patolojilerde digeti dokusunda agiga ¢ikan NO’in de aralarinda bulundugu

reaktif radikallerin ¢esitli mekanizmalar vasitasi ile periodontal dokularda hasara neden
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olabilecekleri 6ng6riilmiistiir.46 Bu arastirmada, periodontal hastaliklarin baslamasinda
ve ilerlemesinde 6nemli roller oynadigi belirtilen ROS tiirlerinden NO ve iltihabi bir
sitokin olan TNF-o’nin DOS ve tiikriik 6rneklerindeki seviyelerinin saptanmasi ve bu
seviyelerin birbirleri ile ve periodontal hastalifin klinik parametreleri ile olasi
iliskilerinin arastirilmas1 amaglandi.

Bu amag¢ dogrultusunda, periodontal olarak saglikli 15, plaga bagh gingivitisli
20 ve kronik periodontitisli 20 bireyden DOS ve tiikriik 6rnekleri toplandi. Caligmaya
katilan bireylerin sistemik olarak saglikli olmalarina ve sigara, alkol gibi zararl
maddeler kullanmiyor olmalarina dikkat edilerek, DOS ve tiikriikte tespit edilebilecek
olan miktarlarin bu faktorlerden etkileniyor olma ihtimali elimine edildi.

Bu tez ¢alismasinda DOS ve tiikriik analizleri tercih edildi. Daha 6nce yapilan
caligmalarin tiikriik ve DOS gibi biyolojik sivilarda iltthabi mediatér seviyelerinin
tespitinin  periodontal hastalik  aktivitesinin  glizel bir gdstergesi oldugu
vurgulanmigtir. &' 53707880 Ayrica tiikrik ve DOS’taki biyokimyasal molekiillerin
periodontal doku yikiminin ve hastalifin prognozunun iyi bir yansimasi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Oyleki son yillarda kimyasal esash diagnostik testler ile yapilan
tiikkriik ve DOS ¢alismalar1 giincellik kazanmustir.”®

Litaretiirde DOS’ta NO seviyesinin aragtirildigi calismaya rastlanamadi. Fakat
daha dnce Shimauchi ve arkadaslarmin® kok kanali igerisine yerlestirdikleri kurutma
kagitlart ile elde ettikleri insan periapikal sivilarinda IL-8 ve NO seviyelerini
saptayabilmeleri, kagit seritlerle toplanan DOS’ta NO seviyesinin saptanabilacegi
fikrini uyandirdi. Ancak kagit seritlerle DOS toplanmasi esnasinda kontaminasyon ve
ornekleme zamani gibi problemlerin varligir bilinmektedir. Bu problemlerin elimine

edilmesi amaciyla; bu c¢aligmada kontamine oldugundan siiphenelinen Ornekler
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tekrarland1 ve daha once yapilan g¢alismalarin ¢ogunlugunda oldugu gibi 6rnekleme
stiresi 30 saniye olarak belirlendi. Elde edilen DOS’un hacminin saptanmasi énemli bir
zorunluluktur. Zira siklikla toplanan hacim 1ul’den kiigiiktiir ve bu kii¢liik hacimlerin
saptanmasida buharlasma 6nemli bir problem haline gelmektedir. Bu amagla tiretilmis
peritron ve hazirlanan kalibrasyon egrileri en az hata ile hacmin saptanmasina katkida
bulunmaktadir.'® Tikrik numuneleri ise bireylerden giiniin ayni zamaninda
uyarilmamis karma tiikriikk oOrnekleri olarak toplandi. Boylece tiikriik igerisinde
miktarlarinin saptanmasi planlanan molekiillerin tiikrikk seviyelerinin seyrelmesi
onlendi.

DOS’ta TNF-a degerlendirmesi ise genellikle bu amagla hazirlanmig ELISA
kitleri ile yapilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda da TNF-a degerlendirmesi i¢in bir mikro
ELISA kit kullanildi. Tim ¢alisma boyunca, Orneklerin toplanmasindan son
degerlendirilmesine ve verilerin yorumlanmasina kadar calisilan konunun 6nemi ve
numunenin miktarsal azlig1 sebebi ile yanilma payini en aza indirmek i¢in ¢ok biiylik
hassasiyet ve titizlikle calisildi. Filtre kagit seritlerle DOS oOrneklemesi yapiliginda
tiikkriik kontaminasyonu potansiyel bir problem halini alir ve sitokin konsantrasyonuna
dair sonuglari etkileyebilir. Bu sebeple ¢alismamizda gruplar arasinda sitokin seviyeleri
karsilastirirken, grup i¢inde sitokin seviye degisiklikler belirlenirken ve klinik
parametrelerle sitokin seviyesi arasindaki iliskiyi degerlendirirken sitokinin total miktari
ele alind1 ve degerlendirildi.

Yaptigimiz bu calismanin sonucunda saglikli bireylere gore gingivitisli ve
periodontitisli bireylerde DOS miktarinin artigin1 ve bu artisin da hastaligin siddeti ile

dogru orantili oldugu tespit edildi. Periodontal hastaliklardaki DOS’un miktarsal
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artisina dair bulgumuz ¢esitli litaretliirde yer alan ve dogrulugu artik herkes tarafindan
benimsenmis pek ¢ok bulgu ile uyumludur. *****

Litaretiirde kardiovaskiiler, norolojik ve immiin fonksiyonlara sahip hiicreler
aras1 Onemli bir molekiil olan NO’in DOS seviyesinin arastirildigr caligmaya
rastlanmadi. Ancak daha Once yapilan bazi ¢alismalar periodontitisli bireylerin diseti
dokusunda PNL’lerden yiiksek miktarda NO salgilandigini gostermektedir.**® Hirose
ve arkadaslar®, saglikli bireylere gore periodontitisli hastalarin diseti dokusunda iNOS
saliniminin 6nemli derecede daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Buna gore iNOS yolu
ile PNL ve makrofajlar tarafindan NO {iretiminin periodontal lezyonlarda artmasi ve bu
durumun da periodontitisin ilerlemesi ile sonu¢lanmasi olasidir. Batista ve arkadaglar®
ise yaptiklar1 bir ¢calismada insan periodontal hastaliklarinda NO varligim1 karakterize
etmek i¢in, saglikli, plaga bagli gingivitisli ve kronik periodontitisli hastalarda iNOS
pozitif hiicre sayilarim1 degerlendirmislerdir. Arastirmacilar sagliklt gruba gore
gingivitisli ve kronik periodontitisli hastalarda iNOS positif hiicre sayilarin1 énemli
derecede daha yiiksek bulmuslardir.”® Diger yandan periodontal hastalikli bireylerin
diseti dokusunda NO’in yanisira siiperoksit (O;) gibi diger reaktif radikallerinde
saliniminin arttigina dair giiclii deliller neveuttur.** Bizim ¢alismamizda DOS total NO
seviyeleri kontrol grubu ile hastalikli grup arasinda farkli iken, hastalikli gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermiyordu. Ancak periodontal
hastalikli gruplarda DOS miktarindaki artis goz Oniine alinarak elde edilen DOS NO
konsantrasyon seviyelerinin plaga bagli gingivitis ve kronik periodontitisli hastalarin
olusturdugu guruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
diisik oldugu goriildi. Diger yandan DOS NO o6l¢lim sonuglarimiz, DOS NO

konsantrasyon seviyeleri ve DOS total NO seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
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anlaml pozitif bir korelasyon oldugunu gosterdi. Yine periodontal hastalikli bireylerde
tespit edilen DOS total NO seviyelerinin Gi, PI, PD ve KAS gibi klinik parametrelerle
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon gézlenmezken DOS NO
konsantrasyon seviyelerinin Gi, PI, PD ve KAS gibi klinik parametrelerle arasinda
istatistiksel olarak ileri derecede anlamli negatif korelasyonlar goriildii. Litaretiirde
bizim ¢alismamizin bu bulgusunu tartisabilecegimiz baska calismalar bulunmamaktadir.
Ancak daha once periodontal hastalikli bireylerin diseti dokusunda NO saliniminin
arttigin1 gosteren ¢aligmalarla bizim ¢alismamizin bu bulgusu tartisildiginda periodontal
hastalikli bireylerin diseti dokusunda artan NO saliniminin DOS’a yansimadigi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle peridontitisli bireylerin diseti dokusunda NO ile birlikte
NO’e yiiksek affinitesi olan O, ‘in de yiiksek seviyede salimiminin olmasi doku
igcerisinde NO’in O; ile reaksiyona girerek her iki reaktif radikaldende daha fazla reaktif
olan peroksinitrite (ONOQO") doniistiigii ve bu sebeble artmis NO salinnminin DOS’a
yansimadigr fikrini uyandirmaktatir. Bu nedenle periodontitisli bireylerin diseti
dokusunda NO salmiminin artmasina ragmen bu artisin DOS NO seviyesine
yansimamasi karmasik yikim mekanizmalarinin devam ettiginin gdstergesi olabilir.

Bu c¢alismada tiikriik NO seviyelerinin incelenmesinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi. Litaretiirde tiikriik NO seviyeleri ve
periodontal hastaliklar arasindaki iligkiyi aragtiran c¢alismalarin bulgulart birbirleriyle
uyumlu degildir. Aurer’® ve arkadaslari, ayni bireylerden farkli zaman peryotlarinda ve
yiiksek NO,  (nitrit ) iceren diyeti takiben alinan tiikrik numunelerinde NO;
konsantrasyonlart arasinda oOnemli istatistiksel farkliliklar bulmamislardir. Bu
arastiricilar  ¢alismalarinda NO,  miktarlari manuel Griess reaksiyonu yontemi

kullanilarak tespit edilmistir. Yine ayni ¢alismada hizli ilerleyen periodontitis ve adult
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periodontitisli bireyler saglikli bireylere gore 6nemli derecede daha diisiik tiikriik NO,
konsantrasyonlar1 gostermislerdir.”> Akapov ve Kankanian®', periodontal agidan saglikli
bireylerin tiikriiklerinin PNL’lerde NO sentezini stimiile ederken gingivitisli ve
periodontitisli hastalarin tiikriiklerinin PNL’lerde NO sentezini uyarmadiklarin1 hatta
baskiladiklarini rapor etmislerdir. Ayrica, periodontitisli hastalarin DOS ve kanlarinda
bulunan PNL’lerin saglikli bireylerin PNL’lerinin aksine kiiltiire edilmis fibroblastlarda
NO-induced cGMP birikimini inhibe ettigi rapor edilmistir.®’ Bu iki calismanin
bulgularina karsit olarak Chen ve arkadaslar1® ise 23 adult periodontitisli ve 27 saglikli
bireylerden elde edilen tiikriik 6rneklerinde manuel Gries reaksiyonu yontemi ile NO
seviyelerini degerlendirmisler ve saglikli bireylere gore periodontitisli bireylerin tiikriik
orneklerinde NO miktarinin énemli derecede daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu
arastiricilar klinik atagsman kaybi ile artmug tiikriik NO seviyeleri arasinda ve SD ile
artmis tiikriik NO seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski oldugunu rapor
etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda tiikrilk NO seviyelerinin incelenmesinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi. Caligmamizin bu bulgusu daha
once yapilan ve bulgular1 birbirleri ile uyumlu olmayan calismalarin hi¢ birisinin
bulgular1 ile uyumlu degildi. Bu nedenle bu ¢alismanin bulgular ile diger ¢aligmalarin
bulgular1 arasindaki farkliligi tiikriigiin olduk¢a karmagik bir yapisinin olmasina ve
tiikriik NO seviyelerinin pek cok faktor tarafindan etkileniyor olmasina baglayabiliriz.
Her ne kadar tiikriikk elde edilmesi son derece kolay bir materyal olsada tiikriigiin
miktari, akis hizi ve igerigi bilinen ve heniiz bilinmeyen bir¢ok faktoriin etkisi
altindadir. Ustelik tiikriigiin igeriginde yer alan ve tiikriik bezlerinde gergeklesen oral
NO iiretimi, néral mekanizmanin kontrolii altindadir. Hem santral hem de periferal

noral aktiviteler bu tiretimi etkilerler. Tiikriik NO’i en az dort kaynaktan gelebilir; sinir
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sonlanmalari, tiikriik bezlerinin sekratuar hiicreleri, tiikriik bezlerinin endotelyal
hiicreleri ve oral bakterilere reaksiyon esnasinda makrofajlarca salgilanabilir. Ayrica
beslenme aliskanliklarida tiikriigiin igeriginde yer alan NO gibi iiretimi bir¢ok
kaynaktan kontrol edilen molekiillerin seviyelerindeki degisimleri kompanse edebilecek
onemli bir faktérdiir. Bu durumda periodontal agidan antimikrobiyal 6zelligi son derece
onemli olan tiikriik NO seviyelerinin anlik 6l¢timii saglikli sonuglar vermeyebilir.

Bizim caligmamizda DOS TNF-a total seviyesi en yiiksek kronik periodontitis
grubunda, en diisiik olarak ise kontrol grubunda bulundu. TNF-&’ninda aralarinda
bulundugu iltihabi sitokinlerin periodontal dokularda seviyelerinin artmasi periodontal
doku yikiminda direk ve indirek olarak énemli rol oynar. Son zamanlarda, sitokinlerin
kronik periodontal hastaliklarin patogenezi iizerindeki rollerinin arastirilmasina biiytik
ilgi vardir. Periodontal hastalikli bireylerde DOS TNF-& seviyelerinin periodontal
hastalik belirtisi olabileceginin rapor edildigi ilk ¢calisma 1990 yilinda Rossomondo ve
arkadaslar’’ tarafindan yapilmistir. Arastiricilar s1g cep olan bolgelerde de TNF-o’ya
rastladilar ve bu sebeple TNF’nin klinik olarak hastaligin ortaya ¢ikmasindan Once
bolgede var oldugunu ve periodontal hastalik i¢in uygun bir belirti olabilecegini rapor
ettiler. Gamonal ve arkadaslar®® 15 kronik periodontitisli ve 8 periodontal olarak
saglikli bireyde yaptiklar1 calismada, periodontitisli grupta DOS TNF-a total
seviyelerini kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir. Erdemir ve arkadaslar1'®, periodontitis icin major bir ¢evresel risk faktorii
olan sigara kullaniminin DOS TNF-a seviyeleri iizerine olan etkilerini arastirmislardir.
Arastirmacilar sigara kullaniminin DOS TNF-a seviyelerini etkilemedigini ve
periodontitisli hastalarda inisiyal tedaviyi takip eden 6 ayda DOS TNF-a diizeyinin

azaldigin1 rapor etmislerdir. Ayrica arastirmacilar hem sigara kullanan hem de
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kullanmayan bireylerde periodontal hastaligin klinik parametreleri ile DOS TNF-a total
miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptayamamuislardir.
Son olarak Kurtis ve arkadaslari® 2005 yilinda 25 kronik periodontitisli, 20 agressive
periodontitisli ve 20 periodontal olarak saglikli bireyden aldiklar1t DOS 6rneklerinde
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) ve TNF-4& seviyelerini arastirmiglardir.
Bu arastiricilar kronik periodontitisli grup ve agressive periodontitisli grup arasinda
DOS TNF-a total seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedigini
belirtmislerdir. Ayni1 arastirmada hem kronik periodontitisli grupta hemde agressive
periodontitisli grupta DOS TNF-é& total seviyelerinin kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu rapor edilmistir. Arastiricilar kronik
periodontitisli grupta DOS TNF-& total seviyeleri ile klinik parametreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif bir korelasyon tespit etmislerdir. Daha Once
bahsettigimiz gibi bizim calismamizda DOS TNF-a total seviyesi en yiiksek kronik
periodontitis grubunda, en diisiik olarak ise kontrol grubunda bulundu. Bu bulgumuz
bizden once yapilan ¢alismalarin bulgular1 ile uyumludur. Ancak bu ¢alismada DOS
TNF-a total seviyeleri ile klinik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
bir korelasyon tespit edilemedi. Bu bulgumuz Erdemir ve arkadaslarinin bulgusu ile
uyumlu iken Kurtis ve arkadaslarinin bulgusu ile uyumlu degildi. Calismamizin DOS
TNF-a total seviyeleri ile ilgili bulgulart DOS TNF-a total seviyesinin periodontal
hastaliklarin siddeti ile iligkili olmadigin1 ancak periodontal hastaliklarda iltihap ile
diseti dokusunda artan TNF-a seviyesinin DOS’a yansidigini1 gostermektedir.

Bizim ¢alismamizda tiikritk TNF-a seviyesi en yliksek plaga bagli gingivitis grubunda,
en diisiik olarak ise kronik periodontitis grubunda bulunmasina ragmen bu istatistiksel

olarak anlamli degildi.. Ne yazikki litaretiirde periodontal hastaliklarda tiikriik TNF-d&
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seviyelerinin arastirildig1 bir ¢alismaya rastlanilmadi. Dolayisiyla literatiirlerle genis
olarak tartisma olanagi bulamadigimiz bulgumuzu ancak gruplar arasinda mukayese
edilerek bir sonuca varmaya calistik. Calismamizda tiikriik TNF-a seviyeleri gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedigi gibi tiikriik TNF-a seviyeleri
ile klinik parametreler arasinda da korelasyon tespit edilmedi. Bununla beraber, tiikriik
TNF-& seviyeleri ve tiikriik NO seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon tespit edildi. Bu genel patolojide NO ve TNF-a salinimi arasinda pozitif bir
iliski ve denge oldugu bildiren ¢alismalar1 destekler niteliktedir™>""®

Tiikrik ve DOS gibi oral biyolojik sivilarda periodontal hastaliklarin ana etkeni
olan mikrobiyal dental plaga karsi gelisen konak doku cevabiminin gostergelerinin
aragtirilmas1 hastalik aktivasyonu ve prognozu agisinadan Onemlidir. Bizim
calismamizda diseti dokusunda periodontal hastalik gostergesi olarak bilinen artmis NO
ve TNF-& salimiminin tiikriikk ve DOS’a yansiyip yansimadigi arastirildi. Diger yandan
NO ve TNF-&’nin tiikrik ve DOS seviyelerinin periodontal hastaliklarin klinik
parametreleri ile iligkili olup olmadig1 ve periodontal hastalik gostergesi olarak
kullanilip  kullanilamayacagi tartisildi.  Litaretiirde bulgularimizin = bir  kismini
tartisabilecegimiz ¢alismalara rastlanmazken bulgularimiz diger kismi ise sinirli sayida
caligmalarla tartisildi. Dolayisiyla bu konuya 151k tutabilecek ileriki caligmalarin

yapilmasinin yararli ve gerekli oldugu kanaatindeyiz.
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SONUCLAR

1. Periodontal hastaliklar i¢cin ana etiyolojik faktor mikrobiyal dental plaktir ve
mikrobiyal dental plagin bakteriyal iceriginin patojenitesi arttikca konak doku cevabi
karmasik mekanizmalar vasitasi ile doku yikimina neden olur.

2. Periodontal hastaliklarin siddeti arttik¢a disetinin ektraselliiler sivisi olan DOS’un
miktar1 da artmaktadir.

3. Periodontal hastaligin siddeti arttikca diseti dokusunda salinimi artigr bildirilen
NO’in, DOS total miktar1 ve DOS konsantrasyonu azalmaktadir. Bu bulgular
periodontal hastalikli bireylerin diseti dokusunda NO salimimindaki artisin DOS’a
yansimadigini gostermektedir.

4. Periodontal hastalikli bireylerin diseti dokusunda konak savunma hiicrelerinin
sayisinin ve aktivasyonunun artmasina bagli olarak NO gibi reaktif oksijen tiirlerinin
saliniminda artis meydana geldigi bildirilmis olmasina ragmen DOS NO konsantrasyon
seviyesinin azalmasit NO’in yiiksek affinite duydugu O, ile reaksiyona girmis
olabilecegi ve her iki reaktif radikaldende daha fazla reaktif olan peroksinitrite (ONOO"
) doniigmiis olabilecegi diisiiniilebilir.

5. Periodontal hastaligin siddeti arttikca, DOS total TNF-o miktar1 artmaktadir. Bu
bulgu periodontal hastalikli bireylerin diseti dokusunda TNF-& salinimindaki artigin
DOS’a yansidigini gostermektedir.

6. Bu calismada aralarinda yer aldig1 bir grup ¢alismanin tiikriik NO seviyesine iligkin
bulgularinin birbirleriyle ¢elisiyor olmasi tiikriigiin olduk¢a karmasik bir yapisinin
olmasina ve tiikriik NO seviyelerinin pek c¢ok faktor tarafindan etkilenebilmesine

baglanabilir.
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7. Tiikriikk TNF-é seviyeleri ve tiikriik NO seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir pozitif korelasyon tespit edilmesi genel patolojide NO ve TNF-& salinimi arasinda

pozitif bir iliski oldugu goriisiinii desteklemektedir.
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