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OzET

Giris: Agresif periodontal hastaliklar (AP); heterojen
hastaliklar grubuna giren, erken baslangic ve degisik
periodontal yikimlarla farkli karakteristik 6zellikler
gosteren bir hastaliktir. Hastaligin ilerlemesinde pato-
jenik bakteriler, primer etyolojik ajanlar olarak bilinse
de, kisilerin genetik ve cevresel risk faktorlerine bagh
olarak etkilenmeleri de cok énemli bir unsurdur. Ag-
resif periodontitis vakalarinda aileden gelen bir veya
birden fazla genin hastaliktan sorumlu olabilecegi dii-
stiniilmektedir.

Amag: AP’ nin bir 6zelligi olan kemik kaybi, hastalik
varliginda kemik hemostazi parametreleri ile Vitamin
D reseptér (VDR) genindeki polimorfizimlerin birlikte
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Calisma-
mizda AP ile VDR genindeki Apa I ve Taq I polimor-
fizmlerinin birlikteliginin arastirilmasi amaclanmustir.
Gerec ve Yontem: 46 tane agresif periodontitis has-
tas1 ve 49 tane saghkli kontrol grubundan olusturul-
mustur. VDR gen bélgesi PCR (Polimeraz zincir re-
aksiyonu) yontemi cogaltihp, genotipler PCR-RFLP
(restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi) yéntemi ile
saptanmuistir.

Sonug: kontrol grubu ve LAP hasta grubu arasinda
genotip dagilimi veya allel sikligi arasinda anlamh bir
fark saptanmamustir (p>0.05).
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ABSTRACT

Objectives: Aggresive periodontal diseases (AP) are
a heterogeneous group of diseases, sharing several
characteristics including aggresive and severe perio-
dontal destruction. Although periodontopathogenic
bacteria are primary etiologic agents in the disease
process, affected individuals suggest genetic factors
also are important.

Aim: Both genetic and environmental risk factors
are important in AP. Genetic polymorphisms in the
Vitamin D receptor (VDR) gene are associated with
parameters of bone homeostasis and with diseases
in which bone loss is one feature of AP. There for,
to determine whether AP is associated with a poly-
morphism in the VDR gene. In this study, we aimed
to investigate the relationship between AP and Apa I,
Taq I polymorphisms of the VDR gene.

Materials and Methods: 46 cases of early onset
periodontitis patients and 49 healthy controls were
recruited. VDR gene is amplified by using PCR
(Polymerase chain reaction) technology. Genotypes
are determined by PCR-RFLP (Restriction fragment
length polymorphism) method.

Conclusion: There was no significant difference in
the genotype distribution or the allel frequencies
between the control samples and the L-EOP patient
group (p>0.05).

KEYWORDS

Aggresive, Periodontal disease, Periodontitis,
Gene polymorphism, vitamin D receptor.
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GiRIS

Agresif Periodontal hastaliklar (Localized
Aggresive Periodontal=LAP), belirli patojenik
faktorlerle birlikte ortaya cikan enflamatuar 6zel-
likte, genc ya da yetiskinligin erken dénemlerinde
goriilen lokalize veya generalize alveolar kemik
kaybwyla karakterizedir!. LAP’ nin etyolojisinde;
eksojen faktorler, partikiiler periodontal bakteri
ve genetik faktorler yer alir?. LAP’ de spesifik
periodontal bakterilerin varhg: bilinmekte ancak
bu bakteri {iriinlerinin kronik yetiskin periodon-
tal hastaliklardaki ilerlemenin yavashgi, LAP
lizerinde genetik faktérlerin de giiclii bir etkisi ol-
dugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle LAP {ize-
rindeki genetik etkilerin roliiniin aciklanabilmesi
ve hastahigin etyolojisinin anlasilabilmesi i¢in bu
alanda arastirmalar baslatilmistir.

Kemik hemostazini kodlayan genlerdeki
gen polimorfizimleri ile kemik mineral densitesi
(BMD) &lciim degerleri ve kemik metabolizma-
sindaki diizensizlikler arasinda bir baglant1 oldu-
gu sonucuna varilmistir*4, BMD’ yi saptamak i¢in
VDR genotipi ve osteokalsin seviyeleri arasinda-
ki iliskiyi gérmek acisindan VDR’ nin 3’ bélgesin-
deki polimorfizmler arastirilmistir. Sonug¢ olarak
alveolar kemik kaybinin AP’ nin kardinal belirtisi
oldugu ve enflamatuar periodontal hastaliklar
icin bir risk faktorii olusturdugu saptanmustir®.
VDR, Vitamin D’ nin hormonal fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde aracilik eden ve Vitamin D’ nin
akiskanhgim saglayan gendir®. Bu nedenle de
kemik hemostazinin ve kalsiyum metabolizmasi-
nin saglanmasinda temel rol oynar. VDR, ayrica
Vitamin D’ nin bir diger gorevi olan monosit de-
gisiminin saglanmasinda da aracilik yapar’. VDR
molekiiliinde meydana gelen degisiklikler, hiicre
ve doku hemostazinin diizenlenmesinde kritik de-
gerler olusturarak aksamalara neden olabilir®”.

VDR geni, kromozom 12’ de yerlesik olup 8
intron ve 9 eksondan olusmaktadir. VDR geni
lizerindeki calismalarda proteine cevrimlenme-
yen 3’ bolgesinde (UTR =untranslated region)
polimorfizmler bildirilmistir®. Apa I ve Taq I res-
triksiyon enzimleri ile karakterize edilmistir. Apa

[ ve Taq I ekson 9’ da yer almaktadir. Bolgelere
adini veren restriksiyon enzimleri ile polimorfizm
analizi yapilmstir. Taq I polimorfizmi kodon 352
de (ATT/ATC) T-C niikleotid degisimine, Apa I
polimorfizmi ise kodon 358’ de (CAG/TAG) C-T
niikleotid degisimine neden olmaktadir®.

AMAC

VDR geni tizerindeki ¢alismalarda ekson 9’
daki Apa I polimorfizminin gériilme sikhigi ile il-
gili olarak LAP hastalarinda heniiz herhangi bir
arastirma yapilmamistir.Bu nedenle

calismamizda, agresif periodontitis hastala-
rinda ve saglkh bireylerde VDR Apa [ ve Taq [
gen polimorfizmlerinin genotipinin gériilme sik-
liginin ve etkisinin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Oral Diagnoz ve Radyoloji Anabilim ve Perio-
dontoloji Anabilim Dalina basvuran agresif pe-
riodontitis teshisi koyulmus veya daha 6éncesinde
LAP hikayesi bulunan ve herhangi bir sistemik
hastaligi bulunmayan 14-29 yas gubu arasindaki
kisilerden cinsiyet farki gézetmeksizin, 46 hasta
ve 49 kontrol grubu, etik kurul onay1 (A.U Dis
Hekimligi fakiiltesi Arastirma Etik kurul kararlari,
21.03.2001, toplant: sayis1:3) alinarak calismaya
dahil edildi.

Hasta grubu: Lokalize olarak periodontal ke-
mik kaybi bulunan ve yalmzca birinci molarlar,
ikinci molarlar ve kesiciler bdlgesinde ve dislerin
birbirine bitisik olan yiizeylerini de iceren en az
3mm’ lik kemik kayiplarinin oldugu hastalarda,
mine-sement hududundan cep tabanina kadar
olan bolge kalibreli periodontal sond kullanila-
rak 6 ayri yiizeyden olcim yapildi ve atacman
kaybi tespit edildi. Bleeding and probing (BOP)
( sondlamada kanama) kontrolii yapildi ve Kklinik
bulgular radyograflarla desteklendi. Radyografla-
1, sekil 1A, 1B, 1C ve 1D’ de verilmistir.

PCR-RFLP yoéntemi: Calisma grubuna da-
hil edilen hasta grubu ve saglikli kontrollerden
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SEKIL 1

Lokalize olarak periodontal kemik kaybi bulunan klinik
bulgularin radyografik goriintiileri
A-Ozellikle kesici dis bolgesiyle, birinci biiyiik azi disleri
etrafindaki alveol kemik kaybt
B-22 yasinda bir hastada alt-iist kesiciler bélgesi ve 1. molarlar
bélgesinde alveol kemik kaybi. C-Alt ve iist birinci ve ikinci
molar disler bélgesinde tek ve ¢ift yonlii kemik kayiplar
D- Alt anterior ve alt- iist molarlar bolgesinde vertikal kemik
kayiplari

0.5M EDTA'l1 tiiplere 5cc kan drnekleri alinarak
—20°C’ de saklandi. Genomik DNA saflastirilma-
s1, MoBio UltraClean DNA BloodSpin Kit (CLP,
ABD) kullanilarak yapildi. PCR amplifikasyon
icin 1.5mM MgCl, (DNAmp, Ingiltere), 100puM
dNTP (DNAmp, Ingiltere), 50 pmol/ul her pri-
merden (Tibmolbiol, Almanya) 5’CAGAGCAT-
GGACAGGGAGCAA3 ve 5CGAGCACAA-
GGGGCGTTAGCS3’, 1.0U/ul Tag DNA polime-
raz enzimi (DNAmp, Ingiltere) ve PCR tamponu
(10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, %0.1 Tri-
ton-X 100) kullanildi. Amplifikasyonlar, 94°C’de
5 dakika denattirasyonu takiben 94°C’de 30 sa-
niye, 68°C’de 1.5 dakika basamaklarindan olu-
san 35 dongti ve son olarak 5 dakika 72°C’de
tutularak gerceklestirildi. Amplifikasyon {iriinleri
%2’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra UV tran-
suliminator altinda 496 baz cifti (bc) biiyiikliigiine
denk gelen bant aranarak analiz edildi.

Apa [ polimorfizminin oldugu 46084. niikle-
otitte kesim noktasi Apa I restriksiyon enziminin
kesim noktasi mevcuttur. Sitozin’ den (C) Timin’
e (T) bir niikleotid degisimi olmasi halinde Apa I
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enziminin kesim noktasi ortadan kalkmaktadir.
Apa | genotipini belirlemek {izere, amplifikas-
yon Uriinleri 10 {inite/ul Apa I (5’GGGCC/C3’)
restriksiyon enzimi ile 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Tag I polimorfizminin oldugu 46068. niik-
leotitte kesim noktasi Taq I restriksiyon enzimi-
nin kesim noktast mevcut degildir. Timin (T) den
Sitozin’ e (C) bir niikleotid degisimi olmasi halin-
de bu polimorfizm Taq I enzimine kesim noktasi
yaratmaktadir. Taq [ genotipini belirlemek tizere,
amplifikasyon tiriinleri 10 {inite/pl Taq 1 (5'T/
CGA3) restriksiyon enzimi ile 65°C’de bir gece
inkiibe edildi. Kesim tirlinleri %2’ lik agaroz jel
elektroferezi sonrasi UV transliminatérde DNA
molekiiler agirlik belirteci ile degerlendirildi. Apa
[ genotipi icin, niikleotid degisimini tasimayan
normal bireylerde (aa genotip) 279 ve 217 b¢’lik
iki bant, heterozigot bireylerde (Aa genotip) 496,
279 ve 217 be'lik {ic bant, homozigot mutant bi-
reylerde (AA genotip) 496 bc’lik tek bant olarak
goriildii (Sekil 2).

Taq [ genotipi icin, niikleotid degisimini tasi-
mayan normal bireylerde (TT genotip) 496 baz
ciftlik tek bant, heterozigot bireylerde (Tt genotip)
496, 294 ve 202 baz ciftlik {ic bant, homozigot
mutant bireylerde (tt genotip) 294 ve 202 baz
ciftlik iki bant olarak goériildii (Sekil 3).

Elde edilen verilerin istatiksel olarak degerlen-
dirilmesinde, Fischer’ in kesin Ki-kare testi kul-

1 23 4 567

8§ 910 11 12 13 14

496 bg
279 bg
< 217k

SEKIL 2

Apa I restriksiyon enzim kesim sonuglarimin %2’ lik agaroz
Jeldeki goriintiisii
1 nolu kolon -100 baz ¢iftlik molekiiler agirlik belirteci
2 nolu kolon - Kesilmemis PCR tiriinii
3,6, 9, 10 ve 13 nolu kolonlar - Homozigot mutant bireyler (AA

genotip)

5, 7ve 11 nolu kolonlar — Heterozigot bireyler (Aa genotip)

4, 8, 12 ve 14 nolu kolonlar- Homozigot normal bireyler (aa
genotip)
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SEKIL 3

Taq I restriksiyon enzim kesim sonuglarimin %2’ lik agaroz
Jeldeki goriintiisii
1 nolu kolon-100 baz ¢iftlik Molekiiler agirlik belirteci
2 nolu kolon- Kesilmemis PCR iirtinii
3,4,5,9, 10 ve 15 nolu kolonlar- Homozigot normal bireyler(
TT genotip)
6, 8, 11, 13 vel4 nolu kolonlar — Heterozigot bireyler (Tt

genotip)
7 ve 12 nolu kolonlar - Homozigot mutant bireyler (tt genotip)

lanildi. p degeri 0.05ten kiictik olanlar anlam-
i kabul edildi.
oranlari igin ‘Odds orant’ hesaplandi. Odds ora-

Genotip ve allelerin rélatif risk

ni1 icin giiven araligi Wholf’un metodu ile hesap-
landi. Gen frekanslari estimation / maximization
(E/M) algoritmi ile hesaplandi.

BULGULAR

Calismamizda Apa I genotip sikligi, LAP hi-
kayesi bulunan 46 hastada; AA genotip sikh@:
9%10.9, Aa genotip sikligi %41.3, aa genotip sik-
lig1 %47.8 olarak saptanirken, kontrol grubunda
AA genotip sikhgi %4.0, Aa genotip sikhg %47,
aa genotip sikh@ %49 olarak saptandi. Kontrol
grubu ile LAP’ li hastalar arasinda Apa I polimor-
fizm siklig1 acisindan anlamli bir fark saptanmadi
(p>0.05). AP’ li hastalarda A allel sikhigi 29/92
(%31.5), a allel sikhig1 63/92 (%68.5) olarak sap-
tandi. Kontrol grubunda ise A allel sikhg: 27/98
(%27.5), a allel sikhg1 71/98 (%72.5) olarak sap-
tandi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda A veya
a allel sikliklar1 acisindan anlaml fark saptanma-
di (p>0.05) (Tablo ).

Taq I genotip sikh@: incelendiginde, LAP hi-
kayesi bulunan 46 hastanin; TT genotip siklig
%52.1, Tt genotip sikhg %32.7, tt genotip sikhig
%15.2 olarak saptanirken, kontrol grubunda TT
genotip sikhigi %53.1, Tt genotip sikligi %34.6, tt

TABLO 1

AP’ li Hasta ve kontrol gruplarinda Apa I polimorfizminin
(A4, Aa, aa) ve A, a allelerinin dagilimi

< 496bg

294 bg
<= 202b¢

. Hasta grubu Kontrol grubu p degeri
Genotip n(%) n(%) 12 degeri
AA 5(%10.9) 2 (%4.0)
o o p>0.05
Aa 19 (%41.3) 23 (%47) 12=1.647
aa 22 (%47.8) 24 (%49)
Toplam 46 49
H 0 0
A alleli 29 (%31.5) 27 (%27.5) 0>0.05
aallel 63 (%685  71(%72.5  XeT01942
Toplam 92 98

A genotipi i¢in Odds Orani (OR): 2.866 (0.5273-15.576)
A alleli i¢in Odds Orani (OR): 1.210 (0.6482-2,260)

genotip sikhigi %12.3 olarak saptanmustir. Kon-
trol grubu ile AP’ li hastalar arasinda Taq I poli-
morfizm sikligi acisindan anlaml bir fark saptan-
mamustir (p>0.05). EOP’ li hastalarda T allel sik-
g1 63/92 (%63.5), t allel sikhgi 29/92 (%31.5)
olarak saptanmustir. Kontrol grubunda ise T allel
siklig1 69/98 (%70.5), t allel sikligi 29/98 (%29.5)
olarak saptanmustir. Hasta ve kontrol gruplari
arasinda T veya t allel sikliklar1 acisindan anlamh
fark saptanmarmstir (p>0.05) (Tablo II).

TABLO II

AP’ li Hasta ve kontrol gruplarinda Taq I polimorfizminin
(TT, Tt, t1) ve T, t allelerinin dagilimi

Genotip Hait? O%rL)Jbu Kon;rc(al(yg;ubu XpQ ddeecjzjgeeriri
T 24 (%52.1) 26 (%53.1)
Tt 15 (%32.7) 17 (%34.6) x2p:>00..10857 ,
tt 7 (%15.2) 6 (%12.3)
Toplam 46 49
T alleli 63 (%68.5) 69 (%70.5) p>0.05
t alleli 29 (%31.5) 29 (%29.5)  x2=0.0171
Toplam 92 98

tt genotipi i¢in Odds Orani (OR): 1.286 (0.3978-4.160)
t alleli i¢in Odds Orant (OR): 1.095 (0.5904-2.032)
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Enfeksiyon veya otoimmiiniteye bagl olarak
goriilen ve biyolojik gelismeleri etkileyen, berabe-
rinde enfeksiyon nedeniyle olusan diizensizlikle-
rin cesitlenmesine yol acan genetik polimorfizm-
lerin arastirilmasina karsi gittikce artan bir ilgi
mevcuttur. Bireysel genetik polimorfizmler ya da
polimorfizmlerin bir kombinasyonunun popiilas-
yonda yer almasinin avantaji; hemostaz regtilas-
yonunu saglamasit ile birlikte bazi immiin kékenli
hastaliklara karsi koruyucu olmasindandir®.

Agresif periodontitis vakalarinda; AP’ nin,
genetik predispozan faktér olarak tek basina
hastahgin gelismesini saglamakta yeterli olmadi-
gini, hastaligin gelismesi ve ortaya ¢ikmasi icin
mikrobiyal enfeksiyona da gerek oldugunu bildi-
rilmistir®. AP i¢in bu anlamda kompleks bir has-
taliktir denebilir clinkii, hastaligin ortaya cikmasi
ve klinik fenotiplerin gériilmesi acisindan, gen ve
cevresel etkilesimlerin birarada olmasi gerektigi,
buna ek olarak; hastalik genotipi, gen-gen etki-
lesimleri ve genetik heterojenite baglantisiyla da
karakterize edilebilecegini séylenmistir®.

Klasik epidemiyolojik calismalarin periodon-
tal hastaliklarda cevresel, mikrobiyal ve Kkisiye
6zgti faktérlerin heniiz bireysel riskleri ortadan
kaldirmaya yetmedigini, enfeksiyéz hastaliklarin
patogenezinin mikroplarla immiin sistem ara-
sindaki Kkarsilikh etkilesimlerle diizenlendigini,
periodontal hastaliklarda immiin cevabin etkin-
liginin hem internal - eksternal cevreye, hem de
internal-eksternal etkiye bagh oldugu séylenmis-
tir. Orn. Sigara icme ve sitokinlerin genetik kon-
troliiyle; oral bakterilerin, periodontal hastahgin
ve hastah@in klinik gériiniimiiniin daha hafif
seyretmesini sagladigini bildirmislerdir®!°. Bazi
hasta gruplarindaki fenotiplerle, immiin cevap-
taki polimorfizimler arasindaki korelasyon; AP’
de Fcyll a reseptoriiyle, yetiskin periodontitiste ki
IL-1 arasinda da tammlandigini, gelecekte belki
de mikrobiyal enfeksiyona kars: kisinin verecegi
cevabin, hastaliga neden olan mikrobu durdura-
rak inflamatuar hasari minimale indirmek sek-
linde olabilecegini, molekiiler biyomarkerlarin
bireysel risk profilleriyle beraber tanimlanmasiyla
veni tedavi stratejilerinin gelismesinde yardimci
olacagini bildirmislerdir'°.
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Periodontal hastaliklardaki risk faktérlerini ta-
nimlayabilmek icin 6ncelikle bakteriolojik ve im-
miinolojik parametrelere odaklanilmas: gerekti-
gi, primer etyolojik ajanin bakteriyel plak oldugu
ve ne bakterinin tipinin ne de miktarinin biittin
popiilasyonda tek basina hastalik olusturmasinin
s6z konusu olmadigini bildirilmistir'!. Periodonti-
tisin de icinde bulundugu tek gen diizensizlikleri
ile ilgili yapilan calismalarda, hastalik icin spesifik
genetik risk faktorlerinin roliintin ileride yapilacak
olan calismalara 1sik tutacagini bildirmigtir!214,
Risk faktérlerinin organ sistemlerinde pekcok
zarar meydana getirebilecegini, bu nedenle de
hastaligin patogeneziyle birlikte bu organ sistem-
lerinin de risk faktorleriyle beraber degerlendiril-
mesi gerekliligi soéylenmistir'!. Biyokimyasal ve
vapisal defektlerin bir cok genetik diizensizligin
tanimlanmasinda rol oynadigini, ve spesifik ka-
litsal veya genetik predispozan faktorlerin klinik
goriiniim ve baslangic yasi acisindan fakhhklar
gosterdigini ve bunun da degerlendirmeleri giic-
lestirmektedir'™3. Orn. Juvenil periodontitisin
aile kokenli oldugu son 10 yildir bilinmektedir.
Bu nedenle genetik faktérlerin hastaliktaki etkisi-
ni belirleyebilmek icin cevresel risk faktdrlerinin
de mutlaka g6z 6niinde bulundurulmasinin ve de-
gerlendirilmesinin gerektigi séylenmistir. Ayrica
periodontal hastaliklardaki spesifik risk faktérle-
rinin tanimlanmasinin bir kural degil, bir istisna
oldugunu bildirmistir'!.

VDR molekiiliiniin fonksiyonunda veya
vapisinda meydana gelen kiiciik degisiklik-
lerin, hiicre ve doku hemostazinin diizen-
lenmesinde biiyiik degisikliklere neden ola-
bilecegi; bunun yanisira elde edilen verilere
gore, VDR polimorfizmlerinin gen fonksiyo-
nu tizerindeki etkisinin, BMD ve hastalik ara-
sinda iki yonlii bir iliskiye neden olabilecegini
bildirmislerdir'®.

VDR gen polimorfizmlerinin kemik mine-
ral densitesi 6lctimleri ve osteopordz arasinda
bir iliski oldugunu ve VDR geninin AP tize-
rinde bir rolii oldugunu séylemislerdir®16.17,
AP’ nin alt yapisinda; immiin sistemde ve
periodonsiyum {izerinde defektlere neden
olabilecek genler bulunabilecegini ve cevresel
faktorlerin de genotipi etkileyerek baslangic
yasindaki farkliliklarla, hastahgin yayilmasi
arasindaki iliskinin aciklanabilecegini sdylen-
mistir'®. Hastalik gelisiminde risk faktorii ola-
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bilecegi diistiniilen diger aday genlerle (6rn.
IL 1), AP’ nin generalize formu arasinda bir
iliski kuramamuslardir'2°,
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