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OZET

Firath Y. (2022). MCPIP-1’in Dis Eti Bagisikhk Yamiti Uzerinde Diizenleyici Etkisi.
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Periodontoloji AD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Bu c¢alismanin hedefi, agiz bakterileri ve interlokin-1p tarafindan uyarilmis monosit
kemoattraktan protein-1 tarafindan uyarilmis protein 1 ve mukoza ile iliskili lenfoid doku
lenfoma translokasyon proteini-1’in tek katli insan gingival keratinositlerindeki ve
organotikip oral mukozal modellerindeki mRNA ve protein salinim profillerinin

degerlendirilmesidir.

Tek kath insan dis eti keratinositleri Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1p ile inkiibe edildi ve 6l¢iildii. MCPIP-1 ve MALT-
1 protein salinim seviyeleri ayrica immiinohistokimyasal olarak bir organotipik oral
mukoza modelinden yararlanilarak incelendi. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
Tukey diizeltmesi yontemleri istatistiksel analizde kullanildi. Tek katli keratinositlerde
MCPIP-1 protein salimmi F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1f tarafindan
baskilanmistir. Tiim deney siirelerinde yikim P. gingivalis’in yikim yarattig1 goriildi ve
bu yikim bakterinin 1s1 ile inhibe edilmesiyle durduruldu. MCPIP-1 mRNA seviyeleri P.
gingivalis, F. nucleatum, ve IL-1f tarafindan yiikseltildi fakat MALT-1 mRNA
seviyelerinde higbir fark goriillmedi. Dis eti keratinosit MCPIP-1"1 ve MALT-1’in mRNA
ve protein salimim yanitlar1 enfeksiyon ve enflamasyon medyatorleri tarafindan
diizenlenmektedir. Bu bulgular, periodontitis ile iligkili bakterilerin MCPIP-1 ve MALT-
1 yanitlarinda modifikasyonlara sebep olarak, periodontal hastalik patogenezinde rol

alabilecegini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Enflamasyon, Periodontal hastalik, Patogenez, MCPIP-1, MALT-1.

Bu calisma; Fin Milli Egitim Bakanligi (EDUFI), Helsinki, Finlandiya (Y.F.- Fin
Hiikiimeti Burs Havuzu KM-20-11377), Biitiinlesik Arastirma Bursu Universitesi, Turku,
Finlandiya (Y.F.); SHS Fin Dis Hekimligi Toplulugu Apollonia, Helsinki, Finlandiya
(U.K.G.), ve Minerva Kurulusu, Helsinki, Finlandiya (U.K.G.) tarafindan
desteklenmistir.
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ABSTRACT

Firath Y. (2022). The Regulatory Role of MCPIP-1 on Gingival Immune Response.
University of Istanbul, Faculty of Dentistry, Department of Periodontology.
Doctorate Thesis, Istanbul.

The aim of this study was to evaluate oral bacteria- and interleukin (IL)-1pB induced
protein and mMRNA expression profiles of monocyte chemoattractant protein-1-induced
protein (MCPIP)-1 and mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation
protein (MALT)-1 in human gingival keratinocyte monolayers and organotypic oral
mucosal models.

Human gingival keratinocyte (HMK) monolayers were incubated with Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, P. gingivalis LPS and IL-1B. The protein levels of
MCPIP-1 and MALT-1 were examined by immunoblots and mRNA levels by gPCR.
MCPIP-1 and MALT-1 protein expression levels were also analyzed
immunohistochemically using an organotypic oral mucosal model. One-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s correction was used in statistical analyses. In
keratinocyte monolayers, MCPIP-1 protein expression was suppressed by F. nucleatum
and MALT-1 protein expression was suppressed by F. nucleatum, P. gingivalis LPS and
IL-1B. P. gingivalis seemed to degrade MCPIP-1 and MALT-1 at all tested time points
and degradation was inhibited when P. gingivalis was heat-killed. MCPIP-1 mRNA
levels were increased by P. gingivalis, F. nucleatum, and IL-1B, however no changes
were observed in MALT-1 mRNA levels. Gingival keratinocyte MCPIP-1 and MALT-1
MRNA and protein expression responses are regulated by infection and inflammatory
mediators. These findings suggest periodontitis-associated bacteria induced
modifications in MCPIP-1 and MALT-1 responses can be a part of periodontal disease
pathogenesis.

Key words: Inflammation, Periodontal diseases, pathogenesis, MCPIP-1, MALT-1.

This study is supported by Finnish National Agency for Education (EDUFI), Helsinki,
Finland (Y.F.- Finnish Government Scholarship Pool KM-20-11377), University of Joint
Research Grant Fund, Turku, Finland (Y.F.), SHS The Finnish Dental Society Apollonia,
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1.GIRIS VE AMAC

Periodontitis, dis ve ¢evre dokularinin enfeksiyoz karaktere sahip enflamatuar
hastaligidir.! Dental biyofilm icerisindeki patojen mikrooarganizmalar ile konak yaniti
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda, proenflamatuar sitokinlerin ortamda artmasi
ile birlikte bag dokusu ve alveoler kemikte yikim siiregleri baslar. > Periodontitis, tedavi
edilmedigi takdirde kademeli olarak ilerleyerek, disi ¢evreleyen periodontal dokularinin
iltihaplanmasina, dis eti ¢ekilmesine, alveoler kemik kaybina, dislerde mobiliteye,

dislerin yer degistirmesine ve sonugta kaybina sebep olan kronik bir hastaliktir.

Gerekli tedavinin yapilmamasi halinde bu hastalik dis kaybi ile sonuglanmaya
kadar ilerleyebilir. Periodontitis gelisen bir dokuda pek ¢ok patolojik diizensizligin yani
sira, dis eti epitelinin yapisinda ve bagisiklik yanitindaki roliinde de biiyiik degisiklikler
meydana gelir.

Epitel hiicreleri ve fibroblastlar, hiicre adezyon molekiilleri (integrinler E-
cadherin, intercellular adhesion molecule-1), interlokin 1B (IL-1p), interlékin-6 (1L-6) ve
timor nekroz faktorii (TNF-a) gibi sitokinler, epidermal biiyiime faktorii gibi biiytime
faktorleri, proteazlar (matrix metalloproteinase (MMP)-2,-3,-7,-8,-9,-13) ve
antimikrobiyal peptidler (B-defensin, cathelicidin LL-37) gibi molekiiler faktorleri

salgilarlar.®

Bakteriyel enfeksiyonlara yanit olarak Monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), IL-1B, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) ve Toll like receptors (TLR)
agonistleri gibi ¢esitli molekiillerce uyarildiktan sonra epitel ve myeloid hiicrelerde artan
ZC3H12A gen ekspresyonu gozlemlenmistir. MCP-1, monositlerin damarlardan bag
dokusuna gecisinden itibaren bag dokusunu katederek iltihabi yanit1 diizenlemek iizere
subepitelyal bolgeye go¢ icin monosit kemotaksisini tetikleyen bir kemotaktik ajandir.
Monocyte chemoattractant protein-1-induced protein-1 (MCPIP-1), dogal bagisiklig1 ¢cok
faktorlii bigimde diizenleyen ve MCP-1 etkisini baskilayarak iltihabi etkili sekilde negatif

yonde diizenleyen bir protein olarak yakin zamanda tarif edilmistir.3*

MCPIP-1, miRNA aktivitesinin baskilanmasinda, biogenezde, angiogenezde,
adipogenezde ve osteoklastogenezde énemli bir rol oynar.’ Bu protein, ¢ekirdeginde

varsayilan niikleer lokalizasyon sinyal sekansi ve iki adet prolince zengin aktivasyon



bolgesi oldugundan o6tiirii ilk olarak apoptotik gen aileleri i¢in bir transkripsiyon faktorii

olarak siniflandirilmustir.®

Bagka caligmalar MCPIP-1’in ubikuitin iliskili bolgesinin enflamasyondaki
rollinii incelemistir ve NF-kxf sinyal yolunun negatif diizenlenmesindeki roliinii ortaya
koymustur. MCPIP-1"in PilT N-terminus bolgesi RNase aktivitesi gosterir ve bdylelikle
enflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-1p, ve IL-12p40) mRNA’larin1 hedef alir.®

Son ¢alismalar, MCPIP-1'in ayrica lenfositlerde ve makrofajlarda MALT-1’in
hedefi oldugunu gostermektedir. MALT-1’in  MCPIP-1 aktivitesini baskiladig1
belirtilmistir. MALT-1 proteaz aktivitesinin MI-2 (bir MALT-1'in bildirilen kovalent
inhibitdrii) ile farmakolojik inhibisyonu, makrofajlarda MCPIP1 ekspresyonunu segici
olarak artirabilir ve LPS ile indiiklenen sistemik enflamasyonu tersine ¢evirebilir.
MALT-1 inhibitorlerinin endotel aktivasyonu iizerindeki etkisi NF-xB sinyal yolu ile
degil, MCPIP-1’in artan ekspresyonu ile gerceklesir.’

MCPIP-1’in ve MALT-1’in periodontal hastalik patogenezdeki diizenleyici rolii
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Bu calismanin amaci; MCPIP-1 ve MALT-1"in gen ve protein saliniminin, P.
gingivalis, P. gingivalis LPS, F. nucleatum ve IL-1p tarafindan hem tek kath

keratinositlerde hem de organotipik mukozal modellerde etkilendigini gdstermektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Gingival ve Periodontal Hastaliklar

Gingivitis, disleri ¢evreleyen dis eti dokularinda goriilen ve doku yikimina sebep
olan iltihabi bir hastaliktir. Dis eti hastaliklarinin basinda gelen plaga bagh gingivitis, dis

yiizeyinde kolonize olan bakterilere kars1 olusan konak yanit1 ile baslar.?

Saglikli bireylerde bu miicadele kontrol altinda iken, dengenin bozulmas: ile
hasarin biiyiimesi ve ¢evre periodontal dokularin (alveoler kemik, sement, bag dokusu
atagmanlar1 ve dis eti) zarar gérmesi durumunda periodontitise doniisiir. Apikal yonde
doku kaybi goriildiikge periodontitis siddetlenir ve ileri durumlarda dis kaybi ile
sonuglanir.® Periodontitis, lokal ve sistemik faktorlerin patojen mikroorganizmalar ile
konak yanit1 arasindaki dengeyi etkiledigi enfeksiyoz karaktere sahip enflamatuar bir
hastaliktir. Periodontitisle iligskili olan mikroorganizmalar antijenleri ve virulans
faktorleri ile hastalig1 baslatir ve yonlendirir. iltihabin ilerlemesi ile birlikte bag dokusu
ve alveolar kemik kaybi gbriiliir.’ Dis yiizeyindeki biyofilm periodontal hastalik
etyolojisinde ¢ok dnemli bir role sahiptir. Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar
hastaligin etyolojisinde ¢ok Onemli bir role sahiptir. Bazi patojenler biyofilmin
patojenitesini artirirlar. Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar, epitel hiicreleri
arasinda yayilacak degisik metabolitler salgilarlar ve konak hiicrelerinin davranisini
degistirirler.! Bakteriler ve iiriinleri ile etkilesim icerisinde olan konak hiicreleri ve

molekiilleri konak yanitini diizenlerler.

2.1.1. Plagin Gegirdigi Degisimler ve Biyofilm Olusumu

Katt ve nemli bir ylizeyde hiicrelerin siklagmasi ve tutunmasi sonucu
olusturduklar1 tabakaya mikrobiyal dental biyofilm adi verilir. Mikrobiyal dental
biyofilm olusumu pelikilin olusmasiyla bagslar. Agizdaki sert ve yumusak dokularin
yiizeyi, temizlenmelerini izleyerek temel olarak glikoprotein yapisinda bir tabaka ile
kaplanmaya baslar. Yumusak doku ylizeylerinde keratinizasyon nedeni ile yogun bir
bakteri kolonizasyonu gézlemlenmezken sert doku yiizeylerinde pelikil mikrobiyal dental

plagin olusmasi icin uygun bir ortam hazirlar. izleyen siirecte dncelikle gram pozitif



fakiiltatif bakteriler pelikila tutunmaya ve yerlesmeye baslarlar. Pelikil artik
mikroorganizmalar1 da igeren mikrobiyal dental plaga donlismeye baslar. Baslangicta
gram pozitif aerob mikroorganizmalar egemenken, zaman igerisinde bu
mikroorganizmalarin tizerine tutunan gram negatif anaeroblar ile birlikte mikrobiyal
dental biyofilmin yapist degismeye baslar. Pelikil iizerine tutunamayan ama sekonder
olarak koagregasyon ile ortama yerlesen bu bakteriler arasinda Fusobacterium nucleatum

(Fn) ve Poryphoromonas gingivalis (Pg) one ¢ikar.!!

Dental biyofilm, minenin insizal ve orta 1/3’lik kisminda dil hareketleri ve
beslenmenin mekanik kuvvetleri ile ortadan kaldirilirken; minenin apikal 1/3’lik
kisminda ve dis eti olugunda daha rahat tutunur ve besin artiklarindan zengin bu kisimlar

bakteriler icin ideal koloni bdlgelerini olustururlar.?

2.1.2. Bakterilerin Patogenezdeki Rolii

Oral kavitede bulunan bakteri tiirleri, planktonik formda dokularda
barmamamaktadirlar ve ancak bir yiizeye tutunup koloni olusturarak varliklarimi
stirdiirebilirler. Bakteriler arasindaki miicadele ve her bireyin sahip oldugu farkl
bagisiklik yanitinin sonucu olarak bireyden bireye patolojik igerigi farkl olsa da biyofilm

yapisi benzerlik gosterir.

Periodontitis etyolojisinde mikrobiyolojik olarak rol oynayan en 6nemli bakteriler
gram negatif, fakiiltatif ve zorunlu anaerobik bakterilerdir (P.gingivalis, F.nucleatum,

P.intermedia, P.nigrescens, T.denticola, T.forsythia, C.rectus, E.corrodens, P.micros).**-
15

Mikroorganizmalarin etkisi 6n planda olmasina ragmen periodontal hastaliklarin
patogenezi ve bu siiregte mikroorganizmalarin rolii hala tim yonleri ile
anlasilamamistir.’® Bagisiklik sistemini kontrol eden genetik etkiler sonucu yetersiz
konak yaniti, g¢evresel ve sistemik risk faktorlerinin, periodontopatojen
mikroorganizmalarin ortamda egemenlik kazanmasi Saglikli bir dis etine sahipken, 6nce
gingivitisin baslamasi ardindan bir grup kiside gingivitisin periodontitise doniismesi

mikrobiyal dental biyofilmi etkileyen epigenetik degisimler sonucudur. 1718



2.1.3. F.nucleatum

F. nucleatum Gram-negatif, spor yapmayan, hareketsiz anaerobik bir patojendir.®
Adeziv 6zelligi ile 6n plana ¢ikan F.nucleatum, periodontal hastaligin siddetlenmesine
sebep olan siiregte P.gingivalis kolonizasyonuna yol agarak koprii gorevi goriir. F.
nucleatum ayni zamanda insan viicudundaki epitel ve endotelyal hiicreler, monositler,
eritrositler, fibroblastlar, konak molekiilleri (tiikiiriik makromolekiilleri, ekstraselliiler

matriks proteinleri vs.) dahil olmak iizere gesitli hiicrelere baglanir.?°

Dis eti olugunun yumusak doku duvarinmi orten epitel hiicreleri ile subgingival
bolgede bulunan ¢ok sayidaki kommensal (6rnegin F.n.) ve patojenik (6rnegin P.g.)
mikroorganizma spektrumu genis ve ¢ok degisken bir iligkiler agma sahiptir. Konak
hiicrelerini enfekte eden bakteriler, konak hiicrelerinde bir yanit olustururken,

bakterilerde konak hiicrelerinin yanitin1 manipiile etmeye calisirlar. %

P.g. ve F.n bir arada simbiotik bir etkilesime sahiptir.??> F.n. aside duyarli bir
mikroorganizma olan P.g. i¢in gereken koruma kalkanini olusturur.?* Ayrica P.g. 'nin
gelismesi i¢in gereken kapnofilik ortami olusturmasinin yanisira ortamdaki oksijen ve
hidrojen peroksidi de metabolize ederek ve karbondioksit salimini artirarak uygun mikro

cevreyi hazirlar 22

F.n. icerdigi FadA adezini ile hiicre baglanti molekiilii olan kadherinlere tutunur
ve viicuttaki pek ¢ok dokuyu enfekte eder. Bu baglanma hiicre-hiicre baglantilarinin
hiicreler aras1 kisimlarinda gergeklesir ve endotelyal seviyede gegirgenligi artirir.
Boylelikle FadA hem dogrudan konak hiicrelerin istilasina hem de hiicre g¢evresi
baglantilarin gevsemesi sonucu hiicre cevresi enfeksiyona sebep olur.!® F.n. yiizeyinde
bulunan adhesinler ile pek ¢ok mikroorganizmanin koagregasyonu igin uygun ortami

hazirlar.2827

Boylece sinirli adhesine sahip diger oral bakterilerin biyofilme ve oral
dokulara tutunma kapasitelerini artirir.?® P.g. yiizeyindeki galaktosid parcaciklar1 F.n
yiizeyindeki lektin ile tutunarak koagregasyonda gorev alirlar.???® F.n. daha diisiik
yikicilik diizeyinde bir yanit olustururken buna karsilik P.g. daha yikic1 bir yanit

gelistirir®,



2.1.4. P.gingivalis

Gram-negatif bir anaerob olan P.gingivalis, saglikli bireylerde konaga adapte
olmus bir patojen gibi dis eti olugunda bulunabildigi®* gibi, kronik ve siddetli diizeyde

32 P. gingivalis subgingival bolgede kendisine

periodontal hastaliklarda sik¢a goriiliir
uygun bir ortam hazirlar ve dis eti olugunun yumusak doku duvarini olusturan konak
epitel hiicreleri karmasik bir molekiiler diyalog gerceklestir.®® P.gingivalis, biyofilmi
disbiyotik yonde degistirir. Hem P. gingivalis hem de dis eti epitel hiicrelerinin birlikte
yasama adaptasyonu genom ¢apinda bir 6lcekte gerceklesir.332° P. gingivalis'in eksprese
edilen proteomunun yaklasik %401 epitel hiicreleri iginde igsellestirme ile modiile
edilir.3® Dis eti epitel hiicrelerinde, birkag bin gen, P. gingivalis ile enfeksiyonun
ardindan farkl sekilde eksprese edilir; bu durum P. gingivalis'e uyarlanmis bir yanittir ve
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, veya Streptococcus

gordonii bu 6zellige sahip degildir.3*%

Hastaliga yatkin bireylerde bu degisim periodontal dokularin yikimina sebep olur
ve hastaligin siddetlendigi, konak yanitinin kontrolden ¢iktig1 ve doku kaybinin ivme
kazandig1 bir yikim gériiliir*’8, P.gingivalis’in baslica mekanizmalar1 gingipainleri ve
protein sisteazlaridir (RgpA, RgpB, and Kgp). Bu molekiillerin yardimi ile konak yanitini

devre dis1 birakir.®®

P.g. kapsiilii F.n. ile birlikte olusan enfeksiyonda 6zgiin bir viriilans faktorii olarak
gorev yapar. Kapsiile bagh koagregasyon P.g. invazyonunun artmasina neden olarak
karma enfeksiyonda énemli bir rol iistlenir.?? P.g'nin iirettigi 15kotoksin ile nétrofillerin
kemotaksis yanitin1 baskilar.*® P.g nin sentezledigi tripsin benzeri bir proteaz olan olan
gingipain konak proteinlerini proteolitik etkileri ile denatiire ederek bagisiklik yanitim

zayiflatir,*142

Oral epitel hiicrelerinin P.g ile karsilagsmalari sonucunda IL-6
sentezlenmesini izleyerek periferik kandan ortama gelen mononiiklear hiicreler monosit
kemotatraktan protein-1 (MCP-1) ve interlokin-8 (IL-8) salgilar. Gingipainler, ayni
zamanda endotel hiicrelerinden salgilanan MCP-1 ve I1L-8’in yikimina yol agar.*! P.g. ve
diger patojenlere kars1 konak savunma mekanizmasi gelisirken bir yandan da doku yikimi

gelisir. Patojenlere kars1 makrofajlarimiz ve notrofillerimiz basta olmak iizere savunma

sistemi hiicrelerimiz ortama IL-1 salinimini artirilar. IL-1 aym1 zamanda kollagenaz



yapimint tetikler. Bakteri kokenli kollajenazin yanisira konak kokenli kollajenaz birlikte

hareket ederek bag dokusu yikimini baslatirlar.*®

P.g proteinazlarinin periodontal bag dokusunun major komponentlerinden tip I ve
tip 1V Kollajenini, ayrica ekstraseliiler matriks proteinlerini yiktig1 gosterilmistir. P.g
konak hiicrelerinden fibroblastlar tarafindan salgilanmakta olan kollajen, fibronektin ve
laminini yitkma yetenegine sahip olan pek ¢cok matriks metalloproteinaz (MMP)’1n ortaya
cikisin1 saglar.** MMP’ler gelisen periodontal cep igine bakteri girisine yanit olarak
iretilirler. Artan bakteri sayis1 ve bunlarin metabolik son iiriinlerine kars1 kontrol dis1 bir
doku yanit1 gelisir ve enflamasyon artar. P.g' nin periodontitis gelisim asamasinda TIMP-
1’i etkisiz hale getirdigi ve tip I kollajenin yikiminda rol aldigi gdsterilmistir.*
P.gingivalis ayrica MMP-2 ve MMP-9 iiretimini de indiikler.®®  P.gingivalis
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) sinyal yolagini aktive ederek dis eti epitel hiicrelerinde
apoptozu baskilayarak, bir subkutan ortam modelinde kendisinin ve kendisiyle birlikte

F.nucleatum’un hiicre icinde canliligini korumasini saglar.*34°

2.1.5. Konagin yaniti

Periodontal hastaliklarda patojen mikroorganizmalara kars1 ilk savunma tiikiiriikte
bulunan salgisal immunglobiilin A (sIgA) ve lizozomal enzimler tarafindan
gerceklestirilir. Ardindan dis eti olugu sivisinda bulunan nétrofiller ve immunglobiilin G
(IgG) mikroorganizmalara karst devreye girer.  Periodonsiyumun dogal konak
savunmasinda epitel ve bag dokusu bariyer gorevi iistlenir. Epitel hiicreleri bir yandan
bariyer gorevi goriirken bir yandan da orttiikleri bag dokusuna konak bagisiklik yaniti
icin gereken sinyalleri gonderir. Ayrica epitel hiicreleri arasinda yer alan dentritik
hiicreler bagisiklik sistemi hiicreleri i¢in antikor sunan hiicre fonksiyonu goriirler. Epitel
hiicreleri tarafindan bag dokusuna dogru salgilanan sinyal molekiilleri icerisinde 1L-8

onemli bir rol oynar.*®

Viicudumuzun bu patojenlere karsi ilk savunma yaniti epitel hiicreleri ve
notrofiller tarafindan olusturulur. Dis eti epitel keratinositleri ve altindaki bag dokusu
tabakasimnin fibroblastlar1 salgiladiklart molekiiller ve bu molekiillerin olusturduklari

sinyal kaskadlar1 ile (IL-1, IL-8, TNF-a, matriks metalloptoreinazlar, tiimoér nekroz



faktorleri, ¢ekirdek faktorii kappa-B, patojen ve hasar iliskili molekiiler paternler, patern
tanima reseptorleri, MCP-1, MCPIP-1, MALT-1) bireyin verdigi konak yanitini

olusturur.

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) bagisiklik yanitinin olugmasi ve
devaminda &nemli bir rol oynar.*’*® MCP-1 periodontal enflamasyonun en 6nemli

belirteclerinden birisidir. 4>

Periodontitis, patojen mikroorganizmalar ve konak yaniti arasindaki dengenin
lokal ve sistemik faktorler tarafindan etkilendigi enfeksiydz karaktere sahip enflamatuar
bir hastaliktir. Hastaligin ilerlemesi ve siddetlenmesinde 6nemli rol oynayan faktorlerden
birisi olan konak bagisiklik yaniti, hastaligi baslatan birincil etken olan mikrobiyal dental
plaktaki mikroorganizmalara karsi olusur. Bag dokusu ve alveol kemigi yikimi ile
sonuglanan siire¢, mikrobiyal dental plak- biyofilm ve konak bagisiklik sistemi arasindaki

dengenin bozulmasi, proenflamatuvar sitokinlerin saliniminin artmas ile baslar.!

Periodontal yikimda baskin rolii oldugu diisiiniilen sitokinlerden birisi IL-1 ’dr.
IL-1 salinimi lipopolisakkarit, endotoksin gibi mikrobiyal tirlinler tarafinda stimiile edilir.
Ayni zamanda IL-1’in kendisi de makrofajlardan IL-1 salinimini indiikler. IL-1’in
kemoatraktan 6zelliginden etkilenen I6kositler, T ve B lenfositleri ve antijen sunucu
hiicrelerini direkt veya dolayli olarak uyarabilir. Dis eti olugu sivisinda (DOS)
incelendiginde artmig IL-1 seviyesi ile gingivitis olusumu ve siddetli periodontitis

arasinda iliskili bulunmustur.?>*

IL-1B bag dokusu ve kemik dokusunun yikiminda énemli bir rol iistlenir. °2 Dis
eti olugu sivisinda artmig IL-1a ve IL-1P diizeyleri periodontal hastalik aktivitesi ile
iliskilidir>®4, IL-1Ra (IL-1 reseptdr antagonisti) gibi antienflamatuvar sitokinler ile
dokulardaki kontrolsiiz yikim ve proenflamatuvar sitokinlerin biyolojik aktiviteleri

baskilanmaktadir.>®

Kronik enflamatuar siire¢ler sonucunda konagin olusturdugu bagisiklik yaniti,
periodontitislerin seyrindeki kritik agsama olan bag dokusu ve alveolar kemigin yikimidir.
Y1ikim mekanizmalariin anlagilmasi, periodontal hastaliklarin tedavisinde, terapotik ve

koruyucu yaklasimlarin gelistirilmesinde biiyilk 6nem tasir. Konvansiyonel tedavi



mekanizmalarma ek olarak konak savunma mekanizmasini modifiye eden tedavi

arayislar1 artmaktadir.>®

Konak yanitinin periodontal yikimdaki rolii olduk¢a karmagsiktir ve hala tam
olarak aydmlanmamis bir¢ok mekanizmanin oldugu disiiniilmektedir. Son yillarda
“osteoimmiinoloji” olarak ifade edilen ve immiin sistem ile kemik metabolizmasi
arasindaki iligkiyi inceleyen bir kavram ya da arastirma alani {izerinde yogunlagilmstir.
Osteoimmiinolojinin anlagilmasinin; kemik rezorbsiyonu ile ilgili immunopatolojik
mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasina ve tam1 ve tedaviye yonelik yeni bakis agilarina
olanak saglayacag diisiiniilmektedir.°” Bu kavramdan hareketle, 6zellikle osteoklast
fonksiyonu ile iliskili, periodontitisin de dahil oldugu ¢esitli kemik hastaliklarinin
kontroliinde 3 6nemli molekiiliin kesfi doniim noktasi olmus, kemik metabolizmasi ve
kemik yikimu ile ilgili aragtirmalar yeni bir boyut kazanmistir. Bu molekiiller: Tiimor
nekrozis faktor-o (TNF-a) ailesinin iiyelerinden olan, NF-kB’nin reseptdr aktivatorii
RANK, onun ligandi RANKL ve RANKL’1 inhibe eden OPG’dir. Ayn1 zamanda,
konagin immiin-enflamatuvar yaniti sonucu ortaya ¢ikan proenflamatuvar sitokinlerin de
periodontal kemik yikimimdan sorumlu olduklar diisiiniilmektedir.® 1L-6, osteklastik
aktiviteyi, osteoblastik ve osteoklastik etkilesimleri artirir. Yiiksek orandaki IL-6 oranlari
kemik rezorbsiyonunu artirirken, fizyolojik miktarlar diger sitokinlerle etkilesim i¢inde
olmadig siirece bu islevi gdrmezler. *° IL-6’nim artmis oranlari, RANKL oranlarimi da

artirmaktadir.

IL-17, RANKL salinimim artirir ve beraberinde OPG salinimini da azaltir. Bu

durumda osteoklast formasyonunu artirarak, kemik yikimina sebep olur. °

Glinlimiizde periodontitislerin patogenezinin anlasilmasi i¢in kemik yikiminda

yer alan mediatdrler ve sitokinlerin arastirilmast devam etmektedir.

2.2. MCPIP-1

Dis eti keratinositlerinin salgiladigi molekiillerden bir tanesi de monosit
kemotaktik protein-1 ile indiiklenen protein-1’dir (MCPIP-1). Bu RNase molekiilii hiicre
icinde bulunan mRNA miktarin1 dengeler. MCPIP-1’e dis eti keratinositleri diginda
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kardiyak miyositlerinde, primer hepatositlerde, kemik iligi hiicrelerinde, romatoid artrit

hastalarinin fibroblastlar1 gibi dokularda da rastlanilabilir.

Monosit kemoatraktan proteini ile indiiklenen protein-1 (MCPIP-1), patojenlere
kars1 enflamatuar yanit1 inhibe eden ve makrofaj enflamasyonunun, bagisiklik sistemi
hiicrelerinin aktivasyonunun ve ayrica endotelyal aktivasyonun ana kontrolorii olarak

gdrev yapan bir konake1 enflamatuar yanit sitokin RNase’dir.561-63

MCPIP-1"in ilk tanim1 bakteriyel endotoksin sinyallesmesinin negatif regiilatorii
oldugu yoniindedir ve interlokin 1 beta (IL-1p) and IL-6 gibi proenflamatuar sitokinlerle

baglantilidir.*71064

Bagka ¢aligmalar MCPIP-1 proteininin ¢inko bazli bir ucu oldugunu (CCCH) ve

PilT N-terminal niikleaz bblgesi oldugunu gostermistir.®

Regnase-1 olarak da adlandirilan MCPIP-1, ubikuitin baglayicit ve RNase benzeri
PIN alanlarindan olusan ¢ok alanli bir proteindir. Her iki alan da MCPIP-1'in anti-
enflamatuar fonksiyonunun ¢ok &nemli belirleyicileridir. Deubikuitinasyon islemine
katilimi, LPS ve IL-1 aile indiikklenen NF-kB sinyal yolunun inhibisyonunu saglarken
Ayrica MCPIP-1, hiicre farklilagsmasi, osteoklastogenez, anjiyogenez, adipogenez ve

hiicre 6liimii siireglerinde rol oynuyor gibi goriinmektedir.®®

Cinko ucu MCPIP-1"e niikleik asitlerle baglanma 6zelligi katarken, PIN bolgesi
de sitokin kodlayan transkriptlerin siirekliliginden ve RNase aktivitesinden sorumludur.
(IL-1B, IL-6, I1L-8, and IL-12p40)°656°

MCPIP-1 aym1 zamanda deubikuitinaz aktivitesi ile proteinlerden ubikuitin

molekiillerini ayirabilir ve JNK ile NF-kB sinyal yollarim sekteye ugratabilir.”

Bu fonksiyonlar MCPIP-1’in anti enflamatuar 6zelliklerini gosterirken enfekte

dokularin homeostazinda énemli bir rol oynadigini da vurgular.
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2.3. Lenfoid doku lenfoma translokasyon proteini (MALT)-1

Dis eti, mikroorganizmalar tarafindan penetre edildiginde ve konak yaniti
olusmaya basladiginda konagin hiicreleri bakterileri taniyan patojen tantyici molekiiler
diizenekler (pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)), ve 6zellesmis diizenek
taniyic1 reseptorler (specialized pattern recognition receptors (PRRS)) sayesinde ilk

yanit1 olusturmaya baslar.®

Enflamasyonun kontrol altina alinmasi i¢in dis eti dokularinda PRR sinyalinin
diizenlenmesi gerekmektedir fakat bu dokular oral kavitede devamli bakteriye maruz

kalmaktadirlar.

Diizenleyici gorevi dis eti keratinositleri iistlenirler ve iltihabi durumdan firsat

bilen periodontal patojenlerin ¢ogalmasim sinirlandirirlar.®

PR dis eti keratinositlerinin salgiladigi molekiillerden bir tanesi de monosit
kemoattaraktan protein-1 ile indiiklenen protein-1’dir (MCPIP)-1). Bu RNase molekiilii

hiicre iginde bulunan mRNA miktarin1  dengeler.®

Bu molekiiliin faaliyeti
Zc3h12a geninin iriini olarak ve MCP-1 tarafindan indiiklenen bir faktér olarak
tanimlanmistir. Monositleri ve makrofajlart bdlgeye cagiran bir kemoatraktandir ve

kronik enflamatuar durumlarda goriiliir.>%

MALT-1 (mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1)
bagisiklik sistemi hiicrelerinde sinyal iletimi igin kritik olan bir CARMA1-BCL10-
MALT-1 signalosomunun  bir bilesenidir. Son calismalar, MALT-1"in ayrica,
enflamatuar sinyallemenin negatif diizenleyicilerini pargalayarak bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonuna katkida bulundugu, arginin-spesifik bir proteaz olarak da hareket ettigini
gostermistir. Bunun yan1 sira, MCPIP-1'in ayrica lenfositlerde ve makrofajlarda MALT-
1 proteazinin bir hedefi oldugunu gostermektedir. MALT1 proteaz aktivitesinin MI-2
(MALT-1'in bildirilen bir kovalent inhibitorii) ile farmakolojik inhibisyonu,
makrofajlarda MCPIP1 ekspresyonunu segici olarak artirabilir ve LPS ile indiiklenen

sistemik enflamasyonu tersine gevirebilir. 871

Regnase-1 ve Roquin'in MALT-1 tarafindan proteolitik inaktivasyonu, sitokinleri ve

diger aktivasyon mediatdrlerini kodlayan mRNA'larin stabilizasyonuna yol agar. MALT-
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l'in proteaz aktivitesinin bagisiklik tepkisi i¢in biyolojik 6nemi, MALT-1'in Kkatalitik
olarak inaktif bir formunu eksprese eden fareler ile yapilan son ¢aligmalarla adaptif ve

dogustan gelen bagisiklik tepkilerinde énemli eksiklikler oldugu vurgulanmustir. 2
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Insan Gingival Keratinosit Hiicre Kiiltiirii

Finlandiya Helsinki Universitesi’nden Dr. M. Mikeli tarafindan saglanan, saglikli
insan dis eti epitel dokusundan biyopsi yontemi ile elde edilmis olan insan gingival

Keratinositleri (IGK) ile hiicre kiiltiirii yapildi. "

Insan gingival keratinosit hiicre serisi keratinosit serumu icermeyen fakat
rekombine insan epidermal biiylime faktorii ve sigir hipofiz 6zii ve antibiyotik (100
IU/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin) (Kat. no. 15140-122; Gibco, Bethesda, MD,
ABD) iceren medya ile 37°C sicaklikta ve 5% CO, yogunlugunda 75 cm? lik hiicre
kiiltiirii sigelerinin i¢inde inkiibatorde biyiitiilldii (Resim 2 & Resim 3).

Resim 1. Spektrofotometre
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Resim 3. Hiicre Kiiltiirii Yapilan Ozel Siseler

Keratinosit kiiltiir medyas1 haftada iiger sefer taze medya ile degistirildi ve IGK

hiicreleri %80-90 yogunluga ulastiklarinda haftalik pasajlar1 gergeklestirildi.
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3.2. Bakteri Kiiltiiri

Biitlin deneylerde eski adiyla Ulusal Halk Saglig1 Enstitiisii olan Fin Saglik ve
Refah Enstitiisiiniin Anaerob Referans Laboratuarindan temin edilmis Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277) ve Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), bekletildigi -
70°C siit tozu stoklarindan almip, 5 mg L™ hemin ve 10 mg L™ K1 vitamini igeren
Brucella kan agari plakalarina ekildi (Resim 5). Brucella agar plakalari anaerobik
odacikta (Whitley A35 Anaerobic Workstation, Don Whitley Scientific Ltd., West
Yorkshire, UK) %10 Hz, %5 CO> ve %85 N2 gazlari i¢eren ortamda 37 °C atmosferde 72
saat buyltildii (Resim 4). Saf kiiltiir elde edilebilmesi i¢in her 3-4 giinliik biiyiime
dongiisiinde belirgin bakteri kolonileri yeni agar plakalarina tagindi ve ayni inkiibasyon
kosullar1 korunarak devamlilik saglandi. Tiim deneylerde bakterilerin fosfat tampon
sollisyonlarinda bekletildikleri silispansiyon soliisyonlar olusturuldu ve soliisyon
yogunluklar1 0.6 optik densiteye ayarlandi (P. gingivalis i¢in 670 nm’de 3x108 CFU/mL
ve F. nucleatum igin 620 nm’de 6x108 CFU/mL.).

Resim 4. Bakteri Kiiltiirii Oksijensiz Ortam
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3.3. P. gingivalis LPS ve IL-1p Stok Soliisyonlarinin Hazirhg

P. gingivalis LPS ultra-saf stok soliisyonu (1 mg/mL), 1 mg ultra-pure P.
gingivalis LPS‘in (Cat #tIrl-ppglps Invivogen, San Diego, ABD) 1 mL endotoksinsiz suda
¢ozlindiiriilmesi ile olusturuldu. IL-1B stok soliisyonu (100 pg/mL), 100 pg IL-18’nin
(Recombinant Human IL-1p cat # RH-P0168 Genemed Sytnhesis Inc., San Antonio,

Texas, ABD) 1 mL endotoksinsiz suda ¢6ziindiiriilmesi ile olusturuldu.

Resim 5. Bakteri Agar Besiyeri

Resim 6. Sekonder Antikorlar
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3.4. Tek Kath Keratinositlerin Bakteri, P.g. LPS ve IL-1p ile Inkiibasyonu

Dis eti epitel hiicreleri (her kuyucukta 3x10°) 12 kuyucuklu plakalarda (Corning Inc.,
Corning, NY, ABD) inkiibe edildiler (Resim 13). Hiicreler kuyucuk yiizeyine yiizde 80-
90 oraninda yayildiklarinda iicer kere fosfat tamponlu soliisyon ile yikandilar ve taze
DMEM medya eklenmesini takiben P. gingivalis (1x10" CFU/ml), F. nucleatum (1x10’
CFU/ml) Pg LPS (1 pl/ml, InvivoGen, San Diego, CA, USA) veya IL-1 ilave edildi,
boylelikle her hiicrenin sayica 50’ser ve 100’er kat1 kadar bakteri ile deneylere basland1
(Resim 12). Ayrica IGK hiicreleri 1s1 ile 6ldiiriilmiis (95 derece sicaklikta 5 dakika) P.
gingivalis (MOI 1:100) ve serin ve sistein proteaz i¢eren (7 mL’de 50 mg) P. gingivalis
soliisyonlart ile inkiibe edildiler. Kontrol grubu hiicrelerine sadece taze hiicre medyasi
konuldu. 2,6 ve 24 saat (10% H>, 5% CO2, and 85% N> ortami) inkiibasyon siirelerinin
ardindan, her kuyucuktaki medya toplandi ve hiicreler tiger kere FTS ile yikanip 200 uL
lik lizat tamponu (Tris—HCI pH 7.4) ilave edildi, dakikada 250 tur donen karistiricida 10
dakika boyunca bekletildiler (Resim 8). Hiicreler kazinarak hareketli hale getirildi ve
lizatlar eppendorf tiiplerine toplanip ultrasondan gegirildi. Immiinoblot analiz
asamalarinda kullanilmak tizere -70 °C’lik derin dondurucuda saklandilar (Resim 7). Bir
baska hiicre grubuna kazima isleminden sonra Trizol (1 mL, Invitrogen.Cat. No 15596-
018 CA, ABD) eklendi ve lizatlar eppendorf tiiplerine konarak mRNA izolasyonunda

kullamilmak tizere -70 °C’lik derin dondurucuda saklandilar.

Resim 7. -70°C Derin Dondurucu ve Bradford Testi Cozeltisi
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Resim 8. Lizis Tampon Cozeltisi

Bu deneylere paralel olarak P. gingivalis, F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-
1B’nin hiicre canliligina etkisinin kontrolii i¢in benzer bir grup hiicre kiiltiirii yetistirildi
ve canlilik kiti (CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(Promega Corporation, W1, ABD) eklendi.

3.5. MCPIP-1 ve MALT-1 Protein Salimmmnin Degerlendirilmesi ve Immiinublot

Analizleri

Her 6rnegin protein seviyesi Bradford methodu (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD)
ve Skanlt™ Mikroplaka Okuyucu Yazilimi (Katalog numarasi: 5187139 Thermo

Scientific™, Danimarka) yardimu ile tespit edildi (Resim 9).

Toplanmis olan hiicre lizatlarindaki MCPIP-1 ve MALT-1 protein seviyesi analizi
icin Western blot yontemi kullanildi. Laemmli tampon soliisyonu (Katalog, #1610747,
Bio-Rad, ABD) ve merkaptoethanol (Lot #17H1247 Sigma-Aldrich Chemie Gmbh
Steinheim, Almanya) sirasiyla 9’a 1 oraninda karistirildi ve her 6rnekten esit miktarda
protein eklendi. Sonrasinda bu 6rnek karisimlar1 95°C’de 5’er dakika boyunca 1sitilarak
protein yapisi bozuldu. Ornekleri birbirlerinden ayirmada Sodium Dodesil Siilfat (SDS)
—ve yogunlugu %15 olan Sodyum poliakrilamid jeller kullanildi (Resim 10). Elektroforez
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asamasinda sonra proteinler membranlara (Trans-Blot® Turbo™ Transfer Sistemi, Bio-
Rad, CA, ABD) tasind1 ve 1 saatlik blotun ardindan gece boyunca +4 derecede MCPIP-
1 ve MALT-1 primer antikor’lari ile inkiibe edildiler (MCPIP-1; 1:750 seyreltme, # PA5-
24458; Thermo Fisher, ABD ve MALT-1; 1:1000 seyreltme, # PA5-79622;
Thermofisher, Cin Halk Cumhuriyeti). Sekonder Antikor asamasi i¢in membranlar
seyrekligi 1:10.000 olan goat anti-Rabbit 1gG (H+L) (Katalog no. # 31460; Thermo
Fisher, ABD) antikor ve StrepTaktin-Horse radish peroksidaz (HRP) eslenigi (1:10000
seyreltme # 1610381; Institut fiir Bioanalytik GmbH, Almanya) ile de 1’er saat inkiibe
edildiler (Resim 6 & Resim 15). HRP tespiti Novex® ECL Chemiluminesant Substrat
Reagent Kiti ile (Invitrogen, CA, ABD) yapildi ve bantlar ChemiDoc™ MP Goriintiileme
Sistemi (Bio-Rad, CA, ABD) yardimiyla tarandi. Protein yiiklemesinin esitliginden emin
olmak i¢in blotlar anti-f3 -aktin antikor ile de boyandi (1:10000, # PA1 16889, Thermo
Fisher, ABD). Yogunluk analizi i¢in ticari ImageJ yazilimi (National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, ABD) kullanild1 ve biitiin ¢alismalar {iger kere iigerli olarak
tekrarlandi (Resim 11).

Resim 9. Bio-Rad Mikroplaka Okuyucu
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Resim 10. SDS-PAGE Tanki
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Resim-11. ImageJ Program
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3.6. MCPIP-1 ve MALT-1 Gen Ekspresyonunun Tespiti

Trizol (Invitrogen) yardima ile biitlin RNA, hiicre lizatlarindan ¢ikarildi, bu ¢ikarilan
RNA’nin safligi ve konsantrasyonun tespiti icin Nano Drop Lite Spektrofotometre

(Resim 1) (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finlandiya) kullanildi.

[lk c¢cDNA ipligi, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Cat. no.
04379012001; Roche, Mannheim, Almanya) kullanilarak 500 ng’lik RNA’dan
sentezlendi. RT-qPCR reaksiyonlari, 2 pL’lik sablon cDNA, 1 pL’lik gen spesifik
primer-prob karigimi (MCPIP-1: Hs00962356, MALT-1: Hs01120060, Thermo Fisher,
USA) ve 10 pL FastStart Essential DNA Probes master karistmi (Roche, Mannheim,
Germany) ile 20-pL hacimde yapildi. Kontrol gen olarak GAPDH kullanildu.

Reaksiyonlar Light Cycler 96 (Roche) i¢inde, baglangi¢ denatiirasyonii 95 °C’de 10
dakika, 95 °C’de 30 saniye ve 60 °C’de 30 saniye olmak iizere 45 dongiide
gerceklestirildi. Biitlin reaksiyonlar tiger kez tekrarland1 ve ekspresyon seviyeleri delta Ct

methodu ile analiz edildi.

3.7. Organotipik Dis Eti Epiteli Modelinin Olusturulmasi

Dis etini temsil eden ii¢ boyutlu oral mukoza modeli gegmis literatiirde
tanimlanana yonteme gore olusturuldu.” " Kisaca, saglikli insan biyopsi 6rneklerinden
elde edilen dis eti keratinositleri ve fibroblastlar1 (Keratinositler’® ve fibroblastlar’® %10
cenin buzagi1 serumu, %1 temel amino asit ve antibiyotik i¢geren Dulbecco modified Eagle
medyasinda (DMEM) 37°C’de %5’lik COz ‘li ortamda yetistirildi.
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Resim 12. DMEM Ortami, PBS Cozeltisi ve Tripsin

Cok katli kiiltir modelinin olusturulabilmesi i¢in insan dis eti fibroblastlar
3x10°/mL yogunlugunda kolajen soliisyonlarinin iginde (Vitrogen, Cohesion
technologies, CA, ABD) askida bekletildi ve daha sonra 10 mm’lik kiiltiir insertlerine
(ThinCert, Greiner Bio-One, LA, ABD) kondu. On iki kuyucuklu plakalara tasindi ve
katilagsmasi i¢in 24 saat beklendi.

Resim 13. On iki Kuyucuklu Plaka
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Resim 14. Hiicre Kiiltiirii Inkiibatorii

Kiltiirti yapilan insan dis eti keratinosit hiicreleri kollajen-fibroblast jellerin
tizerine ekildi. Hiicrelerin yayginlagsmasinin ardindan kiiltiirler sivi-hava gecis seviyesine
kadar yiikseltildi ve yedi ila on dort giin boyunca biiyiitiildii. Dis eti keratinositleri
kolajen-fibroblast jellerin iizerine yogunluklar1 8x10%mL olacak sekilde serpildi ve
hiicreler ¢ogalarak kalabaliklastiklarinda insertler metal 1zgaralarin {izerine
yerlestirildiler, boylelikle hava-sivi arayiizii saglanmig oldu. Modelin bu halinin de 14
giin biiyiimesi beklendi. Kiiltiirler 37°C nemli bir atmosferde (95% hava ve 5% CO?)
deneylerden 6nce 7 giin inkiibe edildiler.

3.8. Organotipik Dis Eti Epiteli Modelinin Bakteri, P. gingivalis LPS ve IL-1p ile

Inkiibasyonu

Organotipik oral mukoza modeli nitroselliiloz filtreden (MF-Millipore™, Katalog
no # HABP02500, Tullagreen Carrigtwohill Co. Cork, [rlanda)
damlatilan P.gingivalis (3x10° CFU), F. nucleatum (3x10°CFU), P. gingivalis LPS
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(10 ng) ve IL-1P (150 pg) ile uyarildi. 39 7" Sadece membran iceren bir grup model
kontrol grubu olarak hazirlands. iki saatlik inkiibasyondan sonra modeller %10 formalin
iceren fosfat tampon soliisyonuna sabitlendi ve -20°C’de gece boyunca bekletildikten

sonra parafinin i¢ine gomiildii.

3.9. Organotipik Dis Eti Epitel Modelinin immiinohistokimyasal Incelemesi

Parafin bloklarda bulunan 6rnekler 5 pm’lik kalin kesitler olusturacak bigimde
kesildikten sonra immiinohistokimyasal prosediirlerden ge¢cmek {izere lamellere

yerlestirildiler.

Immiinohistokimyasal boyamalar hematoksin ve eosin (H&E), thymidine blue ve
Ki- 67, MCPIP-1 ve MALT-1 i¢in olan boyamalar otomatik immiin boyayici kullanilarak
(The Lab Vision Autostainer automated immunostaining system, Lab Vision
Corporationeurope) ve rutin prosediirlere bagli kalinarak gergeklestirildi, iki kere beser
dakika boyunca in 1 mmol/L citrate buffer (pH 6.0) i¢cinde mikrodalga verildi ve bu
asamay1 takiben 3%’liikk H20z2 ile endojen peroksidaz blokaj1 gerceklestirildi.

Primer antikorlar (MCPIP-1 Antikoru [(1:200 seyreltme) ve MALT-1(1:100
seyreltme)] ve biotinlenmis ikinci antikor ile tespit edildi. Membranlar 1 saat boyunca
seyrekligi 1:10.000 olan goat anti-Rabbit 1gG (H+L) (Katalog no. # 31460; Thermo
Fisher, ABD) Antikoru ile inkiibe edildiler ve gorsellestirilmeleri horseradish peroxidase
tamponu icindeki 3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride ile yapildi. MALT-1 i¢in
insan akciger dokusu ve MCPIP-1 i¢in insan bobrek dokusu pozitif boyama kontrollerini

olusturdular. Birincil antikor igermeyen fazla setler de negatif kontrol olarak boyandi.

Immiinohistokimyasal boyamalar Leica 1sik mikroskobunun altinda (Leica
DMLB, Leica, Wetzlar, Almanya) degerlendirildi ve yiiksek ¢oziiniirliikklii goriintiiler
sinyal yogunluklarinin analizi i¢in fotograflandi (Leica DC 300 V 2.0 Leica, Wetzlar,
Germany). Fotograflarin ImageJ programi (version 1.46c¢; Rasband WS, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, ABD) ile taranmasmin ardindan

immiinohistokimyasal goriintii analiz programi Toolbox Plugin Version2 (National



25

Institutes of Health, Bethesda MD, ABD) kullanildi. Boyamalarin yogunluklari hem

epitelden hem de bag dokusundan segilen bolgelerde incelendi.

Resim 15. MCPIP-1 Primer Antikoru

3.10. istatistiksel Analiz

Biitiin analizlerde IBM SPSS Statistics (version 26, IBM, NY, ABD) programi
kullanild1. Tiim gorsellerde gubuklar ortalama degerleri ve standart sapmalar1 temsil
etmektedir. Tek yonlii varyans analizini (ANOV A) takiben post-hoc Tukey testi de seviye

farklarinin analizinde kullanildi. < 0.05 p degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. P. gingivalis, F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1f’nin insan Dis Eti

Keratinositlerinin Canhhgina Etkisi

Insan dis eti keratinositlerinin 2, 6 ve 24 saatlik P. gingivalis (ATCC 33277), F.
nucleatum (ATCC 25586), P. gingivalis LPS ve IL-1B inkiibasyonlar1 sonrasindaki
canliligi Sekil-1’de verilmistir. 2 saatlik F. nucleatum (MOI 1:50&1:100) inkiibasyonu
sonrasinda IDK proliferasyonunun artig1 (p=0.005 and p=0.003 sirasiyla) goriildii. P.
gingivalis IDK proliferasyonlarini 6 ve 24 saatlerde baskilad1 (p<0.001). P. gingivalis
LPS ve IL-1B inkiibasyonlarinin IDK hiicrelerinin proliferasyonlarina etki etmedigi
gozlemlendi (Sekil-2,3).

4.2. P. gingivalis, F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1p’min Tek Kath insan Dis
Eti Keratinositlerinin MCPIP-1 Protein Salinimina Etkisi

Insan dis eti keratinositlerinin 2,6 ve 24 saatlik P. gingivalis (ATCC 33277), F.
nucleatum (ATCC 25586), P. gingivalis LPS ve IL-1B inkiibasyonlari sonrasindaki
MCPIP-1 protein salinimlar1 Sekil-4,5,6’da verilmistir. P. gingivalis tiim inkiibasyon
stirelerinde MCPIP-1’1 yikmig gibi gériindii. MCPIP-1 protein salinimi F. nucleatum
tarafindan (MOI 1:100) 2 saatlik inkiibasyonun sonunda baskilandi (p=0.003). 24 saatlik
inkiibasyonun sonunda MCPIP-1 protein salinimlar1 F. nucleatum (MOI 1:50) (p<0.001),
F. nucleatum (MOI 1:100) (p<0.001), P. gingivalis LPS (p<0.001) ve IL-1p (p=0.003)
tarafindan baskilandi. F. nucleatum (MOI 1:50), P. gingivalis LPS ve IL-1f ile 2 ve 6

saatlik inkiibasyonlardan sonra MCPIP-1 protein seviyelerinde fark gozlemlenmedi.

4.3. P. gingivalis, F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1p’min Tek Kath insan Dis
Eti Keratinositlerinin MALT-1 Protein Salimmmina Etkisi

Insan dis eti keratinositlerinin 2,6 ve 24 saatlik P. gingivalis (ATCC 33277), F.
nucleatum (ATCC 25586), P. gingivalis LPS ve IL-1p inkiibasyonlar1 sonrasindaki
MALT-1 protein salimimlar1 Sekil-7,8,9’da verilmistir. MALT-1 protein salinimi F.
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nucleatum (MOI 1:50) (p=0.011), F. nucleatum (MOI 1:100) (p<0.001), P. gingivalis
LPS (p=0.016) ve IL-1B (p=0.022) tarafindan 2 saatlik inkiibasyonun sonunda baskilandi
(Sekil-7). P. gingivalis tiim inkiibasyon siirelerinde MALT-1’1 yikmis gibi goriindii. 6 ve
24 saatlik inkiibasyonlarda MALT-1 seviyelerinde fark gbzlemlenmedi (Sekil-8,9).

4.4. P. gingivalis, F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1p’min Tek Kath insan Dis
Eti Keratinositlerinin MCPIP-1 ve MALT-1 mRNA Salimmmina EtKisi

Insan dis eti keratinositlerinin 2, 6 ve 24 saatlik P. gingivalis (ATCC 33277), F.
nucleatum (ATCC 25586), P. gingivalis LPS ve IL-1B inkiibasyonlar1 sonrasindaki
MCPIP-1ve MALT-1 mRNA salinimlar1 Sekil-10,11,12,13,14,15te verilmistir. MCPIP-
1 mRNA sentezi F. nucleatum [MOI 1:50 (p=0.007) & 1:100 (p=0.005)] tarafindan 2

saatlik inkiibasyon sonunda artirilmstir (Sekil 10).

6 saatlik inkiibasyonun ardindan MCPIP-1 mRNA sentezi P. gingivalis (MOI 1:100)
(p=0.01), F. nucleatum [MOI 1:50 (p=0.046) &1:100 (p=0.013) ve IL-1B (p=0.022)
tarafindan artinlmistir. 24 saatin sonunda ise MCPIP-1 mRNA sentezi F. nucleatum
[MOI 1:50 (p=0.02) &1:100 (p=0.010)] tarafindan artirild1 (Sekil-15). 2, 6 ve 24 saatlik
P. gingivalis, F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1B inkiibasyonlarinin sonundaki
MALT-1 mRNA salinim seviyeleri Sekil-11.12,13,14,15’tedir. Herhangi bir zamanda
MALT-1 mRNA seviyelerinde belirgin bir fark tespit edilmemistir.

4.5. Tek Kath insan Dis Eti Keratinositlerinin Is1 ile Oldiiriilmiis P. gingivalis
velveya Proteaz inhibitérii iceren P. gingivalis ile Inkiibasyonu Sonucu MCPIP-1 ve
MALT-1 Salinimlar:

Insan dis eti keratinositlerinin 2, 6 ve 24 saatlik P. gingivalis (ATCC 33277), proteaz
inhibitorii (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail) ve 1s1 ile
oldiirtilmis P. gingivalis (MOI 1:100) inkiibasyonlar1 sonrasindaki MCPIP-1 ve MALT-

1 salimim seviyeleri analiz edilip Sekil-16,17 ve 18’de verilmistir.
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MCPIP-1 ve MALT-1 proteinleri P. gingivalis 1s1 ile oldiiriildiigii zaman tiim
zamanlarda saptandi. Proteaz inhibitorii tek basina MCPIP-1 veya MALT-1 yikimina
engel olamadi (Sekil-16,17,18).

4.6. P. gingivalis, F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1p’min Organotipik Moral
Mukoza Modelinde Protein Salimimina Etkisi

Iki saatlik P. gingivalis (ATCC 33277), F. nucleatum (ATCC 25586), P.
gingivalis LPS ve IL-1p inkiibasyonunun ardindan organotipik oral mukoza modelinin
MCPIP-1 ve MALT-1 protein salimimlar1 Sekil-19,20 ve 21°de verildi. Test gruplarinda
MCPIP-1 ve MALT-1 protein salinim seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark goriilmedi.
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Insan Dis Eti Keratinositlerinin Proliferasyonu
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Sekil 1. insan Dis Eti Keratinositlerinin Canlihgim 2 Saat inkiibasyon Sonrasi

Degerlendiren Grafik

Keratinosit canlilig1 P. gingivalis ile inkiibe edilen gruplarda diisiikken, F.nucleatum ile

inkiibe edilen gruplarda istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksektir (Sekil 1).



Insan Dis Eti Keratinositlerinin Proliferasyonu
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Sekil 2. insan Dis Eti Keratinositlerinin Canlihgimi 6 Saat inkiibasyon Sonrasi

Degerlendiren Grafik

P. gingivalis ile inkiibe edilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli baskilanma
gozlemlenmistir (Sekil 2).
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Insan Dis Eti Keratinositlerinin Proliferasyonu
(24 saat)
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Sekil 3. insan Dis Eti Keratinositlerinin Canlihgimi 24 Saat Inkiibasyon Sonrasi

Degerlendiren Grafik

P. gingivalis ile inkiibe edilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli baskilanma

gozlemlenmistir.
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MCPIP-1 protein salinimi
(2 Saat)
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Sekil 4. insan Dis Eti Keratinositlerinde 2 Saatlik Inkiibasyon Sonras1 A¢iga Cikan
MCPIP-1 Miktarim1 Gosteren Grafik

F. nucleatum 1:100 grubunda istatistiksel olarak anlamli baskilanma goriilmiistiir. P.

gingivalis ile inkiibe edilen gruplarda yikim sonucu sinyal goriilmemistir.
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MCPIP-1 protein salinimi
( 6 Saat)
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Sekil 5. insan Dis Eti Keratinositlerinde 6 Saatlik inkiibasyon Sonrasi A¢iga Cikan
MCPIP-1 Miktarim Gosteren Grafik

Anlaml bir fark gézlemlenmemistir. P. gingivalis ile inkiibe edilen gruplarda yikim

sonucu sinyal goriilmemistir.
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MCPIP-1 protein salinimi
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Sekil 6: insan Dis Eti Keratinositlerinde 24 Saatlik inkﬁbasyon Sonrasi A¢iga Cikan
MCPIP-1 Miktarim Gosteren Grafik

Biitiin gruplarda istatistiksel olarak anlamli baskilanma gozlemlenmistir. P. gingivalis

ile inkiibe edilen gruplarda yikim sonucu sinyal goriilmemistir.
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MALT-1 protein salinimi
( 2 Saat)
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Sekil 7. insan Dis Eti Keratinositlerinde 2 Saatlik inkiibasyon Sonras1 A¢iga Cikan
MALT-1 Miktarim Gésteren Grafik

Biitiin gruplarda istatistiksel olarak anlamli baskilanma g6zlemlenmistir. P. gingivalis

ile inkiibe edilen gruplarda yikim sonucu sinyal goriilmemistir.
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MALT-1 protein salinimi
( 6 Saat)
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Sekil 8. insan Dis Eti Keratinositlerinde 6 Saatlik Inkiibasyon Sonras1 A¢iga Cikan
MALT-1 Miktarim1 Gésteren Grafik

Istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir. P. gingivalis ile inkiibe edilen

gruplarda yikim sonucu sinyal goriillmemistir.
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MALT-1 protein salinimi
( 24 Saat)
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Sekil 9. insan Dis Eti Keratinositlerinde 24 Saatlik inkiibasyon Sonrasi1 Aciga
Cikan MALT-1 Miktarim Gosteren Grafik

Istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmemistir. P. gingivalis ile inkiibe edilen

gruplarda yikim sonucu sinyal goriilmemistir.
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MCPIP-1 mRNA Salinimi
(2 saat)
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Sekil 10. Insan Dis Eti Keratinositlerinde 2 Saatlik inkiibasyon Sonrasi A¢iga
Cikan MCPIP-1 mRNA Miktarini Gosteren Grafik
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MCPIP-1 mRNA salinimi F. nucleatum gruplarinda anlamli fark olusturacak sekilde

artmigtir.
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MCPIP-1 mRNA Salinimi
(6 saat)
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Sekil 11. insan Dis Eti Keratinositlerinde 6 Saatlik inkiibasyon Sonrasi Aciga
Cikan MCPIP-1 mRNA Miktarim Gosteren Grafik

MCPIP-1 mRNA salinimi P.gingivalis 1:100 grubunda, F. nucleatum gruplarinda ve IL-
1Bgrubunda istatistiksel fark yaratacak boyutta artmistir.



MCPIP-1 mRNA Salinimi
(24 saat)
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Sekil 12. insan Dis Eti Keratinositlerinde 24 Saatlik inkiibasyon Sonras1 Aciga
Cikan MCPIP-1 mRNA Miktarim Gosteren Grafik

F. nucleatum ile inkiibe edilen gruplarda MCPIP-1 mRNA miktarinda istatistiksel

olarak anlamli artis gézlemlenmistir.
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MALT-1 mRNA Salinimi
(2 saat)
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Sekil 13. Insan Dis Eti Keratinositlerinde 2 Saatlik inkiibasyon Sonrasi A¢iga
Cikan MALT-1 Miktarimn Gosteren Grafik

Istatistiksel olarak anlaml1 bir fark gdzlemlenmemistir.
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MALT-1 mRNA Salinimi
(6 saat)
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Sekil 14. insan Dis Eti Keratinositlerinde 6 Saatlik inkiibasyon Sonrasi Aciga
Cikan MALT-1 mRNA Miktarim Gosteren Grafik

[statistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlenmemistir.



MALT-1 mRNA Salinimi
( 24 Saat)
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Sekil 15. insan Dis Eti Keratinositlerinde 24 Saatlik Inkiibasyon Sonrasi A¢ciga
Cikan MALT-1 mRNA Miktarim Gosteren Grafik

[statistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
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Sekil 16. 2 Saatlik Inkiibasyon Sonrasi B -aktin, MCPIP-1 ve MALT-1 Protein

Salimim Profillerini Gosteren Grafik

P. gingivalis grubu ve inhibitorlii P. gingivalis grubunda keratinositlerin yikimi
goriilmistiir. Is1 ile dldiiriilen P. gingivalis ve 1s1 ile 6ldiiriiliip inhibitér ilave edilen P.

gingivalis gruplarinda MCPIP-1, MALT-1 ve B-aktin proteinlerine rastlanmistir.
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Sekil 17. 6 Saatlik Inkiibasyon Sonrasi f-aktin, MCPIP-1 ve MALT-1 Protein

Salinim Profillerini Gosteren Grafik

P. gingivalis grubu ve inhibitorli P. gingivalis grubunda keratinositlerin yikimi
goriilmistiir. Is1 ile oldiiriilen P. gingivalis ve 1s1 ile 6ldiiriiliip inhibitér ilave edilen P.

gingivalis gruplarinda MCPIP-1, MALT-1 ve B-aktin proteinlerine rastlanmistir.
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Sekil 18. 24 Saatlik inkiibasyon Sonrasi p-aktin, MCPIP-1 ve MALT-1 Protein

Salimim Profillerini Gosteren Grafik

P. gingivalis grubu ve inhibitorli P. gingivalis grubunda keratinositlerin yikimi
goriilmiistiir. Is1 ile 6ldiiriilen P. gingivalis ve 1s1 ile 6ldiiriiliip inhibitor ilave edilen P.

gingivalis gruplarinda MCPIP-1, MALT-1 ve B-aktin proteinlerine rastlanmistir.
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Sekil 19: Organotipik Oral Mukoza Modellerinin P. gingivalis, F. nucleatum, P.
gingivalis LPS ve IL-1p ile inkiibasyonu Sonras1 Ki-67 Protein Salimim Seviyeleri

Ki-67 boyamalari ile hiicresel ¢ogalma tespit edilir. Ki-67 pozitif hiicreler koyu renkli
bolgelerde beyaz okla gosterilmistir ve hiicrelerin farkli inkiibasyonlardaki Ki-67 protein
salimmmin1 temsil etmektedir. Ortalama degerler ve standart sapmalar grafikte bar ile

gosterilmistir.
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Sekil 20. Organotipik Oral Mukoza Modellerinin P. gingivalis, F. nucleatum, P.
gingivalis LPS ve IL-1p ile Inkiibasyonu Sonrast MCPIP-1 Protein Sahmm
Seviyeleri

Beyaz okla gosterilen koyu renkli bélgeler hiicrelerin farkli inkiibasyonlardaki MCPIP-

1 protein salinimini gostermektedir.
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Sekil 21. Organotipik Oral Mukoza Modellerinin P. gingivalis, F. nucleatum, P.
gingivalis LPS ve IL-1p ile Inkiibasyonu Sonras1t MALT-1 Protein Salimim Seviyeleri

Beyaz okla gosterilen koyu renkli bolgeler hiicrelerin farkli inkiibasyonlardaki MALT-1

protein salinimini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Periodontal hastaliklarda konak savunmasi 6ncelikle tiikiiriik i¢erisindeki salgisal
IgA, lizozimler ve diger antimikrobiyal savunma elemanlari ile baslar. Ardindan dis eti
olugunda bulunan IgG, IgM gibi antikorlar, nétrofiller, makrofajlar ve benzeri savunma
elemanlar1 devreye girer. Bu savunma mekanizmalarmi agan bakteriler dis eti olugu
icerisinde epitel hiicreleri ve altindaki bag dokusu hiicreleri ile karsilagir. Dis eti
olugunun yumusak doku duvarini olusturan mukoza (epitel tabakalar1 ve altindaki bag
dokusu hiicreleri) ilk fiziksel bariyeri olusturur. Epitel hiicrelerimizin (keratinositler)
mikroorganizmalar ile ilk temasi esnasinda verdigi yanitlar periodontal hastaliklarda
ortaya ¢ikan bagisiklik yanitinda son derece 6nemli bir rol oynar. Epitel hiicrelerinin
karsilastigt mikroorganizmalar arasinda P.gingivalis ve F. nucleatum, hastaligin
geligsmesi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynarlar. MCPIP-1’in de i¢inde oldugu yeni bir
RNA baglayan protein grubu olan regiilatuvar RNase’lar bagisiklik sisteminin

86  Savunma

dengesinde Onemli rol iistlenen elemanlar olarak tanimlanmistir.
mekanizmasi i¢in onemli olan elemanlardan nétrofillerin ve makrofajlarin devreye
girmesinde veya fonksiyonlarmin baskilanmasinda MCPIP-1 ve MALT-1 6nemli rol
oynarlar. MCPIP-1 savunma hiicrelerimizin proenflamatuar sitokinlerin mRNA sentezini

baskilarken, MALT-1, MCPIP-1’in etkisini baskilar.>%"®

Bakteri invazyonuna yanit olarak IGK lerin proliferasyonu 2 saatlik inkiibasyon
sonucunda artmaktadir (Sekil-1), fakat bu artis F. nucleatum’da gorilirken P.
gingivalis’te goriilmemektedir. P.gingivalis’in keratinosit yikimin1 2 saatten daha kisa
siirelerde incelenmistir® ve benzer sonuclarimizin varligy, 2 saatlik siirenin yikimin ileri
asamalarma gelindiginin isareti oldugunu diisiindiirmektedir. Inkiibasyon siireleri
artiginda P. gingivalis gruplarindaki azalmis salinim yikilan IGK leriyle dogru orantilidir
ve bu fark F. nucleatum gruplarinda goriilmez. Bunun nedeni P. gingivalis’in F.
nucleatum’a gére daha agresif bir patogeneze sahip olmasidir.1®1* Sadece LPS ile inkiibe
edilen gruplardaki salinim miktarlari, P. gingivalis’in bakteri zarinda sahip oldugu
LPS’ten ziyade gingipainlerin bu yikimda rol oynadigini diisiindiirmektedir. Gingipainin
proteaz yapisi, proteaz inhibitorii ile de engellenememis, ancak bakterilerin 1s1 ile
oldiirtilmesiyle bakteri faaliyeti durdurulabilmistir. MCPIP-1 protein salinim seviyeleri
P. gingivalis ile inkiibe edilen hiicrelerde tespit edilmemistir, bu da salinim baslamadan

hiicrelerin yikildigin1 diisiindiirmektedir. Ayni deneylerde hiicre iskeleti proteini beta-
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aktin yikim1 da goriilmiis, boylelikle keratinosit yikimini dogrulamistir. Sekil 16, 17 ve
18’de ise P. gingivalis yikiminin 1s1 ile 6ldiiriilerek inhibe edilisi, proteaz inhibitorlerinin
bakteri hiicrelerine yeterince hizli etki edemedigini diisiindiirmektedir. Bakteriler 1s1 ile
inhibe edildiginde beta-aktin biitiinliigli gorilmesiyle birlikte MCPIP-1 ve MALT-1

protein salinimlar1 da beklendigi lizere goriilmiistiir.

6 saatlik inkiibasyonlarin sonucunda salinim profillerindeki dengelenme bize
konak hiicrelerin insiyatifi aldigin1 diisiindiirmektedir. 24 saate gelindiginde ise goriilen
MCPIP-1 protein baskilanmasi, bakterilerin yapay deney kosullarindan 6tiirii canliligini
devam ettiremedigini ve bu ylizden keratinosit yanitinin azaldigini diistindiirmektedir.
Bunun bir bagka belirtisi, miicadele durumunda salgilanan MCPIP-1’in durdurucusu
MALT-1 protein seviyesinin 2 saatte diger siirelere gére en diisiik seviyede olmasidir.
Tersine bir yiikselisin 24 saatte goriilmeyisi de bakteri canliliginin azaldigini

distindiirmektedir.

MRNA seviyelerine baktigimizda F. nucleatum ile inkiibe edilen gruplarda biitiin
deney siirelerinde yogun miktarda salinim gortilmektedir, bu da MALT-1’in MCPIP-1
inhibitorii gorevini IGK’lerde bakteri varliginda diger dokulardaki kadar etkili

yapamadigina isaret ediyor olabilir.

Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma F. nucleatum, IL-1p ve P. gingivalis LPS’in tek
katli insan dis eti keratinositlerindeki MCPIP-1 protein salinimi tizerindeki baskilayici
roliinii gosteren ilk ¢alismadir. P. gingivalis ise hem MCPIP-1 hem de MALT-1
proteinlerinin yikimini azaltan bir goriintii olusturdu fakat bu durum P. gingivalis i 1s1 ile

oldurerek tersine donduraldu.

Ayn1 zamanda hiicresel yanitlarin tek kath ve ¢ok katli oral mukozal keratinosit

modellerinde farklilik gosterdigini de gozlemledik.

Bu ¢alismanin kuvvetli yonlerinden birisi tek katli dis eti keratinositlerinde hem
MRNA hem de MCPIP-1 ve MALT-1 protein seviyelerinin analizidir.

Ayn1 zamanda zamana bagli degisiklikleri gorebilmek icin uyarilarimiz

zamanlamalarimi degistirdik. Zamanla hiicre sayis1 artigi i¢in, immiinoblotlara her zaman
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kesitinde farkli miktarda protein yiiklendi ve bu nedenden dolayr elimizdeki sonuglar

zamana bagl degisimleri takip etmemizi zorlastirdi.

Calismanin bir bagka kuvvetli yonii ise organotipik oral mukoza modellerinin
kullanilmasidir. Organotipik oral mukozal model, gingival keratinosit ile gingival
fibroblast igerir ve ¢alismanin tasariminda bu iki hiicre tipinin arasinda etkilesim
olusabilme durumunu katar. iki boyutlu modeller ii¢ boyutlulular gére daha az sofistike
olsalar da tiim tekrarlarda ayn1 miktarada hiicre kullanildi. Uzun siire ile kiiltiir edilmesi,

organotipik modeli ¢evresel kosullara kars1 hassas hale getirmektedir.

Son olarak, MCPIP-1 ve MALT-1’in salinimlarmin farkli medyatorler ile olan
etkilesimleri incelenmis olsa da bu proteinlerin birlikte bir enfeksiyon ve enflamasyon

durumu denenmedi.

Periodontal hastaliklarda konak savunmasi ve konagin olusturacagi bagisiklik
yanitinin belirlenmesi igin en kritik hiicrelerden birisi periodontal mukoza hiicreleridir.
Periodontal hastaliklara kars1 bagisiklik yanitinin  olusumunda epitel hiicrelerin
mikroorganizmalar ile karsilaginca ortaya ¢ikan sinyal molekiillerinin bag dokusuna
iletilmesi ve bag dokusu igerisinde yer alan bagisiklik sistemi hiicrelerinin verdigi
yanittir. Bu yanitin olusmasinda keratinositler arasinda yer alan dentritik hiicrelerin
antijen sunumu kadar, keratinositlerin mikrorganizmalarin LPS gibi parcalar1 veya
kendilerine kars1 dogrudan olusturduklar: sinyaller de 6nemlidir. Bu sinyallerin olusumu
ve iletimi esnasinda periodontopatojen bakterilerin bazilari sinyal olusumunu degisik
yollarla etkileyebilir veya bloke edebilirler. Bu sinyallerden en 6nemlileri monositler
tizerine etki olusturabilecek sinyallerdir. Makrofajlarin bag dokusu igerisine gelmesi
(monosit kemotaksisi), aktive olmalari, bir yandan bagisiklik sisteminin aktivasyonunda
yer almalar1 diger yandan dogrudan doku igerisine ulasmis bakteri ve {irlinlerini fagosite
ederek ortamdan uzaklastirmalart konak savunmasi i¢in en onemli asamalardir. Bu
asamada rol oynayan proteinler MCP-1, MCPIP-1, MIF, MALT-1 ve benzeri

molekullerdir.

Onceki calismalarmn gosterdigine gére LPS, IL-1B ve Escherichia coli ile
Staphylococcus aureus gibi bakteriler MCPIP-1 gen salinimimi aktive edebilirler.”

Mevcut sonuglarimiza gore P. gingivalis insan dis eti keratinositlerinin MCPIP-1"lerini
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yikmaktadir.®? Elimizdeki sonuglara gére, P. gingivalis’in IDK MCPIP-1’in yikimini
indiikledigi goriilmektedir. P. gingivalis in dis etindeki MCPIP-1’i gingipain aktivitesi
ile yiktign  yakin zamanda gosterilmistir.® Bizim calismamiz MCPIP-1 yikiminin
P.gingivalis’in 1s1 ile denatiire edilmesi ile bozulabilecegini fakat ayni aktivitenin proteaz
inhibitorleri ile durdurulamayacagim gdstermektedir. Onceki calismalarin sonuglarina
gore, serin ve sistein proteaz inhibitorleri P. gingivalis’in yikici etkisini durdurmakta
yeterli olamamislardir® ancak P. gingivalis’in 1s1 ile 6ldiiriilmesi aktin yikim yeteneginin
durdurulmasina, sitokin aktivitesinin baskilanmasina ve onun konak hiicrelerden IL-1
uyaric1 fonksiyonunun azalmasima sebep olmustur.®® Bu sonuglar bizim bulgularimizi

destekler yondedir.

Bizim ¢alismamizin da gosterdigi gibi yapisal aktin P. gingivalis in gingipainlerinin
hedefindedir ve bu yikim bakterilerin 1s1 ile 6ldiiriilmesi ile inhibe edilebilir ancak proteaz
inhibitdrleri ile durdurulamaz. Ayrica MCPIP-1 yikimi organotipik mukozal modellerde
gbzlemlenmemistir bu da keratinositlerin ¢ok katli olusumunun bakterilerin proteolitik
aktivitelerine kars1 savunma ozelligini bakterilerin gegisini zorlastirarak ve bakterilerin
proteazlarinin hiicrelerin prolifere oldugu bazal tabakaya ulasmasini engelleyerek
artirdigina isaret etmektedir.® Boylelikle bakteriyel proteazlar gogalmakta olan keratinosit

bazal hiicrelerinden uzakta kalmistir.

Mevcut ¢alismanin ilging bir bulgusu da insan dis eti keratinositlerinin F. nucleatum
ile inkiibasyonunun MCPIP-1 protein salinimini baskilarken, tiim zaman araliklarinda
MCPIP-1 mRNA seviyelerini artirmasidir. Bunun bir agiklamast MCPIP-1’in F.

nucleatum tarafindan pargalanmast olabilir. 7

Daha 6nce agiklandigi izere, mRNA ve protein salinimi arasindaki ters korelasyonda
rol alan transkripsiyon veya transkripsiyon sonras1 modifikasyonlar, mRNAnin proteine

doniisiimiine ya da proteolitik degredasyonuna yol agmistir.”
Yine de bu ¢alismanin siirlar1 dahilinde bu durumun nedenleri agiklanamamustir.

Sonuglarimiza gore P. gingivalis insan dis eti Kkeratinositlerinin  MALT-1
proteinlerini yikmaktadir ve bu sonu¢ P. gingivalis’in 1s1 ile Oldiriilmesi ile
durdurulabilir. F. nucleatum, P. gingivalis LPS ve IL-1p 2 saatlik kisa bir inkiibasyonun
ardindan MALT-1 protein seviyelerini baskilar. MALT-1’in keratinositlerdeki
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proenflamatuar sitokinlerin salmimi diizenledigi gosterilmistir.”’> MALT-1 proteaz
aktivitesi dogal ve kazanilmis yanitlarin 6nemli bir pargasidir.’®’® MALT-1 aktivitesini
antijen reseptorii baglanmas1,®4®":727882 ye monoubikuitinlesme kontrol eder’*’® fakat
bakterial medyatorlerin veya enflamatuar sitokinlerin katkisi bilinmemektedir. Ayrica
bildigimiz kadartyla MALT-1 saliniminin modiilasyonunu, periodontal bakteri
aktivitesindeki yanitin1 veya periodontitisteki durumunu gdsteren bir calisma

bulunmamaktadir.8

Yine de enflamatuar ve enfeksiyoz medyatorler tarafindan MALT-1’in erken (2 saat)
baskilanmast ve MCPIP-1’in ge¢ (24 saat) baskilanmasi bu birbiri ile iliskili ikili

proteinin es zamanli olmadigini isaret edebilir.

Sonug olarak, dis eti keratinositler MCPIP-1’inin ve MALT-1’inin enfeksiy6z ve
enflamatuar medyatorlere karst mRNA ve protein salinim profilleri birbirinden farklidir.
Dis eti keratinositlerinin MCPIP-1 ve MALT-1 yanitlar1 bakteri tipine, bakterinin

canliligina, inkiibasyon siiresine ve uygulandigi keratinosit hiicre modeline baglidir.
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6. SONUCLAR

Calismamizdan elde edilen bulgulara gore;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

[1k 2 saatlik inkiibasyon sonucunda F. nucleatum varliginin iDK proliferasyonunu
artirmis, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonlarin sonucunda ise P. gingivalis varliginin

IDK proliferasyonunu baskiladig1 gdzlemlenmistir.

[lk 2 saatlik inkiibasyonun sonucunda 1 IDK hiicresine 100 koloni olusturan birim
bakterinin denk geldigi F.nucleatum 1:100 grubu MCPIP-1 protein salinimini
baskiladigi, 24 saatlik deneyin sonunda ise tiim gruplarda MCPIP-1 protein

saliiminin baskilandig1 goriilmiistiir.

Tiim inkiibasyon siirelerinde deneye katilan keratinositler P. gingivalis tarafindan

yikilmigtir.

[lk 2 saatlik inkiibasyonun sonunda MALT-1 protein saliniminin biitiin gruplarda
baskilandigi, bu baskilanmanin inkiibasyon siiresi uzadik¢a ortadan kalktigi

gozlemlenmistir.

MCPIP-1 gen saliniminin 2 saatlik inkiibasyon sonunda F.n. 1:50 ve F.n. 1:100
gruplarinda artigi, 6. saate gelindiginde MCPIP-1 gen salinimmin P.g. 1:100, F.n.
1:50, F.n. 1:100 ve IL-1B gruplarinda artig1, 24 saatlik inkiibasyonda ise bu artigin
F.n. 1:50 ve F.n. 1:100 gruplarinda goériilmiistiir.

MALT-1 gen salimminin inkiibe edilen ajanlara gore farklilik gostermemektedir.
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7) P.gingivalis’in yikic1 etkisinin MCPIP-1 ve MALT-1 proteinlerinin tespit
edilememesine yol actig1, keratinositlerdeki B-aktini de yiktig1 ve bu yikimin
proteaz inhibitorii ilavesi ile degil, bakterinin 1s1 ile inhibe edilerek
inaktiflestirilebilecegi, bu sayede protein seviyelerinin tespitinin miimkiin oldugu

gozlenmistir.

8) Uc boyutlu organotipik dis eti modellerinde bu yikimmn immiinohistokimyasal
incelemede goriilmedigi ve bunun tek kath keratinositlerin tabi oldugu deney
ortamu ile ii¢ boyutlu modelin deney kosullarinin farkli olmasina bagli olabilecegi,
iki saatlik organotipik model inkiibasyonundan sonra hiicrelerin ¢ogalmaya

devam ettigi ve dokuda MCPIP-1 ile MALT-1 proteinine rastlandigi saptanmustir.
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