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Article history: Objectives: Transcription factor nuclear factor-kappa B (NF-kB) is involved in the immune
Received 07 July 2014 response against infection by a wide variety of cytokines and also plays a key role in gene
Accepted 13 October 2014 expression. The aim of this study was to evaluate the gene polymorphism of NE-kB1(-94ins/del)

in patients with chronic and aggressive periodontitis.
Materials and Methods: 188 subjects, 75 AgP patients, 72 chronic periodontitis patients and

41 periodontally healty subjects, were included in our study. Blood samples were obtained from

Keywords:

Ag}éressive periodontitis all subjects and DNA was isolated. Polymorphisms in NF-kB1(-94ins/del) were determined by
Chronic periodontitis polimeraz chain reaction- restriction fragment length polymorphism metod.

NF-«xB Results: There was no significant difference in terms of age and gender among periodontitis

Gene polymorphisms patients enrolled in the study group and the control group (p> 0.05). Genotype distribution

and allele frequencies of NF-kB1 gene in AgP and KP groups showed no significant difference in
comparison with the control group (p> 0.05).

Conclusions: Within the limits of this study, there was no association between NF-kB1 (-94 ins
/ del) promoter polymorphism and periodontal disease.
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MAKALE BILGI OZET

Makale gegmisi: Amag: Transkripsiyon faktérii olan Niikleer Faktor-kappa B (NF-kB) enfeksiyona kargt immun
Alinan 07 July 2014 cevapta rol alan ¢ok cesitli sitokinlerin gen ekspresyonunda anahtar rol oynar. Bu cahismada
Kabul 13 October 2014 kronik ve agresif periodontitis hastalarinda NF-kB1(-94ins/del) gen polimorfizminin

saptanmasi amaglanmgtir.
Gereg ve Yontem: Calismamiza 75 AgP, 72 KP ve 41 periodontal agidan saglkl toplam 188

Anahtar kelimeler: birey dahil edildi. Hastalardan plak ve gingival indeks, cep derinligi ve atagman seviyesi 6l¢iimleri

Agresif periodontitis alindi. Tiim bireylerden kan 6rnekleri toplandi ve DNA izolasyonu yapildi. NF-kB polimorfizmi
Kronik periodontitis polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (PZR-RFLP) yéntemi ile
NF-kB1 belirlendi.

Gen polimorfizmi Bulgular: Caligmaya alinan periodontitis hasta gruplar ile kontrol grubu arasinda yas ve

cinsiyet agisindan istatistiksel fark yoktu (p>0.05). NF-kB1 genine ait genotip dagilimlari ve alel
frekanslar1 agisindan AgP ve KP gruplari ile kontrol grubu karsilagtirmalarinda anlaml farklihk
saptanmadi (p>0.05).

Sonuglar: Bu calismanin sinirlar dahilinde, NF-kB1 geni (-94ins/del) promotor polimorfizmi
ile agresif ve kronik periodontitis arasinda iliski bulunmamigtar.
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GIRig

Periodontitis gram negatif bakterilerin
disetinde  baslattign  iltihabi  olayin,
disi  destekleyen dokulara yayilmasi
sonucu; periodontal bag dokusunun
yikimi, atagsman kaybi, alveoler kemik
rezorbsiyonu ve sonug¢ta dis kaybi ile
sonuglanabilen kronik enfeksiyoz bir
hastaliktir.’?  Periodontitisin ~ baglama
yasinda, siddetinde ve gelisiminde ¢evresel
faktorler kadar sistemik immin cevap
ve genetigin etkisi artik gugla kanitlarla
bilinmektedir.»** Immiin cevapta rol alan
kompleks sitokin aginda gozlenen genetik
varyasyonlar periodontitise duyarlilig:
etkilemektedir ve kompleks etyolojiye
sahip bir hastalik olan periodontitiste
gen polimorfizmleri hastaligin gelisimine
katkida bulunmaktadir. Literattirde hangi
genlerin ya da varyasyonlarinin hastaliga ne
derecede katkida bulundugu konusundaki
bilgiler celigkilidir."3*

Bir transkripsiyon faktori olan NF-xB
enfeksiyona karsi hem dogal ve hem de
kazanilmig immiin cevapta ¢ok ¢esitli gen
ekspresyonlarinin koordine edilmesinde
anahtar rol oynayan bir molekaldar.”
NE-kB, B ve T lenfositler, fibroblastlar,
keratinositler ve monositik makrofaj
soylar1 gibi ¢esitli hiicre tiplerinde eksprese
edilen ve ¢ok sayida genin uyarilabilir
ekspresyonu i¢in 6nemli bir duzenleyici
proteindir.®

Memelilerde NF-kB ailesi; NF-kB1 (p50/
p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA(p65),
RelB, cRel olmak tiizere 5 alt tiniteden
olugsmaktadir.>”® NF-kB1 (p105=p50) geni
4q23-q24 kromozumu tzerinde lokalizedir®
ve 40 bin ile 323 baz cifti arasinda degisen
24 ekzon ve introndan olugmaktadir,
156 kb uzunlugundadir.®**

NF-«kB ve onun inhibitér proteini NEF-
KB1A geninde bir¢ok polimorfik bolge
tanimlanmigtir. NF-xB1’in  promotor
bolgesinde, -94 ATTG 4-baz cifti ins/del
polimorfizmi bulunmaktadir. Bu alandaki
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4 baz ciftlik delesyonun sonucu niikleer
proteinlerin baglanmasinda kayip
gozlenmektedir ve NF-kB1l'in promotor
aktivitesini azaltmaktadir. Bu polimorfizm
ilk kez 2004 yilinda kesfedilmistir ve bircok
otoimmin ve enflamatuvar hastaliklarda
caligilmistir ancak ¢eligkili sonuglar
bulunmusgtur.'®?® Borm ve arkadaglarinin®®
yaptigi ¢alismada, Nf-kB1l ins/del gen
polimorfizmini, gastrointestinal sistem
hastaliklar1 bulunan 266 hastayr (139'u

Crohn hastalign ve 127sini ulseratif
kolit) 155 saglikli kontrol grubuyla
kargilagtirmigtar. Ulseratif kolit

hastalarinda delesyon alel frekanslar: daha
yiksek bulunmusgtur.

Genetik polimorfizm c¢aligmalarinda,
genotip prevalanslari farkli irk ve etnik
kokenlerde cesitlilik gostermektedir.>*'”
Literaturde NF-kB’nin promoter
bolgesinde tanimlanan polimorfizmin
periodontitis ile iligkisini aragtiran tek
calisma Schulz ve arkadaglar:1 tarafindan
2010 yilinda yapilmigtir.'” Generalize

kronik  ve  agresif  periodontitisli
hastalarda NF-kB-94 ins/del ATTG
polimorfizmi arastirilmigs ve sadece

agresif periodontitis ile del/del genotipi
arasinda anlaml iligki rapor edilmigtir.
Ayrica  NF-xB1  del/del  genotipi
Actinobacillus actinomycetamcomitans’in
subgingival kolonizasyonu ile iligkili
bulunmustur ve bu genotip varliginin
yiksek oranda saptanmasinin agresif
periodontitis i¢in gug¢li bir belirleyici
oldugu o6ne surulmigtar.'” Bununla
beraber, periodontal hastaligin
poligenik bir hastalik oldugu ve NE-
KB'nin enflamatuvar yanitta 6nemli bir
oynadig1 géz éninde bulunduruldugunda
literatiirde bukonuda calismanin az olmas:
dolayisiyla, bu caligmada NF-xB1 (-94
ins/del) gen polimorfizmi ile periodontal
hastalik  arasindaki iligkinin  Tirk
populasyonunda AgP, KP hastalarinda ve
periodontal saglikli kontrol bireylerinde
kargilastirilmasi amag¢lanmigtir.
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GEREC VE YONTEM

Aragtirmamiza, 2011-2013 tarihleri
arasinda Cumbhuriyet Universitesi Dis
Hekimligi Fakultesi Periodontoloji
Anabilim Dali Klinigine bagvuran, 75
generalize agresif periodontitis hastasi,
72 kronik periodontitis hastas1 ve 41
sistemik ve periodontal olarak saglikh
kontrol bireyi dahil edildi. Calisma i¢in
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan
onay alindi. Calismaya dahil edilen
bireylere arastirmanin amac ve icerigi
anlatiip  gonulla  olarak arastirmaya
katildiklarina dair bilgilendirilmis onam
formu imzalatildi.

Galismaya dahil edilme kriterleri:
Herhangi bir sistemik hastalig
olmayan, sigara i¢meyen, kronik anti-
enflamatuvar ila¢ kullanmayan, herhangi
bir immiinsupresif ila¢ kullanmayan, son
6 ay icinde periodontal tedavi gérmemis
olan, son 3 ayda antibiyotik kullanmamis
olan, gebelik ya da laktasyon déneminde
bulunmayan, 6l¢cim bolgesindeki dislerde
herhangi  bir  protetik  restorasyon
bulunmayan hastalar dahil edildi.

Arastirma kapsamina alinan hastalara
klinik ve radyografik degerlendirmeler
sonrast  tam1  konuldu.  Amerikan
Periodontoloji Akademisinin 1999
yilindaki siniflamasina goére, 8den fazla
disinde >5mm atagsman kaybi olan ve
26 mm sondalama derinligi olan ve 1.
molar, anterior digler haricinde etkilenmis
en az 3 disi olan hastalar generalize agresif
periodontitis teghisi ile caligmaya dahil
edilmisgtir.

Generalize kronik periodontitis teghisi
dislerinin % 30dan fazlasinda >5 mm
sondalama derinligi ve >5 mm klinik
atagman kaybi olan hastalara konuldu.

Periodontal agidan saglikli gruba
sistemik agqidan saglikli, klinik agdan
agizda 3mm'den fazla cep derinligi
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olmayan ve radyografide alveol kemik kayb1
gozlenmeyen bireyler dahil edildi.

Hastalarda  klinik  degerlendirme
Gingival Indeks (GI),'® Plak Indeksi
(P1),’® Sondalama Cep Derinligi (CD) ve
Atagman Seviyesi (AS) olcumleri tek bir
aragtiric1 tarafindan gerceklestirildi. CD
ve AS ol¢cumleri Williams tipi periodontal
sond (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA) ile
gerceklestirildi.

Her bireyden 2 ml kan 6rnegi alindi.
Bu kan EDTAL: tiplerde genetik analizler
icin calisma zamanina kadar -80°C’de
saklandi. DNA analizi, tretici firmanin
onerisi dogrultusunda DNA izolasyon kiti
(Invitrogen, Cambrillo, USA) ile yapild.
Tim DNA &6rnekleri NF-xB (-94 ATTG)
insersiyon/delesyon  polimorfizmi i¢in
analiz edildi. PCR protokoli; 94°C’de 3 dk
(baglangi¢c denatiirasyonu), 94°C’de 30 s
(denaturasyon), 51.5°C’de 40 s (primer
baglanmasi), 72°C'de 40 s (uzama). Toplam
35 dongiiden sonra, 72°C'de 5 dk (son
uzama). PfIM1 enzimi kesim i¢in uretici
firma onerisi dogrultusunda kullanildi
(Sekil 1). Elde edilen PZR urtnleri %
3'luk agaroz jel tzerinde gorintilendi.
Elektroforezden sonra DNA ultraviyole
15181 altinda goruntilendi.

istatistiksel analizler

[statistiksel —analizlerde SPSS  (SPSS
14.0, Chicago, IL, USA) programi
kullanildi. Demografik ve klinik veriler,
ortalamatstandart sapma olarak verildi.
Gruplarda genotip sikliklar1 tanmimlayia
istatistiklerle hesaplandi. Alel frekanslar
ise hastalara ait alellerin direk olarak
toplanmas: ile elde edildi. Gruplarda
alel ve genotip dagilimlar1 arasindaki
farklarin analizi i¢in ki-kare testi kullanildu.
Ayrica NF-kB1 geni del/del genotipi ile
periodontal hastaliklar arasindaki iligki yas
ve cinsiyet gozontunde bulundurularak ikili
lojistik regresyon analizi ile degerlendirildi.
Orneklem analizi anlamlilk degeri 0.05



Gorgun, ve ark.: NF-kB gen polimorfizmi ve periodontitis

olarak kabul edildi ve testin gici % 80
olarak bulundu.

SONUCLAR

Galigma gruplarinin demografik
ozellikleri tablo 1'de gosterilmigtir. Yas
ortalamalar1 ve cinsiyet dagilimlarn
degerlendirildiginde, gruplar arasinda
cinsiyet agisindan fark  bulunmadi
(p>0.05). Yas ortalamalari agisindan
ise AgP ile K, KP ile K gruplar: arasinda
anlamli bir fark goézlenmezken, AgP ile
KP gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmigtir (p<0.05).

Del/del genotipi AgP hastalarinda
%2.7, KP hastalarinda %11.1 ve K
grubunda %9.8 oranlarinda gozlenmistir
(Tablo2).Ayrica,ins/delgenotipinin¢aligma
populasyonunda AgP hastalarinda %62.7,
KP hastalarinda %58.3 ve K grubunda
%68.3 oranlarinda baskin genotip oldugu
gozlendi. Bununla beraber, NF-kB1 geninin
ins/del, del/del, ins/ins genotip dagilimlar
periodontal hastalik gruplari ile kontrol
grubu karsilagtirmalarinda anlaml farklilik
gostermedi (p>0.05). Calisma gruplarinda
ins aleli del alelinden daha yiiksek siklikta
gozlendi. Del aleliise AgP hastalarinda % 34,
KP hastalarinda % 40.2, K grubunda %44

Tablo 1. Gruplarin demografik 6zellikleri.

AgP (n=75) KP (n=72) K (n=41)
Yas
Ort+SS 30.4+6.2 33.7+6.5 31.5+6.3
Yas aralig 16-47 20-47 22-46
Cinsiyet
Erkek n(%) 34(45.3) 25(34.7) 13(%31.7)
Kadin n(%) 41(54.7) 47(65.3) 28(%68.3)

AgP: Agresif periodontitis, KP: Kronik Periodontitis, K: kontrol, Ort: ortalama, SS: Standart sapma, n: Birey sayisi

Tablo 2. Gruplardaki NF-kB1 genine ait genotip ve alel frekanslar1 ytzdeleri.

Genotip AgP KP AgP+KP K AgPvs.K | KPvs.K | AgP+KP vs. K.
dagilimlar p-degeri |p-degeri |p-degeri
ins/ins 26(34.7) | 22(30.6) 1 48(32.7) | 9(22.0) |0.12 0.55 0.38

ins/del 47(62.7) | 42(58.3) 1 89(60.5) |28(68.3)

del/del 2(2.7) |8(11.1) 10(6.8) 4(9.8

Alel

frekanslan

Ins 99(66) |86(59.7) 185(62.9) 46(56) |0.13 0.59 0.26

Del 51(34) |58(40.2) |109(37.1) | 36(44)

AgP: Agresif periodontitis, KP: Kronik periodontitis, K: Kontrol
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oraninda saptanirken, gruplar arasinda alel
frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark gézlenmedi (p>0.05).

Periodontal hastaligi modifiye edici
faktorler olan yas ve cinsiyete gore NF-kB1
geni del/del genotipi ile periodontal
hastalik iligkisi regresyon analizi ile
degerlendirilmig, fakat kronik ve agresif
periodontitis ile NF-kB1 del/del genotipi
arasinda iligki saptanmamaigtir.

TARTISMA

Populasyon  ¢aligmalarinda,  genotip
prevalanst farkli 1rk ve/veya etnik
kokenlerde cesitlilik  gostermektedir.”

Son vyillarda yapilan bircok aragtirma
periodontal hastaligin baslamasinda ve/
veya ilerlemesinde bireysel farkliliklara
yol acan genlerin etkileri oldugunu
gostermektedir. Hastaliklailigkiliolabilecegi
dustntlen bazi aday genlerin genetik
analizler yardimu ile tespitinin ve bunlarin
immiuno-enflamatuvar olaylardaki roliiniin
belirlenmesinin  hastaligin  etiyolojisini
daha anlagilir hale getirecegi, uygun teghis
ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine
olanak saglayacag: disinulmektedir.?

Hastaliga yatkinhigin incelenmesinde
kilit nokta ise hastaligin klinik géruntiisini
degistirebilecek diizeyde 6nemli olan bir
genetik faktérin saptanabilmesidir.”® Bu
calismada agresif ve kronik periodontitis
hastalarinda ve periodontal olarak saglikli
kontrol grubunda NF-kBlins/del gen
polimorfizmi aragtirildi.

Calismamaizda cinsiyet agisindan gruplar
benzerken, c¢alismaya katilan agresif
periodontitis ve kronik periodontitis
gruplarindaki hastalarin yas ortalamas:
farkli bulunmugtur. Bu beklenen sonucu,
agresif periodontitisin daha genc bireylerde
gorilmesi, kronik periodontitisin ise daha
yasli bireylerde gérulmesi ile agiklayabiliriz.

NF-kB1  geni sistemin
koordinasyonunda ve pro-enflamatuvar

immun
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ve anti-enflamatuvar sitokinlerin
saliniminin diazenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir, 6zellikle pro-enflamatuvar
genlerin transkripsiyonunu indukledigi
icin enflamasyonda merkezi bir rol oynar.
B lenfositlerde RANKL ekspresyonunun
Aa’ya ait spesifik antijenler tarafindan
dtuzenlendigi ve RANKL'1n NF-kB'’yi aktive
ederek hiicrelerde IL-6, IL-18, TNF-o gibi
enflamatuvar sitokinlerinin  saliniminm
arttirip, osteoklastlarin olgunlagmasini
saglayarak kemik rezorbsiyonuna sebep
oldugu rapor edilmistir.> Ayrica, agresif
periodontitiste meydana gelen kemik
yikimininkronikperiodontitistendahahizl
olmasinda artmig RANKL ekspresyonunun
NF-kByi aktive etmesi ile osteoklast
olgunlagmasini hizlandirmasindan
kaynaklandig: dustnillmektedir.” Ishikawa
ve arkadaglarinin ¢alismasinda, NF-
kBl'den yoksun farelerde bakteriyel
enfeksiyonlara  duyarhilik ve  kronik
enflamasyon  varhigi  gosterilmigtir.”*
Ayrica bir¢cok ¢alismada, bozulmus NE-
KB sinyal sistemi, romatoid artrit, tip 1
diyabet, multiple skleroz, sistemik lupus
eritematodz, tiroid otoimmiin hastaliklar

gibi  bircok enflamatuvar hastaligin
patogenezini etkilemektedir.?*
Ankiloz spondilit, Behget hastaligy,

Crohn hastaligl, romatoid artrit, sistemik
lupus eritematéz, tip 1 diyabet, tlseratif
kolit gibi otoimmin ve enflamatuvar

hastaliklar ile NF-kB1 (-94 ins/del)
promotor polimorfizmi iligkisinin
degerlendirildigi  bir =~ meta-analizde,

otoimmin ve enflamatuvar hastaliklar ile
NF-kB1 gen polimorfizmi arasinda bir iligki
bulunmamistir. Bununla beraber, bu meta-
analizde etnik kokene gore gruplandirma
yapildiginda Kafkas populasyonunda iligki
bulunmazken, Asya populasyonunda NF-
kB1 (-94 ins/del) promotor polimorfizmi
otoimmin ve enflamatuvar hastaliklarla
iligkilendirilmigtir. Otoimmin ve
enflamatuvar hastaliklar, hastalik tiiriine
gore gruplandirildiginda ise ankiloz
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spondilit, Graves hastalig1 ve enflamatuvar
bagirsak  hastaliginda  iligki  tespit
edilememigtir.’

Brezilyalilarda sistemik sklerozlu 151
hastanin ve saglkli 147 bireyin, IL-10
gen polimorfizmi ve NF-xkB1 (-94 ins/del)
polimorfizmi ile iligkisinin aragtirildig:
bir ¢alismada ise, NF-kB1 (-94 ins/del)
polimorfizminin genotip ve alel dagilimlar:
ile sistemik skleroz arasinda bir iligki tespit
edilmemisgtir."

Literaturde periodontal hastalik ile NF-
KB gen polimorfizmi iligkisi tam olarak
agiga kavugmamigtir. Bu konuda yapilan
ilk ve tek calisma Schulz ve arkadaglarinin
Alman popiilasyonunda yaptig1 ¢calismada
NF-kB1 (-94 ins/del) geninin del/
del genotipi agresif periodontitis ile
iligkilendirilirken, bizim sonug¢larimizla
uyumlu olarak kronik periodontitis
ile iligki gosterilmemigtir.’” Bu
calismada, del/del genotip yuzdesi,
tim periodontitis hastalarinda % 19.9,
agresif periodontitis hastalarinda % 23.1,
kronik periodontitis hastalarinda %15.9
ve kontrol grubunda % 9.9 oranlarinda
saptanmigtir. Bu sonuglara zit olarak
bizim ¢alismamizda del/del genotip
yuzdesi daha diusuk saptanmis olup
(AgP, %2.7; KP, %11.1; K, 9.8; AgP+KP,%
6.8) agresif periodontitis hastalarinda
herhangi bir iligki g6ézlenmemigtir. Aym
hastalik tartinde gen polimorfizmleri i¢in
farkli sonuglarin elde edilmesinde, 1irk ve
etnik grup farkhiliklarinin, periodontal
hastaligin tanimlanmasinda farkl
kriterler kullanilmis olmasinin, az sayida
hasta gruplarinda degerlendirme yapilmig
olmasinin, periodontal tam
olarak bilinmeyen kontrol gruplarinin
referans alinmig olmasinin sonuclarda
cesitlilige neden oldugu bildirilmektedir.
Ayrica Schafer ve arkadaglari®® genetik

durumu

polimorfizm ¢aligmalarinda o6rneklem
hesaplamasinin ~ mutlaka  yapilmas:
gerektigi, calisma gruplarindaki birey

sayisinin  genetik c¢alismalar i¢in ¢ok
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(GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

0'GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
ready-to-use

285 bg
245 bg

45bg

Sekil1.NF-kB1geniicin PZR-RFLPkesimjel
goruntisi. PfIMIenzimkesimsonrasiolusan
NF-kB1-94 ins/delpolimorfizmigenotipleri;
2 numarali 6rnek del/del genotipi (285
bp), 3 ve 4 numarali 6rnek ins/insgenotipi
(240bp+45bp); 5, 6 ve 7 numarali 6rnek ins/
del genotipi (285 bp+280 bp+45 bp)

6nemli oldugu ve sonuglar1 degistirdigi
vurgulanmigtir.

Bu calismanin sinirlar1 dahilinde, NE-
kB1 (-94 ins/del) promotor polimorfizmi
ile periodontal hastalik arasinda iligki
bulunmamigtir. Bununla beraber, bu
gene ait diger polimorfik bolgeler ve
haplotip kombinasyonlarinin periodontal
hastalik ile olan iligkisi bu ¢aligmada
degerlendirilmemigtir. ~ Ayrica, ¢alisma
populasyonunun az olmasi goéz o6ntnde
bulundurularak daha fazla sayida hasta
ile ve farkli etnik gruplarda yapilan
calismalarla ~ NF-kB  polimorfizminin
periodontitis patogenezindeki roliinin
agiga ¢ikarilmasina ihtiyag vardar.
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