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SĠMGELER VE KISALTMALAR 

µl               : Mikrolitre 

4-HNE                     : 4-hidroksinonenal  

8-OHdG                 : 8-hidroksideoksiguanozin 

BSA          : Sığır serum albümin 

CD62L     : L-selektin 

CSE           : Sigara dumanı ekstraktı 

CSC        : Sigara dumanı kondensatı 

Dk                 : Dakika 

DMSO       : Dimetil sülfoksit 

DNA              : Deoksiribonükleik asit 

Dnaz       : Deoksiribonükleaz 

DOS                 : DiĢeti oluğu sıvısı 

DPI                : Difenil iyodonyum 

EDTA       : Etilendiamin tetraasetik asit 

GĠ                : Gingival indeks 

GSH-Px               : Glutatyon peroksidaz 

H2O2                          : Hidrojen peroksit 

HbA1c             : Hemoglobin A1c 

HBSS        : Hank’in dengeli tuz solüsyonu 

HNP                      : Ġnsan nötrofil peptid 

hsCRP             : Yüksek duyarlıklı C-reaktif protein 

IFN                  : Ġnterferon 

IL                         : Ġnterlökin 

iNOS2                 : Nitrik oksit sentaz 

KAK            : Klinik ataçman kaybı 

KAS           : Klinik ataçman seviyesi 

KOAH               : Kronik obstrüktif akciğer hastalığı 

LL-37                   : Katelisidin 

LPS                  : Lipopolisakkarit 

MCP                    : Monosit kemotaktik protein 
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MDA                  : Malondialdehit 

mg/kg                     : Miligram/kilogram 

mg/L              : Miligram/Litre 

MIP                      : Makrofaj enflamatuvar protein 

ml           : Mililitre  

mm                 : Milimetre 

mm
3                             

: Milimetre küp 

MMP                 : Matriks metalloproteinaz 

Mnaz        : Mikrokokal nükleaz 

MPO                  : Myeloperoksidaz 

NADPH             : Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

NE                      : Nötrofil elastaz 

NET                    : Nötrofil hücre dıĢı tuzak 

nm               : Nanometre 

nM             : Nanomolar 

NO                     : Nitrik oksit 

O2-                     : Süperoksit anyonu 

OCl-                   : Hipoklorit 

OH-                   : Hidroksil  

PBS           : Fosfatla tamponlanmıĢ tuz çözeltisi 

PGE2 : Prostaglandin E2  

PĠ               : Plak indeksi 

PMA                  : Forbol 12-miristat 13-asetat 

PMN                   : Polimorfonükleer lökosit 

RA                    : Romatoid artrit 

ROT                      : Reaktif Oksijen Türleri 

RPMI-1640    : Roswell Park Memorial Institute 

SCN-           : Tiyosiyanat 

SD                       : Sondlama derinliği 

SLE                      : Sistemik lupus eritamatozus 

Sn                         : Saniye 

SOD                   : Süperoksit dismutaz 
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USS             : Ultra saf su 
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ÖZET 

Sigara Ġçen ve Ġçmeyen Kronik Periodontitisli Bireylerde Nötrofil Hücre DıĢı 

Tuzak OluĢumunun Değerlendirilmesi 

Periodontitis periodontal dokuların kaybıyla sonuçlanan, dental plak ile iliĢkili en-

flamatuvar bir hastalıktır. Enflamasyon sırasında polimorfonükleer lökositler (PMN) 

ilk yanıtı oluĢturmaktadır; ancak nötrofil varlığı her zaman koruyucu değildir. Nötro-

fil homeostazının bozulduğu birçok durumda periodontal sağlık olumsuz etkilen-

mektedir. 2004 yılında, nötrofillerin hücre dıĢı ortama ağ benzeri yapılar salgıladığı 

keĢfedilmiĢtir. Bu yapılar ‘nötrofil hücre dıĢı tuzak’ (NET) olarak adlandırılmıĢtır. 

NET’ler yapısal komponenti deoksiribonükleik asit (DNA) olan ve üzerinde nötrofil 

elastaz (NE), myeloperoksidaz (MPO), jelatinaz gibi antimikrobiyal proteinler 

taĢıyan ağsı yapılardır. Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) oksidaz 
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tarafından reaktif oksijen türleri (ROT) üretilmesi NET oluĢumunu baĢlatan anahtar 

basamaktır.  

       Sigara, periodontitis için bir risk faktörü olarak tanımlanmıĢtır ve periodontal 

doku hasarını arttırmaktadır. Bununla birlikte, hem NET için temel kabul edilen, hem 

de doku hasarı patogenezinde rol oynayan ROT üretimi sigara içen periodontitisli 

bireylerde artmaktadır. ArtmıĢ ROT üretiminden dolayı, sigara içen periodontitisli 

bireylerde NET miktarının sigara içmeyen periodontitisli bireylere kıyasla daha 

yüksek olacağı düĢünülmüĢtür. ÇalıĢmamızda, sigara içen ve içmeyen periodontitisli 

bireylerde NET miktarının değerlendirilmesi amaçlanmıĢtır.  

Bu amaçla çalıĢmaya 21 birey dahil edilmiĢtir [sigara içmeyen ve periodontal 

olarak sağlıklı (S-P-) 7 birey, sigara içmeyen ve periodontitisli (S-P+) 7 birey, sigara 

içen ve periodontitisli (S+P+) 7 birey]. Periodontal muayeneleri yapılan bireylerin 

plak indeksi (PĠ), gingival indeks (GĠ), sondlama derinliği (SD) ve klinik ataçman 

seviyesi (KAS) kaydedilmiĢtir. Katılımcılardan izole edilen periferal nötrofiller, NET 

oluĢumunu sağlamak amacıyla forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ile aktive 

edilmiĢtir. Aktivasyon sonucunda oluĢan NET miktarı fluorometre cihazı ile nice-

liksel olarak ölçülmüĢtür.  

       PĠ, GĠ, SD ve KAS, S-P- grupta istatistiksel olarak anlamlı seviyede düĢüktür 

(p=0,001; p=<0,001; p=0,003; p=<0,001). PMN sayısı S+P+ grup ile 

karĢılaĢtırıldığında S-P- grupta düĢüktür; ancak bu fark istatistiksel olarak sınırda 

bulunmuĢtur (p=0,05). NET miktarı, S+P+ grupta en yüksek bulunmuĢtur. NET 

miktarı açısından, S+P+ grup ve S-P- grup karĢılaĢtırıldığında, fark istatistiksel 

olarak anlamlıdır (p=0,008); ancak S-P+ ve S+P+ gruplar arasındaki farkistatistiksel 

olarak anlamlı değildir (p>0,05). NET miktarı ile PĠ, GĠ ve SD arasında orta düzey-

de; KAS ile arasında yüksek düzeyde pozitif iliĢki bulunmuĢtur (r=0,67; r=0,696; 

r=0,533; r=0,792). 

       Sonuç olarak, S+P+ grupta NET miktarı daha yüksek bulunmasına rağmen, S-P+ 

ve S+P+ gruplar arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı değildir. Periodonti-

tisli bireylerde sigara içmenin NET oluĢumu üzerine etkisini araĢtıran daha fazla 

çalıĢmaya ihtiyaç vardır. 
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SUMMARY 

Evaluation of Neutrophil Extracellular Trap Formation on Smoker and Non-

smoker Subjects with Periodontitis  

Periodontitis is an inflammatory disease that is associated with dental plaque which 

results in loss of periodontal tissue. In the initial inflammation, polymorphonuclear 

leukocytes (PMNs) are the first responders; however the existence of neutrophils is 

not always protective. In many occasions of malfunctions in neutrophil homeostasis, 

periodontal health has been affected adversely. In 2004, it has been discovered that 

neutrophils release web like structures to extracellular matrix. These structures are 

named by ‘neutrophil extracellular trap’ (NET). Structural component of NET is de-

oxyribonucleic acid (DNA) and antimicrobial proteins as neutrophil elastase (NE), 

myeloperoxydase (MPO), gelatinase co-localize into web like structure. Key step on 

NET formation is reactive oxygen species (ROS) production by nicotinamide ade-

nine dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase.  

Smoking is a risk factor for periodontitis and increases damage on periodontal 

tissue. Meanwhile ROS which is essential for NET and plays role in pathogenesis of 

tissue damage, is increased in smokers. Because of the increased ROS production, in 

smokers with periodontitis expected to product higher levels NET than non-smokers 

with periodontitis. In this study, we aimed to evaluate NET in smoker and non-

smoker periodontitis patients. 

21 subjects [non-smokers and periodontally healthy (S-P-) 7 people, non-

smokers with periodontitis (S-P+) 7 people, smokers with periodontitis (S+P+) 7 

people] are included in this study. Plaque index (PI), gingival index (GI), probing 

depth (PD) and clinical attachment level (CAL) parameters of subjects have been 

recorded. The peripheral neutrophils isolated from the subjects have been activated 

by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) to induce NET formation. NET formed 

after the activation counted with the fluorometer.  

In the S-P- group PI, GI, PD and CAL values are found statistically significant 

low (p=0,001; p=<0,001; p=0,003; p=<0,001). When compared to S+P+ group PMN 
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counts found low but this difference is statistically on board (p=0,05). When com-

pared NET count values, it was highest in the S+P+ group. When S-P- group and 

S+P+ group are compared, this difference is statistically significant (p=0,003); but in 

between S-P+ and S+P+ groups, the difference is not statistically significant 

(p>0,05). NET count with PI, GI, PD, there is mild positive; with CAL strong posi-

tive relation has been found.  

As a result, even the S+P+ group NET count has been found higher, the differ-

ence of S-P+ and S+P+ groups is not statistically significant. There is need more 

researches about smoking effect on NET formation in patients with periodontitis. 

 

Key Words: NETosis, neutrophil extracellular trap, neutrophil, periodontitis, smok-

ing 
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1. GĠRĠġ 

1.1. Periodontal Hastalık 

1.1.1. Periodontal Hastalık Tanımı ve Prevalansı 

Periodontitis, dental biyofilm ile iliĢkili kronik, multifaktöryel, enflamatuvar bir has-

talıktır ve diĢi destekleyen yapılarda ilerleyici yıkımla karakterizedir. Temel özelliği, 

periodontal cep ve diĢeti kanaması varlığında klinik ataçman kaybı (KAK) ve radyo-

grafik olarak alveoler kemik kaybı ile kendini gösteren, periodontal destek dokuların 

kaybıdır. Periodontitis diĢ kaybına, çiğneme fonksiyonunda olumsuz etkilere ve es-

tetiğin bozulmasına sebep olabilmektedir. Bu yüzden büyük bir halk sağlığı sorunu 

olarak kabul edilmektedir (Papapanou ve Sanz 2017).  

 Periodontitisin dünya çapındaki prevalansı yetiĢkin popülasyonda %10-15 

olmakla birlikte, bu oran zayıf oral hijyene sahip geliĢmemiĢ veya geliĢmekte olan 

ülkelerde daha fazladır (Petersen ve Ogawa 2005). ġiddetli periodontitis, insanlık 

açısından en sık karĢılaĢılan altıncı hastalıktır (Kassebaum ve Bernabe 2014). 

Ülkemizde, 35-44 yaĢ arasındaki bireylerin %43’ünde, 65 yaĢ ve üstündeki bireylerin 

ise %91’inde 3 mm ve daha fazla ataçman kaybı gözlenmiĢtir (Ilhan ve ark. 2017). 

1.1.2. Periodontal Hastalık TeĢhisi 

Periodontitis, mine-sement birleĢimini referans kabul ederek diĢlerin standardize 

edilmiĢ bir periodontal sond yardımıyla çevresel olarak değerlendirilmesi sonucu 

KAK ölçümü ile teĢhis edilmektedir (Tonetti ve Greenwell 2018). Kronik periodonti-

tis, periodontitisin en sık karĢılaĢılan formudur ve genel olarak enflamatuvar has-

talığın yavaĢ ilerlemesiyle karakterizedir. Ancak, konak immün yanıtı modifiye ede-

bilen sistemik ve çevresel risk faktörleri ile iliĢkili olarak periodontal yıkım hızlı 

ilerleyebilmektedir. Periodontal cep oluĢumu, diĢeti çekilmesi veya her ikisi ile 
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birlikte görülen ataçman kaybı periodontitis için karakteristiktir (Hinrics ve Kotsakis 

2015).  

 Tedavi edilmemiĢ kronik periodontitisli hastalarda gözlenen klinik bulgular 

Ģunlardır (Dommisch ve Kebchull 2015); 

-Supragingival ve subgingival plak ve diĢtaĢı 

-DiĢetinde ödem, kızarıklık ve pürtüklülük kaybı 

-DeğiĢmiĢ diĢeti kenarları 

-Cep oluĢumu 

-Sondlamada kanama 

-Ataçman kaybı 

-Kemik kaybı 

-Kök furkasyon tutulumu 

-ArtmıĢ diĢ mobilitesi 

-DiĢ pozisyonunda değiĢim 

-DiĢ kaybı 

1.1.3. Periodontal Hastalıkların Sınıflandırması 

19 yıldır kullanılan ‘1999 International Workshop for Classification of Periodontal 

Diseases and Conditions’ sınıflandırmasına göre, periodontitis kronik, agresif (loka-

lize ve generalize), nekrotizan ve sistemik hastalıkların belirtisi olarak periodontitis 

olmak üzere 4 baĢlık altında sınıflandırılmıĢtır. 

 2017 Dünya ÇalıĢtayı’nda, bu sınıflandırma hastalığın patofizyolojisine uygun 

bir Ģekilde revize edilerek periodontitisin üç formu tanımlanmıĢtır: nekrotizan perio-

dontitis, sistemik hastalıkların belirtisi olarak periodontitis ve daha önceden 

―agresif’’ ve ―kronik’’ olarak tanımlanan periodontitis formları ―periodontitis’’ 

olarak tek kategori altında toplanmıĢtır. Revizyon süreci sonunda, zamanla ortaya 

çıkabilecek yeni kanıtlara adapte olabilecek, çok boyutlu evreleme ve de-

recelendirme sistemine dayanan bir sınıflandırma üzerinde karara varılmıĢtır. 
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Evreleme büyük oranda hastalığın Ģiddetine ve tedavinin karmaĢıklığına bağlıdır. 

Derecelendirme ise hastalığın geçmiĢi, hastalığın ilerleyiĢi için risk değerlendirmesi, 

tedavinin olabilecek yetersiz sonuçları ve hastalık veya tedavinin genel sağlığı 

olumsuz etkileyebilecek riskleri gibi hastalığın biyolojik özellikleri ile ilgili bilgi 

vermektedir. Evreleme dört kategoriyi içermektedir (evre I’den IV’e kadar). Evre, 

klinik ataçman kaybı, kemik kaybının miktarı ve yüzdesi, sondlama derinliği, açısal 

kemik defektlerinin varlığı ve Ģiddeti, furkasyon tutulumu, diĢ mobilitesi ve perio-

dontitise bağlı diĢ kaybı gibi değiĢkenlere bakılarak belirlenmektedir (Papapanou ve 

Sanz 2018, Needleman ve Garcia 2018, Tonetti ve Greenwell 2018).  

Tonetti ve ark. (2018) tarafından yapılan yeni sınıflandırmaya göre;  

Evre I periodontitis, baĢlangıç periodontitis, gingivitis ve periodontitis arasında-

ki sınır olarak kabul edilmektedir ve ataçman kaybının ilk evresidir. Bu nedenle, evre 

I periodontitisli hastalarda diĢeti enflamasyonu ve disbiyotik biyofilmin devam et-

mesine yanıt olarak periodontitis geliĢmiĢtir. Ancak, periodontitis teĢhisinde altın 

standart olarak kabul edilen periodontal sondlama, erken klinik ataçman kaybını be-

lirlemede yetersiz kalabilmektedir. Tükürük biyobelirteçlerinin değerlendirilmesinin 

ve/veya yeni görüntüleme tekniklerinin evre I periodontitisin erken teĢhis edilmesine 

olanak sağlayabileceği önerilmiĢtir. Kaybın en çok olduğu bölgede interdental KAK 

1-2 mm’dir. Koronal üçlüde %15’i geçmeyen radyografik kemik kaybı vardır. Perio-

dontitis sebebiyle kaybedilmiĢ diĢ yoktur. Maksimum sondlama derinliği 4 mm veya 

daha azdır. Genellikle horizontal kemik kaybı mevcuttur. 

 Evre II periodontitis, orta Ģiddette periodontitis, dikkatli bir klinik muayene ile 

belirlenen periodontitisin diĢ desteğinde neden olduğu hasarların görüldüğü yer-

leĢmiĢ periodontitisi temsil etmektedir. Bu evrede, tedavi pek çok vakaya göre basit 

olsa da, evre II hastanın standart tedaviye verdiği yanıtı dikkatli değerlendirmek 

önemlidir. Hastalığın derecesi ve hastanın tedaviye verdiği yanıta göre daha ileri 

tedaviler düĢünülmelidir. Kaybın en çok olduğu bölgede interdental KAK 3-4 

mm’dir. Koronal üçlüde %15-33 arasında radyografik kemik kaybı vardır. Periodon-

titis sebebiyle kaybedilmiĢ diĢ yoktur. Maksimum sondlama derinliği 5 mm veya 

daha azdır. Genellikle horizontal kemik kaybı mevcuttur. 
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 Evre III periodontitis, daha fazla diĢ kaybı için potansiyel taĢıyan Ģiddetli perio-

dontitis, ataçmanda belirgin bir kayıp söz konusudur, tedavi edilmezse diĢ 

kaybedilebilmektedir. Bu evre, kökün orta üçlüsüne ilerlemiĢ derin periodontal 

lezyonlarla karakterizedir. Kaybın en çok olduğu bölgede interdental KAK 5 mm 

veya daha fazladır. Kökün orta veya apikal üçlüsüne uzanan radyografik kemik kaybı 

vardır. Periodontitis sebebiyle en çok 4 diĢ kaybedilmiĢtir. Sondlama derinliği 6 mm 

veya daha fazladır. 3 mm veya daha fazla vertikal kemik kaybı vardır. II. veya III. 

derece furkasyon tutulumu ve orta derece kret defekti mevcuttur. 

 Evre IV periodontitis, bu evrede periodontal destek dokuda ciddi hasar 

oluĢmuĢtur. Bu durum sıklıkla diĢ ve çiğneme fonksiyonunun kaybına neden 

olmaktadır. Periodontitis kontrol altına alınmaz ve yeterli tedavi uygulanmaz ise 

dentisyonun kaybedilme riski vardır. Bu evre kökün apikal üçlüsüne ilerlemiĢ derin 

periodontal lezyonlarla veya çoklu diĢ kayıplarıyla karakterizedir. Kaybın en çok 

olduğu bölgede interdental KAK 5 mm veya daha fazladır. Kökün orta veya apikal 

üçlüsüne uzanan radyografik kemik kaybı vardır. Periodontitis sebebiyle en az 5 diĢ 

kaybedilmiĢtir. Hastaların çiğneme fonksiyonunun kaybı, sekonder okluzal travma, 

Ģiddetli kret defekti gibi nedenlerden dolayı kapsamlı tedaviye ihtiyacı vardır. 

 Ancak evrelerden bağımsız olarak, periodontitis ilerleyiĢi kiĢiden kiĢiye 

farklılık gösterebilmektedir. Bazı hastalarda tedaviye verilen yanıt iyi olmaya-

bilmekte ve genel sağlığı etkileyebilmektedir. Sigara içme veya diyabetin metabolik 

kontrolü gibi tanımlanmıĢ risk faktörleri periodontitisin ilerleme oranını etkilemekte 

ve periodontitisin bir evreden diğerine geçiĢini arttırabilmektedir. Derecelendirme üç 

seviyeden oluĢmaktadır (derece A-hastalık ilerleyiĢi için düĢük risk, derece B-orta 

risk, derece C-yüksek risk) ve periodontitis ilerleyiĢine ek olarak genel sağlık, sigara 

içme ve diyabette metabolik kontrol gibi diğer maruziyetleri de kapsamaktadır. Bun-

dan dolayı, derecelendirme hastalığın kapsamlı tedavisi için oldukça kritik olan hasta 

ile iliĢkili faktörlerin teĢhise dahil edilmesi için klinisyene olanak tanımaktadır. Has-

tada hastalık ilerleyiĢini arttıran veya tedaviye yanıtı azaltan risk faktörleri varsa, risk 

faktörüne ait bilgiler hastalığın gelecek dönemdeki prognozunu tahmin etmek için 

kullanılabilmektedir. Bu nedenle, risk faktörü varlığında derece skoru yüksek bir 

değere taĢınmalıdır (Tonetti ve ark 2018) (Tablo 1.1).   
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Tablo 1.1. Periodontitisin evre ve derecelendirmesi 

Periodontitis evresi Evre I Evre  II Evre III Evre IV 

 

 

 
 

ġiddet 

En çok kayıp olan 

bölgede 

interdental KAK  

1-2 mm 3-4 mm ≥5 mm ≥5 mm 

Radyografik kemik kaybı Koronal üçlü 
(<%15) 

Koronal üçlü  
(%15-33) 

Kökün 
orta veya 

apikal 

üçlüsüne 
uzanmıĢtır 

Kökün orta 
veya apikal 

üçlüsüne 

uzanmıĢtır 

DiĢ kaybı Periodontitis 
sebebiyle diĢ kaybı 

yok 

Periodontitis 
sebebiyle diĢ 

kaybı yok 

Periodon-
titis sebeb-

iyle diĢ 

kaybı 
≤4 

Periodontitis 
sebebiyle diĢ 

kaybı ≥5 

 

 
 

 
 

 

 
Komplekslik 

Lokal Maximum 

sondlama derinliği 
≤4 mm 

 
Çoğunlukla hori-

zontal kemik kaybı 

Maximum 

sondlama 
derinliği ≤5 

mm 
 

Çoğunlukla 

horizontal 
kemik kaybı  

Evre II’ ye 

ek olarak; 
 

Sondlama 
derinliği≥6 

mm 

 
Vertikal 

kemik 

kaybı ≥ 
3mm  

 

Furkasyon 
tutulumu 

II veya III 

 
Orta 

derecede 

kret defek-
ti 

Evre III’ ye ek 

olarak; 
 

Kompleks 
tedavi ihtiyacı 

vardır: 

-Çiğneme 
disfonksiyonu 

-Sekonder 

okluzal travma  
(diĢ mobilitesi 

≥2) 

-ġiddetli kret 
defekti  

-Isırmada 

kollaps, kay-
ma, açılma, 

-20 ve daha az 

diĢ 

ġiddet ve 

dağılım 
Evreye ek olarak tanımlayıcılar Her evre için, 

lokalize (diĢ 
tutulumu <%30), 

generalize, mo-

lar/kesici tanımla-
maları yapıla-

bilmektedir. 

   

Periodontitis derecesi   Derece A: 

YavaĢ 

ilerleyiĢ 

Derece B: 

Orta 

ilerleyiĢ 

Derece C: 

Hızlı 

ilerleyiĢ 

Primer kriter ĠlerleyiĢin direkt 
kanıtı 

Uzun dönemli veri 
(radyografik kemik 

kaybı veya KAK) 

5 yıldan fazla 
süre kayıp yok 

5 yıldan 
fazla süre 

<2 mm 

5 yıldan fazla 
süre  

≥2 mm 

 ĠlerleyiĢin indirekt 
kanıtı 

% olarak kemik 
kaybı/yaĢ 

< 0.25 0.25-1.0 >1.0 

  Hasta fenotipi Fazla 

miktarda 
biyofilm ve 

düĢük se-

viyede yıkım 

Biyofilm 

miktarı ile 
orantılı 

yıkım 

Biyofilmden 

beklenenden 
daha fazla 

yıkım; has-

talığın hızlı 
ilerleyiĢi 

ve/veya erken 

baĢlangıcı 
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Dereceyi modifiye edenler 

Risk faktörleri Sigara içme Sigara içmey-

enler 
<10 siga-

ra/gün 

Sigara 
içenler 

≥10 sigara/gün  

sigara içenler  

 Diyabet Normoglisemi
k/ diyabet 

teĢhisi yok  

Diyabetli 
hastalarda 

HbA1c 

<%7.0 

Diyabetli 
hastalarda 

HbA1c        ≥ 

%7.0 

Periodontitisin sistemik 

etkisinin riski 
Enflamatuvar yük Yüksek duyarlıklı 

CRP (hsCRP) 
<1 mg/L 1-3 mg/L >3 mg/L 

 

 

 

Derece A, uzun dönem verilere göre, 5 yıldan fazla zaman diliminde radyografik 

kemik kaybı veya KAK yoktur. Kemik kaybı yüzdesinin yaĢa oranı 0.25’ten azdır. 

Fazla miktarda biyofilm ile düĢük seviyede yıkım söz konusudur. Sigara içmeyen ve 

normoglisemik, diyabet öyküsü olmayan bireylerdir. Yüksek duyarlıklı C reaktif 

protein (hsCRP) seviyesi 1mg/L’den azdır. 

 Derece B, uzun dönem verilere göre, 5 yıldan fazla zaman diliminde 2 mm’den 

az radyografik kemik kaybı veya KAK görülmektedir. Kemik kaybı yüzdesinin yaĢa 

oranı 0.25-1.0 arasındadır. Biyofilm miktarı ile yıkım uyum içindedir. Bireyler günde 

10 sigaradan daha az sigara içmektedir. Diyabetli hastalarda HbA1c %7’den 

düĢüktür.  hsCRP seviyesi 1-3mg/L arasındadır. 

 Derece C, uzun dönem verilere göre, 5 yıldan fazla zaman diliminde radyo-

grafik kemik kaybı veya KAK 2 mm ve üzerindedir. Kemik kaybı yüzdesinin yaĢa 

oranı 1’den fazladır. Yıkım beklenenden fazladır; spesifik klinik durum hızlı ilerle-

meye ve/veya erken baĢlayan hastalığa iĢaret etmektedir. Bireyler günde 10 veya 

daha fazla sigara içmektedir. Diyabetli hastalarda HbA1c %7 veya daha fazladır. 

hsCRP seviyesi 3 mg/L’den fazladır (Tonetti ve ark. 2018). 
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1.1.4. Periodontal Hastalık Histopatolojisi 

Periodontitis dental biyofilmdeki mikroorganizmalardan kaynaklanan ve perio-

dontal ligament ve alveoler kemik gibi diĢin destekleyici dokularının progresif 

yıkımına neden olan enflamatuvar bir hastalık olarak tanımlanmaktadır (Hinrics ve 

Kotsakis 2015). Periodontal sağlık durumunda plağın bakteriyel kompozisyonu ve 

diĢetindeki immün-enflamatuvar yanıt arasında denge vardır; ancak konak yanıtının 

veya konak ve bakteri arasındaki dengenin bozulması ile iliĢkili olarak periodontal 

sağlık bozulmaktadır. Enflamasyon durumunda gingival dokular mikroskop altında 

incelendiğinde özellikle nötrofillerin, makrofajların, plazma hücrelerinin ve lenfosit-

lerin bağ dokusuna infiltre olduğu görülmüĢtür. AraĢtırmalar dental plak akümüla-

syonuna karĢı geliĢen enflamatuvar cevapta spektrum olduğunu göstermiĢtir. Bazı 

bireylerde minimal bir enflamasyon geliĢirken, bazı bireylerde enflamasyon daha 

belirgindir. Bu gözlemler, diĢetindeki enflamatuvar durum açısından bireyler arasın-

da konak yanıtında meydana gelen varyasyonların önemini göstermektedir. Konağın 

immün-enflamatuvar yanıtı bireylerin periodontitis patogenezini belirlemek için 

temeldir (Preshaw ve ark. 2015). 

 Page ve Schroeder (1976), gingival dokularda görülen histolojik değiĢimleri 

göstermiĢtir. Buna göre, subgingival biyofilmin bir sonucu olarak, diĢetinde düĢük 

dereceli kronik enflamatuvar cevap vardır. ‘BaĢlangıç lezyonu’ olarak adlandırılan 

ilk evrede 2-4 günlük plağa cevap olarak geliĢen düĢük dereceli enflamasyon, da-

marsal ağın dilatasyonu ve geçirgenliğin artıĢıyla karakterizedir. Böylece diĢeti 

sulkusundaki bakteriyel ürünlerin meydana getirdiği kemotaktik uyarılar sonucu 

nötrofiller ve monositler diĢeti damarlarından diĢeti bağ dokusuna göç etmektedir. 

Bu süreçte adezyon moleküllerinin up-regülasyonu nötrofillerin kapiller alandan bağ 

dokusuna göçünü kolaylaĢtırmaktadır.  

 Gingivitisin ‘erken lezyonu’ plak akümülasyonundan yaklaĢık 1 hafta sonra 

görülmektedir. DiĢeti kapiller proliferasyon ve devam eden vazodilatasyona bağlı 

olarak eritamatöz görünmektedir. Damarsal geçirgenliğin artıĢı diĢeti oluğu sıvısı 

(DOS) akıĢını ve dolayısıyla nötrofillerin sulkuler alana geçiĢini arttırmaktadır. Bu 
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evrelerde predominant infiltre hücre tipi nötrofillerdir. Nötrofiller dokulardan 

sulkusa göç etmekte ve bakteriyi fagosite etmektedir. 

 Gingivitisin ‘yerleĢmiĢ lezyonu’ ise klinisyenler tarafından ‘kronik gingivitis’ 

olarak adlandırılmaktadır. Erken lezyonun yerleĢmiĢ lezyona ilerleyiĢi plağın 

kompozisyon ve miktarının yanı sıra konağın duyarlılığı ve risk faktörlerine (lo-

kal/sistemik) bağlıdır (ġekil 1.1). Tüm çalıĢmalar yerleĢmiĢ gingivitiste enflame bağ 

dokusunun, enflamatuvar hücreler tarafından iĢgal edildiğini açık olarak 

göstermektedir. Bu enflamatuvar hücrelerin büyük çoğunluğu, birleĢim ve sulkus 

epiteline komĢu alanda, kan damarlarının çevresinde ve kollajen lif demetleri arasın-

da gösterilmiĢtir. Nötrofiller dokular içinde birikmekte ve lizozomal içeriklerini 

hücre dıĢı ortama salmaktadır. Bu durum ileride doku yıkımına neden olmaktadır. 

Diğer yandan, nötrofiller matriks metalloproteinaz-8 (MMP-8; nötrofil kollejenaz) ve 

MMP-9 (jelatinaz B)’un majör kaynağıdır. Bu enzimler, nötrofillerin sıkı kollajen 

lifler arasından sulkusa göç ettiği sırada, enflame diĢeti dokularında büyük 

miktarlarda üretilmektedir. BirleĢim epiteli ve sulkuler epitel, diĢ yüzeyine tutunma-

yan cep epitelini oluĢturmaktadır ve büyük oranda nötrofil içermektedir. Cep epiteli-

nin ülsere ve sonda dirençsiz olması sonucu görülen sondlamada kanama kronik gin-

givitiste sık görülen bir bulgudur.  Tüm histopatolojik değiĢimlere rağmen plak 

kontrolü sağlandığı durumda enflamatuvar değiĢimler tersine çevrilebilmektedir. 

 ‘ĠlerlemiĢ lezyonda’ gingivitisten periodontitise geçiĢ söz konusudur. Bu du-

rum, biyofilmin kompozisyonu ve miktarı; konağın enflamatuvar yanıtı, çevresel ve 

genetik risk faktörleri gibi pek çok faktörle iliĢkilidir. Histolojik değerlendirmelerde, 

periodontal ligament ve alveoler kemik içine uzanan kollajen yıkımı gösterilmiĢtir. 

Cep epiteli ve periodontal cepte nötrofiller, bağ dokusunda ise plazma hücreleri 

baskın bulunmuĢtur. BirleĢim epiteli kök yüzeyinde apikale yer değiĢtirmiĢtir. Bak-

terilerin kemik içine yayılmasını önlemek için bir savunma mekanizması olarak, os-

teoklastik kemik rezorbsiyonu görülmektedir. Cebin derinleĢmesiyle, periodontal 

patojenler için oldukça elveriĢli bir ortam olan boĢluğa doğru bakteriler prolifere 

olmaktadır. Periodontal cep, patojenler için korunaklı, ılık, nemli, besin desteği ile 

birlikte anaerobik bir çevre sağlamasının yanında, bakterileri konağın enflamatuvar 

yanıtından korumaktadır. Böylece, bir döngü halinde kronik enflamasyon geliĢmekte 
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ve doku hasarı devam etmektedir. Biyofilm baĢlatıcı bir faktör olsa da doku hasarın-

da temel rolü, konağın enflamatuvar yanıtı sergilemektedir (Page ve Schroeder 

1976). 

 Artık bilinmektedir ki doku yıkımının büyük bir kısmı konağın immün-

enflamatuvar yanıtının sonucu olarak meydana gelmektedir. Bir paradoks gibi görün-

se de konak immün-enflamatuvar yanıt sonucu meydana gelen doku hasarı 

periodontal hastalığa özgü değildir. Örneğin, enflamatuvar bir hastalık olan romatoid 

artrit (RA)’e sahip hastaların eklemlerinde görülen doku hasarı uzamıĢ ve artmıĢ 

enflamatuvar yanıtın sonucudur ve periodontal patogenez için önemli olduğu bilinen 

pek çok sitokinin üretimi romatoid artritte artmaktadır. Her iki durumda da yıkıcı 

enflamatuvar olaylar olmasına rağmen, patogenez farklı anatomilerin sonucu olarak 

farklılık göstermektedir. Benzer olarak, kardiyovasküler hastalıklar (Loos 2005), 

diyabet (Wellen ve Hotamisligil, 2005) veülseratif kolit (Satsangi ve ark. 2006) gibi 

pek çok hastalıkta enflamatuvar yanıtın önemi vurgulanmıĢtır. 

 Özet olarak, periodontitiste meydana gelen doku hasarının çoğunluğu artmıĢ ve 

bozulmuĢ enflamatuvar belirteçlerin ve yıkıcı enzimlerin üretimi ile iliĢkilidir 

(Preshaw 2015).  

 

ġekil 1.1. Periodontal Hastalık Patogenezi (Page ve Kornman, 1997) 



 

10 

1.2. Periodontal Hastalık Risk Faktörleri 

Risk, bireyin belirli bir zaman periyodu içinde bir hastalığa yakalanma 

olasılığıdır ve bireyden bireye değiĢmektedir. Risk faktörleri hastalarda yapılan uzun 

dönem çalıĢmalara dayanmaktadır. Risk faktörüne maruziyet tek bir zaman 

diliminde, çoklu ve farklı zaman dilimlerinde veya devamlı olabilmektedir; ancak bir 

risk faktörünün tanımlanabilmesi için maruziyet, hastalığın baĢlamasından önce 

olmalıdır (Novak ve Novak 2015).  

 Periodontal hastalığa yatkınlık bireyden bireye göre farklılık göstermektedir. 

Epidemiyolojik çalıĢmalar hastalığın baĢlama yaĢı, ilerleme hızı ve Ģiddetinin bireyin 

sistemik ve çevresel risk faktörleri tarafından belirlendiğini göstermiĢtir. Bu faktörler 

moleküler, hücresel ve genetik seviyede etki göstermektedir. Öte yandan, risk faktör-

lerinin modifiye edilmesi periodontal hastalığın kontrol altına alınması açısından 

kritik öneme sahiptir. Örneğin, sigara ve alkol tüketimi hastanın yaĢam tarzı ile ilgili 

modifiye edilebilir risk faktörleridir (Genco ve Borgnakke 2013).  

1.2.1. Periodontal Hastalık ve Sigara 

Dünya Sağlık Örgütü’nün 2015 verilerine göre, dünya çapında yaklaĢık 1.1 mi-

lyar insan tütün ürünleri kullanmaktadır (World Health Organization 2015). 2012 

yılında, Amerika’da yaklaĢık 43.4 milyon insanın sigara içtiği ve 8.6 milyon sigara 

içen bireyin sigara ile iliĢkili hastalıklara yakalandığı, bu vakalardan 443.000’in 

ölümle sonuçlandığı bildirilmiĢtir. 2012 yılında Avrupa’da popülasyonun yaklaĢık 

%32’si sigara içicisidir. Bu oran, Ġsveç’te %16 iken Yunanistan’da %48’dir. Avru-

pa’da 30 yaĢ üstü popülasyonda görülen ölümlerin yaklaĢık %16’sı tütün kullanımı 

ile iliĢkilidir. Buna ek olarak, her yıl 79.000 sigara içmeyen Avrupalı birey pasif 

içiciliğe bağlı olarak hayatını kaybetmektedir. Dünya çapında 15 yaĢ ve üstü popüla-

syonun yaklaĢık %13’ü sigara içicisidir. (Preshaw ve Chambrone 2015). Türkiye’de 

15 yaĢ ve üstü erkeklerin %40.2’si, kadınların ise %12.4’ü sigara içmektedir (World 

Health Organization 2015). 
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 Sigaranın vücuttaki her organ için zararlı etkileri vardır ve sigara, yaĢam süresi 

ve kalitesinin azalmasına sebep olmaktadır (Preshaw ve ark. 2015). Sigara içmek, 

akciğer kanseri (Jemal ve ark. 2008), kardiyovasküler hastalıklar (Fagard 2009) ve 

kronik akciğer hastalıkları (Lin ve ark. 2008) gibi pek çok farklı hastalık için en sık 

görülen çevresel risk faktörü olarak tanımlanmıĢtır. Aynı zamanda, son zamanlarda 

yapılan çalıĢmalar, sigaranın kronik enflamatuvar hastalıklar ve RA, psöriyazis, 

kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH) ve sistemik lupus eritamatozus (SLE) 

gibi pek çok otoimmün hastalık üzerinde yaygın etkileri olduğunu göstermiĢtir (Ren-

nard 2004, Goncalves ve ark. 2011, Lee ve ark.  2012, Perricone ve ark. 2016). 

 Sigara ve periodontitis arasındaki iliĢki, geçtiğimiz yüzyılın ortalarından iti-

baren araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır (Borojevic 2012). Sigara içmenin, periodontal has-

talığın baĢlaması ve Ģiddetlenmesi için bağımsız bir risk faktörü olduğu kabul 

edilmektedir (Buduneli ve ark. 2011). Kesitsel ve uzun dönem çalıĢmalarda, sigara 

ile periodontal hastalık geliĢme riskinin arttığını gösteren güçlü kanıtlar bildirilmiĢtir. 

Sigara içmeyenler ile içenler karĢılaĢtırıldığında, sigara içenlerde periodontal hastalık 

prevalans (Calsina ve ark. 2002) ve Ģiddetinin (Mullally 2004, Baljoon 2005) arttığı, 

hastalığın daha erken baĢladığı (Haber 1994, Mullally 2004), daha hızlı ilerlediği 

(Bergström 2004, Fisher ve ark. 2007) ve tedaviye daha az yanıt verdiği (Ah ve ark. 

1994, Haffajee ve ark. 1997) gösterilmiĢtir. Hastalığın tanımı ve sigara maruziyetine 

bağlı olarak, sigara içenlerde kronik periodontitis geliĢme riskinin 3-25 kat daha 

yüksek olduğu bulunmuĢtur (Bergström 2003, Hyman ve Reid 2003). Kronik perio-

dontitis teĢhisi konan bireylerin yaklaĢık yarısı sigara içmektedir (Tomar ve Asthma 

2000, Hyman ve Reid 2003, Do ve ark. 2008). Sigara ve periodontitis arasındaki 

iliĢkinin değerlendirildiği ve 12.000 bireyin dahil edildiği altı yıl süren bir çalıĢmada, 

sigara içen bireylerde periodontitis geliĢme riskinin yaĢ, cinsiyet, ırk ve eğitim gibi 

faktörlere bağlı olmaksızın sigara içmeyen bireylerin 4 katı olduğu ve sigara ile peri-

odontitis arasındaki iliĢkinin doz bağımlı olduğu bulunmuĢtur (Tomar ve Asthma 

2000). Sigara içen bireylerde, sigara içmeyen bireylere göre periodontal cep derin-

liğinin (Bergström ve Eliasson 1987a) ve diĢeti çekilmesinin (Martinez-Canut ve ark. 

1995, Calsina ve ark. 2002) arttığı gösterilmiĢtir. 142 sigara içmeyen ve 51 sigara 

içen bireyde yapılan kesitsel bir çalıĢmada, ataçman kaybı ve diĢeti çekilmesinin 
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sigara içen bireylerde arttığı ve sigara içenlerde ataçman kaybının sigara içmeyen-

lerin iki katı olduğu bildirilmiĢtir (Gunsolley ve ark. 1998). 889 orta ve ileri derece 

periodontitisli hastalarda yapılan bir çalıĢmada, ataçman kaybı ve gün içinde içilen 

sigara sayısı arasında iliĢki olduğu gösterilmiĢtir (Martinez-Canut ve ark. 1995). 

Yine orta ve ileri derece periodontitisli hastalarda yapılan baĢka bir çalıĢmada, ileri 

derece periodontitisli hastalarda sigara içme prevalansının (%69) orta derece perio-

dontitisli hastalardan (%40) daha çok olduğu gösterilmiĢ ve hastalık Ģiddeti ile sigara 

içme prevalansı arasında iliĢki olduğu düĢünülmüĢtür (Haber ve Kent 1992). Ameri-

ka (Albandar ve ark.2000), Avustralya (Arora ve ark. 2010), Brezilya (Haas ve ark. 

2012), Hindistan (Bhagyajyothi ve Pushpanjali 2011) ve Tayland (Torrungruang ve 

Gongsakdi 2012) gibi farklı toplumlarda yapılan çalıĢmalar ile diĢ kaybı ve sigara 

arasında güçlü iliĢki olduğu gösterilmiĢtir. Kronik periodontitisli hastalar genellikle 

cerrahi olmayan periodontal tedaviye olumlu cevap vermektedir; ancak sigara içen 

bireylerde cerrahi (Scabbia ve ark. 2001, Trombelli ve ark. 2003) ve cerrahi olmayan 

(Preber ve Bergström 1986, Apatzidou ve ark. 2005, Wan ve ark. 2009) periodontal 

tedaviye verilen yanıtın azaldığı gösterilmiĢtir (Bunaes ve ark. 2015, Reino ve ark. 

2015). Sistematik bir derlemeye göre, sigaranın bırakılmasının ardından periodontal 

tedaviye verilen yanıt iyileĢmektedir (Heasman ve ark. 2006). Dental implantlar 

kaybedilen diĢin yerini alan güvenilir bir tedavi seçeneğidir; ancak sigara içenlerde 

implant baĢarısızlığının arttığı görülmüĢ ve sigara implant kaybı açısından primer 

risk faktörü olarak tanımlanmıĢtır (Kasat ve Ladda 2012). Periodontitis varlığı ve 

sigara içmenin, peri-implantitis riskini 4.7 kat arttırdığı gösterilmiĢtir (Mombelli ve 

ark. 2012).  

 Sigaranın periodontal durum üzerindeki etkisi, plak indeksi ve oral hijyenden 

bağımsız bir Ģekilde, tütünün periodontal dokular üzerine direkt etkisine bağlanmıĢtır 

(Preber ve Bergström 1985, Bergström ve Eliasson 1987b, Bergström 1990, Grossi 

ve Zambon 1994, Grossi ve ark.1997, Axelsson ve ark. 1998). Yapılan çalıĢmalarda, 

sigara içmenin subgingival biyofilmin yanı sıra, vaskülarizasyon, hümoral ve 

hücresel immün yanıt ve enflamatuvar mekanizmalar üzerinde etkilerinin olduğu 

bildirilmiĢtir. Aynı zamanda, sigara sitokin ve adezyon molekül ağını etkilemektedir 

(Kinane ve Chestnutt 2000). Tütün dumanı içindeki en önemli aktif komponent-
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lerden biri olan nikotinin, periferal kan monositlerinden prostaglandin E2 (PGE2) ve 

interlökin-1beta (IL-1β) salınımını (Payne ve ark. 1996) ve diĢeti fibroblastlarında 

MMP-2 aktivasyonunu ve kollajen degradasyonunu arttırdığı (Zhang ve ark. 2011) 

gösterilmiĢtir. Sigara içen sağlıklı, gingivitisli ve kronik periodontitisli bireylerde 

yapılan bir çalıĢmada, sigaranın lokal ve sistemik enflamatuvar yanıtı etkilediği bild-

irilmiĢtir (Ebersole ve ark. 2014). Sigara içen bireylerde periodontal tedaviden sonra 

tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) seviyelerinin azaldığı gösterilmiĢtir (Erdemir ve 

ark. 2004). BaĢka bir çalıĢmada, sigara içen kronik periodontitisli bireylerde sigara 

içmeyenlere göre, IL-1α, IL-1β, IL-6 ve IL-12 gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin; IL-

8, monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1), makrofaj enflamatuvar protein-1alfa 

(MIP-1α) gibi kemokinlerin ve IL-7 ve IL-15 gibi T-hücreler ve doğal öldürücü 

(NK) hücrelerin düzenlenmesinden sorumlu düzenleyici moleküllerin azaldığı 

gösterilmiĢtir. Sigaranın immün sistem üzerindeki bu baskılayıcı etkilerinin perio-

dontitis duyarlılığını arttırdığı düĢünülmüĢtür (Tymkiw ve Thunell, 2011). Sigara 

içenlerde, artan periodontal yıkımın hangi mekanizmayla gerçekleĢtiği tam olarak 

açıklanamasa da nötrofil fonksiyonu, antikor üretimi, fibroblast aktivitesi, vasküler 

ve enflamatuvar belirteçlerin sentezinde değiĢimler olduğu bulunmuĢtur (Chang ve 

ark. 2002, Guntsch ve ark. 2006).  

1.3 Ġmmün Sistemde Nötrofillerin Rolü 

Düzensiz çekirdeklerinden dolayı PMN olarak da bilinen granülositlerin %50-

70’ini nötrofiller oluĢturmaktadır. Vücudumuzda günde yaklaĢık 10¹¹ nötrofil 

üretilmektedir. Bu sayı bakteriyel enfeksiyon durumunda 10¹²’ye kadar çıka-

bilmektedir; ancak nötrofillerin yaĢam süreleri oldukça kısadır (Rosales ve ark. 

2016).  

 Homeostatik Ģartlar altında, dolaĢımdaki nötrofiller fonksiyon görecekleri 

dokuya göç etmekte ve gün sonunda apoptoza uğrayarak veya makrofajlar tarafından 

elimine edilerek ortadan kaldırılmaktadır (Scott ve Krauss 2012, Rosales ve ark. 

2016). Sağlığın tekrar kurulabilmesi için enflamasyonun zamanında çözülmesi ger-

eklidir. Nötrofillerin zamanında elimine edilememesi doku homeostazını bozarak 
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nötrofil-aracılı yıkıma ve kronik enflamasyona sebep olmaktadır (Van Dyke ve Ser-

han 2003). 

Nötrofillerin enfeksiyon bölgesine ulaĢması akut enflamatuvar cevabın anah-

tarıdır ve dokuya göçü, enflamasyon sırasında konak tarafından üretilen kemo-

atraktanlar ve patojen kaynaklı faktörler tarafından düzenlenmektedir. Nötrofiller 

fagositoz, degranülasyon ve NET oluĢumu olmak üzere üç ana antimikrobiyal 

fonksiyona sahiptir (ġekil 1.2) (Rosales 2018).  

 Azurosidin, katelisidin (LL-37), insan nötrofil peptidler (HNP; α-defensinler), 

laktoferrin, elastaz ve lizozimler direkt veya indirekt antimikrobiyal aktiviteye sahip 

nötrofil kaynaklı moleküllerdir (Almeida ve ark. 1996, Soehnlein 2009). 

 Mikroorganizmaların öldürülmesi amacıyla nötrofil içinde pek çok toksik ürün 

üretilmektedir. Bu ürünlere örnek olarak, bakteriler üzerine doğrudan toksik etki 

gösteren nitrik oksit (NO), süperoksit anyonu (O2-) ve hidrojen peroksit (H2O2) ver-

ilebilmektedir. NO, nötrofil, makrofaj ve lenfositlerde nitrik oksit sentaz (iNOS2) 

tarafından üretilmektedir. O2-, çok komponentli membran iliĢkili NADPH oksidaz 

tarafından, oksijen tüketiminde geçici bir artıĢa sebep olan ve oksidatif patlama adı 

verilen süreç sonunda oluĢturulmaktadır. O2-, süperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile 

H2O2’ye dönüĢtürülmektedir. Kimyasal ve enzimatik bir dizi reaksiyon sonucunda, 

peroksidaz enzimi ile H2O2’den hidroksil radikali (OH-) ve hipoklorit (OCl-) dahil 

olmak üzere, bakterinin öldürülmesini sağlayan pek çok toksik kimyasal 

üretilmektedir (Murphy ve ark. 2007). Nötrofillerin enfeksiyona hızlı bir Ģekilde 

yanıt üretebilmesi konak immün yanıt için temel kabul edilmektedir; ancak yüksek 

seviyelerde sitotoksik moleküller üreten bu hücrelerin doku hasarı patogenezi ile 

iliĢkili olması ĢaĢırtıcı değildir (Kobayashi ve DeLeo 2009). 

 Nötrofiller üzerine yapılan güncel araĢtırmalar, nötrofillerin mikroorganizma-

ların basitçe öldürülmesini aĢan pek çok önemli fonksiyonda geniĢ bir repertuvara 

sahip olduğunu ortaya koymuĢtur (Nauseef ve Borregaard 2014). Nötrofiller, sitokin 

üreten (Tecchio ve Cassatella 2016), komĢu hücrelerin aktivitesini modüle eden, en-

flamasyonun rezolüsyonuna katkıda bulunan (Greenlee-Wacker 2016), uzun süreli 
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immün cevap için makrofajları regüle eden (Chen ve ark. 2014) ve kanser dahil 

olmak üzere pek çok hastalıkta önemli rol oynayan (Uribe-Querol ve Rosales 2015, 

Mishalian ve ark. 2017) aktif ve kompleks hücrelerdir (Ericson ve ark. 2014). 

 

 

ġekil 1.2. Nötrofillerin antimikrobiyal mekanizmaları: Nötrofiller patojenleri tanıdığı zaman, onları 

yok etmek için çeĢitli fonksiyonlar üstlenmektedir. Fagositoz mikroorganizmanın fagositik vakuol 

içine alınıp sindirilmesidir. Bu sırada fagolizozom meydana gelmektedir. Bu yeni organelde, 

mikroorganizma düĢük pH ve degrade edici enzimler ile parçalanmaktadır. Nötrofiller aynı zamanda 

degranülasyon ile granüllerinin içeriklerini çevreye yaymaktadır. Mikroorganizma sindirilmek için 

çok büyük olduğunda ise, nötrofil DNA lifleri ve granüllerindeki proteinlerden oluĢan NET 

üretmektedir (Rosales 2018). 

1.3.1 Periodontal Hastalıkta Nötrofillerin Rolü 

Normal Ģartlar altında, dolaĢımda yaklaĢık 7400/mm³ beyaz kan hücresi mevcut-

tur ve bu hücrelerin yaklaĢık %59’unu nötrofiller, %2.7’sini eozinofiller ve %4’ünü 

monositler oluĢturmaktadır (Quinn ve ark. 2007). PMN’lerin büyük kısmını 

oluĢturan nötrofiller, diĢeti sulkusunda yaygın olarak bulunmaktadır (Ryder 2010). 

Enflamasyon durumunda ekstravazasyon ile damar dıĢına çıkarak enflamasyon böl-

gesine ulaĢan nötrofillerin, periodontal dokularda enfeksiyöz ajana karĢı savunmanın 
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ilk hattını oluĢturdukları kabul edilmektedir. Bununla birlikte, nötrofillerin varlığı 

her zaman koruyucu değildir (Kantarcı ve ark. 2003). Periodontitisli hastalarda pe-

riferal nötrofil sayısının sağlıklı kontrollerden yüksek olduğu (Kweider ve ark. 1993) 

ve hastalık Ģiddetiyle birlikte sayının arttığı (Loos ve ark. 2000) gösterilmiĢtir. En-

flamatuvar periodontal dokulardaki nötrofil sayısı hastalığın Ģiddeti ile korelasyon 

göstermektedir ve hiperaktif nötrofillerin doku hasarına neden olduğu 

düĢünülmektedir (Landzberg ve ark. 2015). Nötrofillerin sayı ve fonksiyonunda 

hasar ile beraber seyreden tüm konjenital durumlarda periodontitisin Ģiddetli form-

larının görülmesi bize periodontal dokuların sağlığının korunmasında nötrofillerin 

taĢıdığı önemi göstermektedir (Chapple ve Matthews 2007, Ryder 2010, Aboodi ve 

ark. 2011). Nadir olarak görülen bu defektlerden bazıları Chediak-Higashi sendromu, 

Papillon-Lefèvre sendromu, tembel lökosit sendromu ve lökosit adezyon defektidir 

(Deas ve ark. 2003). Chediak-Higashi sendromu ve Papillon-Lefèvre sendromunda, 

nötrofillerde kemotaksis defekti vardır ve bu durumdan dolayı nötrofiller enfeksiyon 

bölgesine ulaĢamamaktadır. Bu sendroma sahip hastalarda çok genç yaĢta Ģiddetli ve 

hızlı bir Ģekilde periodontal kayıp meydana gelmektedir (Deas ve ark.2003, Hanna 

ve Etzioni 2012). Benzer olarak, lökosit adezyon defektinde nötrofil migrasyonu 

bozulmuĢtur. Bu hastalarda agresif periodontitis geliĢmekte ve periodontal sebeple 

erken diĢ kayıpları görülmektedir. Down sendromlu bireylerde periodontitis 

prevalansı artmaktadır. Bu durumun, nötrofillerde görülen kemotaksis defekti ve 

azalmıĢ bakterisidal aktiviteyle iliĢkili olabileceği düĢünülmektedir (Lalwani ve ark. 

2016). Fcγ-reseptör IIa (131H/H) polimorfizmine sahip bireylerde nötrofiller hiper-

reaktif fenotipe sahiptir ve nötrofillerden daha çok elastaz salgılanmaktadır. Bu bi-

reylerde periodontal cep derinliğinin arttığı ve periodontal tedaviye verilen yanıtın 

azaldığı gösterilmiĢtir (Nicu ve ark. 2007). AĢırı miktarda ROT ile iliĢkili hiperreak-

tif periferal nötrofil cevabı kronik periodontitiste de gösterilmiĢtir (Matthews ve ark. 

2007). Yapılan bir çalıĢmada, anormal nötrofil fonksiyonu ile iliĢkili Ģiddetli bir per-

iodontal hastalık olan lokalize agresif periodontitiste nötrofil aĢırı duyarlılığının doku 

hasarını arttırdığı görülmüĢtür. Lokalize agresif periodontitisli hastaların %70’inde 

nötrofil kemotaksisinde defekt olduğu ve nötrofillerin bakteriyel kemotaktiklere, 

sentetik kemotaktik peptidlere ve kompleman fragmanlara karĢı azalmıĢ kemotaksis 

gösterdiği bulunmuĢtur (Kantarcı ve ark. 2003). Nötrofil kemotaksis ve/veya 
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adezyonunda meydana gelen defektlerin konak yanıtında bozulmaya ve dental plakta 

bakteriyel çoğalmaya sebep olduğu bilinmektedir (Van Dyke ve ark. 1990). Hızlı 

ilerleyen periodontitis hastalarında çeĢitli kemotaktik defektlerin varlığı bu durumu 

desteklemektedir (Page ve ark. 1985, Astemborski ve ark. 1989). Hızlı ilerleyen per-

iodontitise sahip sekiz hastadan izole edilen periferal nötrofillerde, bir adezyon 

molekülü olan L-selektin (CD62L) salınımının belirgin olarak azaldığı (Macey ve 

ark. 1998) ve H2O2 üretiminin arttığı bulunmuĢtur (Gainet ve ark. 1999).      

 Nötrofillerin periodontal sağlığın korunmasında temel bir rolü olduğu net olarak 

söylenebilmektedir; ancak nötrofiller tarafından verilen kontrolsüz, artmıĢ veya 

kalıcı enflamatuvar cevap kronik enflamatuvar hastalığı yönlendirmektedir (Preshaw 

ve ark.2015).   

1.3.2. Nötrofiller ve ROT 

Nötrofillerin diĢeti sulkusundaki önemli bir görevi periodontal patojenlerin ve 

hücre artıklarının fagositoz ile elimine edilmesidir. Nötrofillerde oksidatif patlama 

adı verilen reaksiyonlar zinciri ile ROT üretilmektedir (ġekil 1.3). Üretilen ROT’un 

direkt antimikrobiyal etkiye sahip olduğu ve fagositik vakuolde sindirim için elveriĢli 

çevre oluĢturduğu bilinmektedir (Lee ve ark. 2003, Chapple ve Matthews 2007). 

Nötrofiller periodontal patojenleri hem oksijen bağımlı (oksidatif patlama) hem de 

oksijen bağımsız (litik ve proteolitik enzimler) mekanizmalar ile yok edebilmektedir. 

Kan dolaĢımındaki nötrofiller sitokinler tarafından enfekte dokulara yönlendirildik-

ten ve burada iĢgalci mikroorganizmalarla karĢılaĢtıktan sonra, patojen mikroor-

ganizma fagozom içine alınmaktadır. Fagozom içine alınan mikroorganizmanın yok 

edilebilmesi iki yolla mümkündür. Ġlk yol mikroorganizmanın oksijen bağımlı 

öldürülmesidir ve NADPH oksidaz tarafından ROT üretimi temeldir (Hampton 

1998). Fonksiyonel NADPH oksidaz, ROT üretimi için gereklidir ve süperoksit an-

yonların üretimini katalizlemektedir (Scott ve Krauss 2012). Diğer yol, mikroor-

ganizmanın oksijenden bağımsız öldürülmesidir. Nötrofilik granüller, fagozom ile 

kaynaĢarak içeriğindeki antimikrobiyal peptit ve enzimleri boĢaltmaktadır. Böylece 
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fagolizozom içindeki mikroorganizmalar yüksek konsantrasyonda ROT ve anti-

mikrobiyal peptitler ile öldürülmektedir (Klebanoff1999). 

 

ġekil 1.3. Nötrofillerde reseptör aracılı ROT üretimi (Chapple ve Matthews, 2007) 

1.4 Periodontal Hastalık ve ROT 

Hipoksik periodontal ceplerde oksijenden bağımsız öldürme mekanizması 

oldukça kritik olsa da nötrofiller oksijen konsantrasyonunun %1-3 olduğu durumlar-

da dahi ROT üretebilme kapasitesine sahiptir (Scott ve Krauss 2012). Ancak yüksek 

reaktiviteye sahip ROT’un fazla miktarda üretilmesi ve/veya antioksidan mekaniz-

manın yetersiz kalması sonucu oluĢan dengesizlik oksidatif stresi doğurmaktadır. 

Periodontitis gibi kronik enflamatuvar hastalıkların oksidatif stres ile iliĢkili olduğu 

ve fagositoz sırasında meydana gelen oksidatif patlamanın hastalık patogenezinde rol 

oynadığı düĢünülmektedir (Chapple 1997). Periodontitiste meydana gelen doku 

hasarının, mikrobiyal dental plağa karĢı cevap olarak üretilen nötrofilik enzimlerin 

ve ROT’un uzamıĢ salınımından kaynaklandığı düĢünülmektedir (Chapple ve Mat-
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thews 2007). Nötrofil hücre homeostazının sağlanması ile bu hücrelerin güçlü anti-

mikrobiyal ve pro-enflamatuvar etkilerinden kaynaklanan konak doku hasarının 

önlenebileceği öne sürülmüĢtür (Von Vietinghoff ve Ley 2008). Doku hasarı 

patogenezi üzerine yapılan çalıĢmalarda, periodontal doku hasarının olduğu alanlarda 

kronik veya artmıĢ ROT üretimi saptanmıĢtır (Mettraux ve ark. 1984, Eggert ve ark. 

1991). Yüksek reaktivite gösteren ROT protein ve DNA hasarı, lipit peroksidasyonu 

ve pro-enflamatuvar sitokinlerin salınımı gibi mekanizmalar yoluyla doku hasarına 

katkıda bulunmaktadır (Bartold ve ark. 1984, Chapple 1997, Özmeriç 2004). Ayrıca 

ROT, periodontal dokularda kollajen ve fibrinojen, fibronektin, laminin ve elastin 

gibi pek çok kollajen türevi peptidi yıkıma uğratabilmektedir (Scott ve Krauss 2012). 

Periodontal hastalıkta H2O2 ve O2- gibi ROT’un osteoklastları aktive ettiği ve kemik 

rezorbsiyonunu arttırdığı gösterilmiĢtir (Bax ve ark. 1992, Hall ve ark. 1995). 

ROT’un saptanmasındaki zorluklardan dolayı, pek çok çalıĢmada lipitler, DNA veya 

proteinler ile reaksiyonu sonucu oluĢan ara ve/veya son ürünler değerlendirilmiĢtir. 

Yapılan bir çalıĢmada, DOS’ta ROT belirteci olan tiyobarbitürik asit ve pro-

enflamatuvar bir sitokin olan IL-1β seviyelerinin periodontitisli bireylerde sağlıklı 

kontrollere göre yüksek olduğu ve cerrahi olmayan periodontal tedaviden sonra 

azaldığı bildirilmiĢtir (Tüter ve ark. 2001). Benzer olarak, cerrahi olmayan periodon-

tal tedaviden sonra, malondialdehitin (MDA) hem tükürük, hem DOS seviyelerinin 

azaldığı gösterilmiĢtir (Tsai ve ark. 2005). PMN tarafından NO üretimi enflame peri-

odontal bölgelerde artmakta ve bu durum periodontitis ilerleyiĢine katkıda bulun-

maktadır (Hirose ve ark. 2001). Kronik periodontitisli hastalarda farklı giriĢimlerin 

iNOS enzim düzeyi üzerine etkisini değerlendiren bir çalıĢmada, iNOS seviyesinin 

periodontal tedaviden sonra azaldığı gösterilmiĢtir (Güllü ve ark. 2005). Yapılan 

baĢka bir çalıĢmada, DNA üzerindeki oksidatif hasar 8-hidroksideoksiguanozin (8-

OHdG) ile değerlendirilmiĢ ve 8-OHdG seviyesinin kronik periodontitisli bireylerde 

sağlıklı kontrollere göre daha fazla olduğu gösterilmiĢtir (Takane ve ark. 2001). 

Kronik periodontitiste tiyobarbitürik asit ve MDA seviyelerini araĢtıran bir çalıĢma-

da, sigara ile birlikte oksidatif türlerin arttığı bildirilmiĢtir (Pryor ve ark. 1990). 

BaĢka bir çalıĢmada, cerrahi olmayan periodontal tedavi gören sigara içen ve içmey-

en kronik periodontitisli bireylerde 8-OHdG, 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve gluta-

tyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi gibi ROT belirteçlerinin DOS, tükürük 
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ve serum seviyeleri araĢtırılmıĢtır. Önceki çalıĢmalara benzer olarak, 8-OHdG ve 

GSH-Px tükürük seviyelerinin periodontitisli bireylerde sağlıklı kontrollere göre art-

tığı ve 4-HNE DOS seviyesinin sigara içen periodontitisli bireylerde en yüksek 

olduğu bulunmuĢtur. Periodontal tedaviden sonra periodontitisli bireylerde 8-

OHdG’nin DOS seviyesi belirgin olarak azalmıĢtır (Hendek ve ark. 2015).  

1.5. Sigaranın Nötrofiller Üzerine Etkisi 

Sigara dumanı tar ve gaz olmak üzere iki ana faza sahiptir ve 7000 kimyasal 

içermektedir (Lu ve ark. 2003). Sigaranın pek çok zararlı etkisi bu kimyasalların 

akciğerlerden abzorbsiyonu yoluyla sigaraya sistemik maruziyet sonucu ortaya 

çıkmaktadır (Palmer ve ark. 2000).  

Daha önce yapılan çalıĢmalarda, sigaranın sistemik dolaĢımdaki nötrofil sayısını 

arttırdığı (Van Eeden ve Hogg 2000, Iho ve ark. 2003, Sorensen ve ark. 2004); ancak 

diĢeti sulkusu ve ağız boĢluğundaki nötrofil sayısını etkilemediği gösterilmiĢtir 

(Eichel ve Shahrik 1969). Sigaranın nötrofillerin kemotaksis yeteneğini doz bağımlı 

olarak etkileyebileceği öne sürülmüĢtür (Nowak ve ark. 1990). Bir çalıĢmada, yüksek 

doz nikotin (0.2 mg/kg) enjeksiyonundan sonra nötrofil kemotaksisinin azaldığı, da-

ha düĢük dozda (0.02 mg/kg) kemotaksisin arttığı gösterilmiĢtir (Gillespie ve ark. 

1987). BaĢka bir çalıĢmada, sigara içen bireylerin periferal nötrofillerinde kemo-

taksis artmıĢtır (Sorensen ve ark. 2004). Yapılan bir çalıĢmada, sigara içen bireylerde 

nötrofillerin fagositoz fonksiyonunun hasar gördüğü gösterilmiĢtir (Zappacosta ve 

ark. 2001, Guntsch ve ark. 2006). Nötrofiller sigara dumanı içindeki nikotin ve ko-

tinin gibi pek çok bileĢen için fonksiyonel reseptör taĢımaktadır (Benhammou ve ark. 

2000). Sigara içenlerde nötrofiller tarafından eksprese edilen nikotinik reseptör 

sayılarının arttığı bildirilmiĢtir (Lebargy ve ark 1996). Nötrofiller periodontal doku 

hasarında elastaz ve MMP’lerin majör kaynağı olarak kabul edilmektedir (Soder ve 

ark. 2002, Persson ve ark. 2003). Sigaranın nötrofillerden NE ve MMP salınımını 

arttırdığı in vivo ve in vitro olarak gösterilmiĢtir (Seow ve ark. 1994, Seagrave ve 

ark. 2004). Sigara içen bireylerde de NE ve MMP seviyelerinin arttığı gösterilmiĢtir 

(Nakamura ve ark. 1998, Van Eeden ve Hogg 2000). 
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Sonuç olarak, sigara nötrofillerin pek çok fonksiyonunu etkilemekte ve dengenin 

daha yıkıcı yöne kaymasına neden olmaktadır (Palmer ve ark. 2005). 

1.6. Sigara ve ROT 

Sigara dumanı özellikle H2O2 ve O2- gibi ROT bakımından oldukça zengindir 

(Pryor ve Stone 1993, Valavanidis ve ark. 2009). Sigara içildiğinde bir nefeste tar 

fazda 10
14

 ve gaz fazda 10
15

radikal içermektedir (Pryor ve ark. 1983). Sigara, 

içerdiği pek çok kimyasal yoluyla direkt veya indirekt olarak aĢırı ROT üretimine 

neden olmakta ve bu durum oksidatif stresi doğurmaktadır (Pryor ve ark. 1990, 

Palmer ve ark. 2005, Garg ve ark. 2006). Sigaranın nötrofil kaynaklı IL-8 ve ROT 

üretimini arttırdığını gösteren çalıĢmalar mevcuttur (Gillespie ve ark. 1987, Iho ve 

ark. 2003). Sigara ile iliĢkilendirilmiĢ kardiyovasküler hastalıklarda, sigaranın ROT 

üretimini arttırdığı tespit edilmiĢtir (Burke ve Fitzgerald 2003, Yamaguchi ve ark. 

2005). Periodontitisli bireyler üzerinde yapılan bir çalıĢmada, periodontal hastalıkta 

oksidatif stres ve antioksidan kapasite arasındaki dengenin bozulduğu ve 

enflamasyonlu bölgelerde ROT’un daha fazla olduğu gösterilmiĢtir (Tsai ve ark. 

2005). Sigara, enflamasyon sırasında ROT üretimini uyarmaktadır (Anderson 2001, 

Palmer ve ark. 2005). Sigara içen ve içmeyen kronik periodontitisli bireyler üzerinde 

yapılan çalıĢmalarda, ROT seviyesinin periodontitisli bireylerde sağlıklı kontrollere 

göre yüksek olduğu ve sigara içen kronik periodontitisli bireylerde sigara 

içmeyenlere göre ROT seviyesinin arttığı tespit edilmiĢtir (Guentsch ve ark. 2008, 

Aziz ve ark. 2013). Diğer yandan, sigaranın ROT üzerinde etkisini araĢtıran bir 

çalıĢmada, sigaranın gaz fazının nötrofil NADPH oksidazı baskıladığı gösterilmiĢtir 

(Nguyen ve ark. 2001). Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise, sigara dumanı ekstraktı 

(CSE)’ye maruz bırakılan nötrofillerde oksidatif patlamanın baskılandığı ve 

nötrofilin fagositoz kabiliyetinin azaldığı bildirilmiĢtir (Zappacosta ve ark. 2001). 

 Özet olarak, ROT üretiminin sigara ile arttığı ve artmıĢ ROT üretiminin perio-

dontal hastalık patogenezinde rol oynadığı düĢünülmektedir (Gustafsson ve ark. 

2000). 
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1.7 NET OluĢumu 

2004 yılında Brinkmann tarafından, nötrofillerin hücre dıĢı savunma mekaniz-

ması olan NET keĢfedilmiĢtir (Brinkmann ve ark. 2004). NET, IL-8, PMA veya lip-

opolisakkarit (LPS) ile uyarılan nötrofiller tarafından üretilmektedir. NET, majör 

yapısal komponenti DNA olan ve üzerinde histonlar, NE, MPO, katepsin G, lizozim 

gibi antimikrobiyal proteinler içeren ağsı yapıdır (ġekil 1.4). Bu yapılar, Gram (+) ve 

(-) bakterilere bağlanarak bakteriyi hapsetmekte ve üzerindeki antimikrobiyal pro-

teinler ile öldürmektedir (Scott ve Kraus, 2012, Delgado-Rizo ve ark. 2017) (ġekil 

1.5). Bu süreci baĢlatan, hücrenin NADPH oksidaz tarafından üretilen ROT ile akti-

vasyonudur (Fuchs ve ark. 2007, Wang ve ark. 2009, White ve ark. 2016). Fuchs ve 

ark. (2007) tarafından yapılan çalıĢmada, NADPH oksidaz aktivasyonu ve ROT 

üretiminin NET oluĢumu (NETozis) için temel olduğu öne sürülmüĢ ve NADPH 

oksidaz, difenil iyodonyum (DPI) ile inhibe edildiğinde NET oluĢumunun 

gerçekleĢmediği gösterilmiĢtir (Fuchs ve ark. 2007). ROT, NET oluĢumu sırasında 

ikinci haberci gibi davranarak nükleer membranın kademeli olarak ayrılmasına ve 

tamamen kaybolmasına neden olmaktadır. Daha sonra kromatin, sitoplazmaya 

geçerek burada hücre içi proteinler ve granüler enzimler ile karıĢmakta ve son olarak 

hücre membranında oluĢan deliklerden geçerek hücre dıĢına salınmaktadır (Delgado-

Rizo ve ark. 2017). Nötrofillerin IL-8, LPS veya PMA ile uyarılması ile NET oluĢu-

mu meydana gelmektedir (Brinkmann ve ark. 2004). Fuchs ve ark. (2007), nötro-

filleri PMA ile uyarmıĢ ve meydana gelen morfolojik değiĢimleri faz kontrast 

mikroskobu ile gözlemlemiĢtir. Bu değiĢiklikler, çekirdeğin karakteristik lobüler 

formunun kaybolmasıyla baĢlayan belirli bir süreci izlemektedir. EĢ zamanlı olarak, 

ökromatin ve heterokromatin arasındaki ayrım ortadan kalkmaktadır. Bu noktada 

nükleer membranlar birbirinden ayrılmaya baĢlamakta; ancak sitoplazma ve organel-

lerin morfolojisi bozulmamaktadır. Daha sonra, nükleer membran veziküller halinde 

parçalanmakta ve granüler membranlar kaybolmaktadır. Böylece nükleer, 

sitoplazmik ve granüler komponentler karıĢmaktadır. Bu süreç boyunca hücre 

membranı bozulmamakta ve yalnızca NET salınımına izin vermek için kırılmaktadır 

(Fuchs ve ark. 2007). 
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ġekil 1.4. Sytox Green DNA boyası ile boyanmıĢ NET’in fluoresan görüntüsü (White ve ark. 2016) 

Enflamasyonun rezolüsyonu aktif bir süreç olarak kabul edilmektedir. Doku-

larda sağlığın tekrar kazanılabilmesi için nötrofillerin apoptoza uğraması veya mak-

rofajlar tarafından elimine edilmesi oldukça önem taĢımaktadır. Yetersiz rezolüsyon 

kronik enflamasyona ve doku yıkımında artıĢa sebep olmaktadır (Van Dyke ve Ser-

han 2003, Çekici ve ark. 2014).     

Nötrofil homeostazının sağlanması apoptoz ve NETozis arasındaki dengeye 

bağlıdır. Apoptozun anti-enflamatuvar etkileri vardır; ancak NET, oto-antijenlerin 

üretilmesi, IL-1β ve interferon α/β (IFN α/β)’nın uyarılması ve degrade edici enzim-

lerin varlığı gibi pro-enflamatuvar etkilere sahiptir (Cooper ve ark. 2013, Mayadas 

ve ark. 2014). ArtmıĢ NET oluĢumunun birçok enflamatuvar hastalığın patogene-

zinde rol oynadığı ve patolojik durumlarda NET salınımının Ģiddetli doku hasarı ile 

iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (Remijsen ve ark. 2011, Cooper ve ark. 2013). 

Yapılan bir çalıĢmada, alevlenme dönemindeki KOAH hastalarının balgamında 

büyük miktarda NET varlığı gösterilmiĢtir (Grabcanovic-Musija ve ark. 2015). Ben-

zer olarak kronik enflamatuvar bir hastalık olan aterosklerozda, aterosklerotik lezyo-

na sahip kan damarı sayısı ile NET belirteçlerinden MPO/DNA’nın korele olduğu 

bildirilmiĢtir (Borissoff ve ark. 2013). RA’lı bireylerin dolaĢım ve sinovial sıvı 
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nötrofillerinde sağlıklı kontrollere kıyasla artmıĢ NET oluĢumu bildirilmiĢtir (Thom-

as ve ark. 2012, Khandpur ve ark. 2013).  

Diğer enflamatuvar hastalıklara benzer olarak periodontal hastalıkta, ROT 

bağımlı gerçekleĢen NET üretiminin artabileceği öne sürülmüĢtür (Cooper ve ark. 

2013). Kronik periodontitisli bireylerde NET üzerine yapılan bir çalıĢmada, diĢetinin 

enflamasyonlu bölgelerinde NET varlığı gösterilmiĢtir (Vitkov ve ark. 2009). Bun-

dan dolayı, periodontal doku hasarının artmıĢ NET üretimi ile iliĢkili olabileceği be-

lirtilmiĢtir (Kolaparthy ve ark. 2014). BaĢka bir çalıĢmada, dental biyofilm içinde 

nötrofil ve NET saptanmıĢtır.  Buna ek olarak, dental biyofilmdeki bakteri türlerinin 

hastalardan izole edilen nötrofillerde NET oluĢumuna neden olduğu gösterilmiĢtir 

(Hirschfeld ve ark. 2015).  

 Periodontitis gibi kronik enflamatuvar hastalıklarda;  

 AĢırı veya fonksiyonel olmayan NET üretiminin, 

 Bakterilerin tuzaktan kaçabilme yeteneğinin, 

 Enflamasyon sonrası ortadan kaldırılmamıĢ NET varlığının doku hasarına se-

bep olabileceği öne sürülmüĢtür (Cooper ve ark. 2013, White ve ark. 2016). 

 LiteratürdeNET’lerin enflamatuvar hastalıkların patogenezinde oynadığı rol 

oldukça yenidir. Nötrofillerin bu savunma mekanizmasının, sigara içen periodonti-

tisli bireylerde sigara tarafından nasıl etkilendiği daha önce araĢtırılmamıĢtır.  
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ġekil 1.5.Periodontitiste nötrofil hücre dıĢı tuzaklar. (A) Cep epitelinde NET görüntüsü(B) Detaylı 

görüntü (C) Büyütmede NET yapılarındaki yaklaĢık 15-17 nm çağındaki kalın lifler görüntülenmiĢtir. 

(D) NET içinde hapsolmuĢ bakteriler (Scott ve Krauss 2012) 

ÇalıĢmamızın amacı; 

 Sigara içen ve içmeyen kronik periodontitisli bireylerde NET oluĢumunu 

ölçmek ve karĢılaĢtırmak, 

 Ölçülen NET miktarının klinik parametreler ile korelasyonunu ortaya ko-

ymaktır.  

ÇalıĢmamızın hipotezi; 

 Sigara içen kronik periodontitisli bireylerde NET oluĢumunun sigara içmeyen 

kronik periodontitisli ve sağlıklı bireylere göre daha yüksek olacağıdır.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. ÇalıĢma Materyali 

Katılımcılar Ekim 2018-Aralık 2018 tarihleri arasında Kırıkkale Üniversitesi DiĢ 

Hekimliği Fakültesi Periodontoloji kliniğine baĢvuran hastalar arasından seçilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın amacı ve yöntemi hakkında bilgilendirilmiĢ ve çalıĢmaya katılmayı kabul 

eden katılımcılardan yazılı olarak aydınlatılmıĢ onamları alınmıĢtır. ÇalıĢmamız için 

Kırıkkale Üniversitesi Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulu Yönergesi’nde belirtilmiĢ etik 

ilkelere uygun olduğuna dair karar verilmiĢtir (Toplantı Tarihi: 24.10.2017; Karar 

No: 19/02)( Ek-1). ÇalıĢma akıĢ Ģeması ġekil 2.4’te gösterilmiĢtir. 

2.2. Katılımcıların Seçilmesi 

ÇalıĢmaya sistemik olarak sağlıklı, 30-60 yaĢ arasında 21 birey dahil edilmiĢtir. 

Sigara içen bireyler için en az 10 yıldır, günde 10 ve daha fazla sigara içen bireyler 

dahil edilirken, sigara içmeyen gruplar için hiç sigara içmemiĢ bireyler dahil edil-

miĢtir (Wan ve ark. 2009).  

Dahil etme kriterleri; 

- 30-60 yaĢ arası 

- Sistemik olarak sağlıklı bireyler 

Periodontitisli bireyler için; 

- Kökün apikal üçlüsüne ilerlemiĢ derin periodontal lezyonlar veya çoklu diĢ 

kayıpları 

- Ġnterdental alanda 5 mm veya daha fazla KAK  

- Kökün orta veya apikal üçlüsüne uzanan radyografik kemik kaybı  

- Periodontitis sebebiyle en az 5 diĢ kaybedilmiĢ olması 
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- Hastaların çiğneme fonksiyonunun kaybı, sekonder okluzal travma, Ģiddetli 

kret defekti gibi nedenlerden dolayı kapsamlı tedaviye ihtiyacı  

- Sigara içen bireylerin en az 10 yıldır, günde 10 veya daha fazla sigara içmesi 

- Sigara içmeyen bireylerin hiç sigara içmemiĢ olması  

Hariç bırakma kriterleri; 

- Periodontal sağlığı etkileyebilecek sistemik hastalığa sahip olması (diyabet, 

kantitatif ve/veya kalitatif polimorfonükleer nötrofil defektleri, diğer 

bağıĢıklık sistem bozuklukları) 

- Son 3 ay içinde antibiyotik kullanmıĢ olması  

- Son 6 ay içinde periodontal tedavi görmüĢ olması 

- Hamilelik ve laktasyon döneminde olması 

Dahil etme kriterlerini sağlayan katılımcılar üç gruba ayrılmıĢtır: 

1. Grup: Sigara içmeyen ve periodontal olarak sağlıklı bireyler (n=7) (S-P-) 

(ġekil 2.1) 

2. Grup: Sigara içmeyen ve periodontitisli bireyler (n=7) (S-P+) (ġekil 2.2) 

3. Grup: Sigara içen ve periodontitisli bireyler (n=7) (S+P+) (ġekil 2.3) 

2.3. Periodontal Değerlendirme 

ÇalıĢmaya katılan tüm bireylerin periodontal klinik muayeneleri yapılmıĢtır. 

Klinik muayene sırasında katılımcıların tüm ağız PĠ, GĠ, SD ve KAS ölçümleri 

yapılmıĢtır. Her diĢin altı bölgesinden (bukkal ve palatinal bölgelerde mezial, median 

ve distal noktalar) SD ve KAS; her diĢin dört bölgesinden (bukkal ve palatinal böl-

gelerde mezial ve distal noktalar) PĠ ve GĠ değerlendirilmiĢtir. Ölçümler sırasında 

Williams periodontal sondu (Hu-Friedy, Chicago, ABD) kullanılmıĢtır.  

Plak değerlendirmesi amacıyla, Silness ve Löe’nin (1964) PĠ kullanılmıĢtır. Bu 

indekse göre;  
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0: Plak yok. 

1: DiĢeti kenarında sond yardımıyla tespit edilebilecek ince bir plak tabakası 

mevcut. 

2: DiĢeti kenarında göz ile tespit edilebilecek orta derecede plak mevcut. 

3: DiĢeti kenarında oldukça fazla miktarda plak mevcut. 

 

 PĠ=Tüm diĢlerdeki plak indeksi değerlerinin toplamı/(Ağızdaki mevcut diĢ 

sayısı x 4) 

DiĢetindeki enflamasyonu değerlendirmek amacıyla, Löe ve Silness’ın (1963) 

GĠ kullanılmıĢtır. Bu indekse göre; 

0: DiĢeti normal; enflamasyon, renk değiĢimi ve kanama yok. 

1: Hafif derecede enflamasyon, renk ve yüzey değiĢimleri mevcut ancak kanama 

yok. 

2: Orta derecede enflamasyon, kızarıklık, ödem ve sondlamada kanama mevcut. 

3: ġiddetli enflamasyon, ileri derecede kızarıklık ve ödemin yanı sıra spontan 

kanama eğilimi mevcut. 

 GĠ=Tüm diĢlerdeki gingival indeks değerlerinin toplamı/(Ağızdaki mevcut diĢ 

sayısı x 4)  

Mine sement sınırından sulkus tabanına kadar olan mesafe klinik ataçman 

seviyesi olarak kaydedilmiĢtir.  

SD=Tüm diĢlerin sondlama derinliği toplamı/(Ağızdaki mevcut diĢ sayısı x 6) 

Sondlama derinliğine diĢeti kenarı ve mine sement sınırına kadar olan mesafe 

eklenerek klinik ataçman seviyesi hesaplanmıĢtır. 

KAS=Tüm diĢlerin klinik ataçman seviyesi/(Ağızdaki mevcut diĢ sayısı x 6) 
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Tüm periodontal klinik değerlendirmeler hazırlanan hasta formlarına kaydedil-

miĢtir (Ek-2). 

 

ġekil 2.1.Sigara içmeyen ve periodontal olarak sağlıklı bir bireyin ağız içi görüntüsü 

 

 

ġekil 2.2.Sigara içmeyen ve evre IV  periodontitisli bir bireyin ağız içi görüntüsü 

 

 

ġekil 2.3.Sigara içen ve evre IV periodontitisli bir bireyin ağız içi görüntüsü 
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Klinik parametrelerin kay-
dedilmesi ve periferal 

venöz kan eldesi 

PMN izolasyonu  

Her örnek için pozitif kont-
rol ve negatif kontrol belir-

lenmesi 

Pozitif kontrol deney tüp-
lerinin PMA ile aktivasyo-

nu 

 NET’in fluorometre ile 
ölçülmesi 

 İstatiksel analiz ve verile-
rin değerlendirilmesi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S+P+ grup (n=7) S-P+ grup (n=7) S-P- grup (n=7) 

Katılımcıların seçilmesi ve grupların belirlenmesi (n=21) 
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ġekil 2.4.ÇalıĢma akıĢ Ģeması 

2.4. Katılımcılardan Periferal Venöz Kan Eldesi 

Periodontal muayenelerin tamamlanmasından sonra çalıĢmaya katılan tüm birey-

lerin antekubital fossalarından,etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) içeren tam kan 

tüpü ve steril enjektör ucu kullanılarak 5 ml periferal venöz kan örneği elde edil-

miĢtir. 

2.5. Laboratuvar AĢamaları 

Katılımcılara ait venöz kan örneklerinden PMN izolasyonu ve analizler Kırıkka-

le Üniversitesi Veteriner Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı’nda bulunan Ġmmuno-

loji Laboratuvarı’nda yapılmıĢtır. ÇalıĢma için gerekli tüm solüsyonlar ve deneyler 

tip 2 biyogüvenlik kabini (Nüve MN120, Türkiye) içinde steril ortamda hazırlan-

mıĢtır (ġekil 2.5).  

2.5.1.ÇalıĢmada Kullanılacak Solüsyon ve Boyaların Hazırlanması 

2.5.1.1. Percoll Solüsyonlarının Hazırlanması 

ÇalıĢma kapsamında %72’lik, %63’lük, %54’lük ve % 45’lik Percoll (Sigma-

Aldrich, ABD) dilüsyonları aĢağıdaki Ģekilde hazırlanmıĢtır: 
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ġekil 2.5.Tip 2 biyogüvenlik kabini (Nüve MN120, Türkiye) 

 

Tablo 2.1. Percoll dilüsyonlarının hazırlanması 

%72’lik Percoll dilüsyonu: 

 5,04 ml Percoll stok solüsyonu 

 1,4 ml 1x HBSS  

 560 µl 10x HBSS  

%63’lük Percoll dilüsyonu: 

 4,41 ml Percoll stok solüsyonu 

 2,1 ml 1x HBSS  

 490 µl 10x HBSS  

%54’lük Percoll dilüsyonu: 

 3,78 ml Percoll stok solüsyonu,  

 2,8 ml 1x HBSS  

 420 µl 10x HBSS  

%45’lik Percoll dilüsyonu: 

 

 3,15 ml Percoll stok solüsyonu,  

 3,5 ml 1x HBSS  

 350 µl 10x HBSS  
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2.5.1.2.PMA Hazırlanması 

1 vial (5 mg) PMA (Fluorochem, Ġngiltere) 806 µl dimetil sülfoksit (DMSO) 

içine alınarak konsantrasyonu 10 mM olan stok hazırlanmıĢtır. ÇalıĢma yapılmadan 

bir saat önce stoktan 10 µl PMA alınarak 90 µl DMSO ile karıĢtırılmıĢtır. Hazırlanan 

bu karıĢımdan 10 µl alınarak üzerine 990 µl Roswell Park Memorial Institute-1640 

(RPMI-1640) eklenmiĢtir. ÇalıĢma esnasında pleytin her bir gözüne konsantrasyonu 

2 µl hacimde PMA eklenmiĢtir. 

2.5.1.3. Mikrokokal Nükleaz (Mnaz) Hazırlanması 

Mnaz hazırlanması için toplam hacim 100 µl olacak Ģekilde; 88 µl steril ultra saf 

su (USS) içine kitin içinden çıkan (NEB, Ġngiltere) Buffer solüsyondan 10 µl, sığır 

serum albümin (BSA) solüsyonundan 1 µl ve Mnaz’dan 1 µl eklenmiĢ ve 

karıĢtırılmıĢtır. Her bir kuyucuk için enzimden 10 µl kullanılmıĢtır. 

2.5.1.4. Sytox Orange Boyanın Hazırlanması 

Sytox orange stok solüsyonundan (Sigma-Aldrich, ABD) alınan 1 µl boya 

solüsyonu 9 µl steril USS ile karıĢtırılmıĢtır. Hazırlanmasını takiben ıĢıktan korun-

muĢtur. Her bir kuyucuk için hazırlanan boya dilüsyonundan 1 µl kullanılmıĢtır. 

2.6. Periferal Venöz Kandan PMN Ġzolasyonu  

Sürsal ve ark. (2018)’nın da belirttiği gibi katılımcılardan elde edilen venöz kan 

1:1 oranında fosfatla tamponlanmıĢ tuz çözeltisi (PBS)-EDTA ile sulandırılmıĢtır. 

Daha sonra % 72, 63, 54 ve 45’lik Percoll dilüsyonları kullanılarak 15 ml hacme 

sahip steril Falcon tüp içinde tabakalandırılmıĢtır. Bu tabakalandırma esnasında 

Percoll dilüsyonlarından alınan ikiĢer ml hacim (yoğundan baĢlayarak, sırasıyla %72, 
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63, 54 ve 45’lik) dikkatlice tüpe yerleĢtirilmiĢ ve en üste PBS-EDTA (Sigma-

Aldrich, ABD) ile sulandırılmıĢ kan örneği yerleĢtirilmiĢtir (ġekil 2.6). 

 

 

ġekil 2.6. Santrifüjden önce tüp içindeki tabakalar 

Bu iĢlemi takiben tüpler 500xg, 22°C, 35 dk, frensiz Ģekilde santrifüj edilmiĢtir 

(Thermo Scientific, ABD) (ġekil 2.7).  

 

ġekil 2.7. Santrifüj cihazı (Thermo Scientific, ABD) 
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ġekil 2.8.Santrifüjden sonra tüp içindeki tabakalar 

Ġnsan PMN’i santrifüj sonunda tüpte %72 ve 63’lük Percoll dilüsyonlarının a-

rasında bulutumsu tabaka olarak izlenmiĢtir (ġekil 2.8). Bu tabaka steril Pasteur pi-

petleri ile dikkatlice çekilerek 15 ml steril Falkon tüplerine aktarıldıktan sonra tüple-

re 10 ml 1x HBSS (Sigma-Aldrich, ABD) eklenmiĢtir. Tüpler daha sonra 300xg, 

4°C, 10 dk, frenli Ģekilde santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası hücreler tüpün altında 

yoğunlaĢmıĢtır; ancak tüpün altındaki hücrelerin bulunduğu tortu içinde PMN’in 

yanı sıra bir miktar eritrosit de gözlenmiĢtir. Eritrositleri yok etmek ve yalnızca 

çalıĢma yapacağımız PMN’leri bırakmak amacıyla tüpe 10 ml USS eklenmiĢ ve tüpe 

hafifçe vurulmuĢtur. 30 sn sonra 1 ml 10x HBSS (Sigma-Aldrich, ABD) eklenerek 

ozmotik molarite düzenlenmiĢtir. Daha sonra 300xg, 4°C, 10 dk, frenli Ģekilde san-

trifüj iĢlemi tekrarlanmıĢtır. Santrifüj sonrası tüpün en altında hücrelerin oluĢturduğu 

tortu izlenmiĢtir. Tüpün üstündeki tabakalar atılarak tüpün altında tortunun 

bulunduğu 1 ml’lik kısım bırakılmıĢ ve üzerine hücrelerin beslenmesini sağlayan 

RPMI-1640 solüsyonundan 10 ml eklenmiĢ ve santrifüj iĢlemi tekrarlanmıĢtır. 

2.7. PMN’in Sayılması  

PMN’nin büyük çoğunluğunu nötrofiller oluĢturmaktadır. Nötrofillerin yanı sıra 

eozinofil ve bazofil de izole edilen bölümde az miktarda yer alabilmektedir. Bu 

sebeple PMN teriminden kasıt ‘nötrofil’ olmaktadır. PMN süspansiyonundaki hücre 

sayısını belirlemek için santrifüj sonrası hücre stoğundan otomatik pipet yardımıyla 
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10 µl örnek alınmıĢ ve 90 µl RPMI-1640 ile sulandırılmıĢtır. Bu sulandırmadan 10 µl 

alınarak Neubauer hücre sayım kamarasında incelenmiĢtir. Her biri 16 karecikten ve 

toplam dört büyük kareden oluĢan kamaradaki PMN’ler ıĢık mikroskobu (Leica DM 

750, Almanya) kullanılarak sayılmıĢ ve ortalaması alınmıĢtır. 1 ml insan kanından 

izole edilen toplam PMN sayısı aĢağıdaki Ģekilde hesaplanmıĢtır:  

Ortalama hücre sayısı x Sulandırma oranı x 10⁴=Toplam PMN sayısı /ml 

2.8. PMN’in Canlılık Oranının Tespiti 

 Elde edilen PMN’in canlılık oranının belirlenmesinde Trypan blue solüsyonu 

(Sigma-Aldrich, ABD) kullanılmıĢtır. Hücre stok solüsyonundan alınan 10 µl örnek 

10 µl Trypan blue solüsyonu ile karıĢtırılmıĢ ve daha sonra Neubauer hücre sayım 

kamarası içine alınmıĢtır. IĢık mikroskobunda boya alan ve böylelikle mavi renkte 

görünen hücreler ölü, almayanlar canlı olarak değerlendirilmiĢtir. Tüm hücreler (can-

lı ve ölü) sayılarak toplam hücre sayısı içinde ölü hücrelerin oranı % olarak hesa-

planmıĢtır. 

2.9. Ġzole Edilen PMN’in Ġçinde Nötrofil Oranının Belirlenmesi  

Bu amaçla izole edilen hücre stoğundan alınan örnekler lam üzerine yayılarak 

hava ile kurutulmuĢ, daha sonra metil alkol kullanılarak tespit edilmiĢtir. Lam üze-

rindeki hücreler Diff-Quick boya (Bio Optica, Ġtalya) ile boyanmıĢtır. Boyalı ör-

nekler immersiyon yağı kullanılarak ıĢık mikroskobunda sayılmıĢtır. Nötrofiller, so-

luk pembe sitoplazmaya ve koyu mavi renkte parçalı çekirdek yapısına sahip hücre-

ler olarak mikroskopta gözlenmiĢtir. Bir mikroskop sahasında mevcut toplam 

hücrenin  içinde ortalama nötrofil oranı % olarak tespit edilmiĢtir. 
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2.10. Nötrofillerin PMA ile Aktivasyonu 

Her bir bireyin venöz kan örneğinden elde edilen PMN stok solüsyonu RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich, ABD) solüsyonu kullanılarak 1x10
5
/100 µl oranında su-

landırılmıĢtır. Bu PMN sulandırmasından alınan 100 µl örnek steril reaksiyon tüpleri 

içerisine yerleĢtirilmiĢtir. Her birey için bu Ģekilde iki reaksiyon tüpü hazırlanmıĢtır. 

Pozitif kontrol olarak seçilen reaksiyon tüpüne NET aktivasyonunu sağlayan 2 µl 

PMA (25 nM) (Fluorochem, Ġngiltere) eklenmiĢ, diğer tüp negatif kontrol olarak 

bırakılmıĢtır. Reaksiyon tüpleri %5’lik CO2 içeren inkübatörde (Nüve EC160, Tür-

kiye) 37 °C’de 60 dk süre inkübe edilmiĢtir (ġekil 2.9). Ġnkübasyon sonunda reak-

siyon tüplerine 10 µl Mnaz (NEB, Ġngiltere) eklenerek aynı koĢullarda 15 dk daha 

inkübasyona devam edilmiĢtir. Bu süre sonunda tüpler 300xg, 17°C, 7 dk santrifüj 

edilmiĢtir. Santrifüj sonrası elde edilen süpernatantlar immunpleytin (Nunc Thermo 

Scientific, ABD) gözlerine aktarılmıĢtır. 

 

ġekil 2.9. Ġnkübatör cihazı (Nüve EC160, Türkiye) 
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2.11. NET OluĢumunun NicelikselOlarak Değerlendirilmesi 

Ġmmunpleytin gözlerine ekstrasellüler DNA boyası Sytox orange 1 µl eklenmiĢ 

ve hücreler 5 dk süre karanlık ortamda inkübe edilmiĢtir. Daha sonra immunpleyt 

fluorometre cihazına yerleĢtirilmiĢ (Fluoroscan Ascent FL Thermo Scientific, ABD) 

ve reaksiyon sonucunda açığa çıkan ekstrasellüler DNA’nın Ģekillendirdiği floresan 

düzeyi ölçülmüĢtür (355 nm excitasyon/460 nm emisyon) (ġekil 2.10). Deneyde 

hiçbir iĢleme tabi tutulmamıĢ PMN, negatif kontrol olarak kullanılmıĢtır. 

 

 

ġekil 2.10.Fluorometre cihazı (Fluoroscan Ascent FL Thermo Scientific, ABD) 

2.12. Ġstatistiksel Analiz 

Tanımlayıcı istatistikler için sayısal değiĢkenlerde ortanca ve en küçük – en 

büyük değerleri, kategorik değiĢkenlerde ise sayı ve yüzde değerleri verilmiĢtir. 

Bağımsız gruplar arasında fark olup olmadığını incelemede Kruskal Wallis testi 

kullanılmıĢtır. Anlamlı farklılık bulunduğu durumda, farklılık yaratan grubu belirle-

mek için ikili karĢılaĢtırmalar testi kullanılmıĢtır. Bağımsız iki örneklem testi arasın-



 

39 

da Mann-Whitney U testi yapılmıĢtır. Bağımlı gruplar arasında fark olup olmadığı 

ise Wilcoxon testi ile incelenmiĢtir. Sayısal değiĢkenler arasında anlamlı bir iliĢki 

olup olmadığını incelemede Pearson/Spearman korelasyon katsayısı kullanılmıĢtır. 

Anlamlılık düzeyi p<0,05 olarak alınmıĢtır. Analizler SPSS v.21 kullanılarak 

yapılmıĢtır.  Bu çalıĢmada örneklem sayısının yeterliliği güç (power) analizi ile belir-

lenmiĢtir.  Yapılan hipotez testleri için testin anlam düzeyi α=0.05, güç=0.90, etki 

büyüklüğü=0.8 için her grupta 7 birey olmak üzere toplam 21 deneğin yeterli olduğu 

GPower bilgisayar programında görülmüĢtür. 
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3. BULGULAR 

3.1. ÇalıĢma Popülasyonu ve Demografik Veriler 

ÇalıĢmaya toplam 21 birey [(S-P-) 7 birey; (S-P+) 7 birey; (S+P+) 7 birey] 

katılmıĢtır. Katılımcıların 9’u kadın 12’si erkektir. Analizler sonucunda cinsiyetin 

gruplar arasında homojen olduğu görülmüĢtür (p=0,853). 

Gruplar arasında yaĢ açısından istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaktadır 

(p=0,045). Farklılık yaratan gruplar incelendiğinde, S-P- ve S-P+ gruplarda bulunan 

bireylerin yaĢları arasında anlamlı fark olduğu görülmektedir (p=0,040). Bireylere ait 

yaĢ ve cinsiyet dağılımları Tablo 3.1’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.1. Bireylere ait yaĢ (ortanca, min-max) ve cinsiyet dağılımı (yüzde) 

  

      S-P- 

     (n=7) 

 

         S-P+ 

         (n=7) 

 

      S+P+ 

      (n=7) 

 

      p 

Cinsiyet    Kadın                

Erkek 

4 (57.1) 

3 (42.9) 

2 (28.6) 

5 (71.4) 

3 (42.9) 

4 (57.1) 

     0,853 

YaĢ 31 [30-53]
a 43 [36-60]

 b 38 [30-54]
a,b     0,040 

 

 

a,b: 
harflerin farklı olması o iki grupta farklılığı göstermektedir. 

3.2. Klinik Periodontal Parametreler 

Gruplar arasında PĠ, GĠ, SD ve KAS değerleri açısından istatistiksel olarak an-

lamlı fark bulunmaktadır (p=0,001; p=<0,001; p=0,003; p=<0,001). Tüm değerler 

açısından farklılık yaratan grubun S-P- grup olduğu görülmektedir. Bu grupta PĠ, GĠ, 
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SD ve KAS değerleri diğer gruplara göre daha düĢüktür. Bu farklılık sırasıyla S-P+ 

ve S+P+ grupları için; 

 PĠ değerleri açısından p=0,012 ve p=0,002;  

 GĠ değerleri açısından p= 0,000 ve p=0,042; 

 SD değerleri açısından p=0,048 ve p=0,003; 

 KAS değerleri açısından p= 0,025 ve p=0,000’dir  (Grafik 3.1) (Tablo 3.2). 

 

 

 

 

ġekil 3.1.Grupların klinik parametrelere göre kutu çizgi grafikleri 

Tablo 3.2.Klinik değiĢkenlerin gruplarda karĢılaĢtırılması (ortanca, min-max) 

  

        S-P- 

       (n=7) 

 

        S-P+ 

        (n=7) 

 

      S+P+ 

      (n=7) 

 

          p 
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PĠ 0.32 [0.18–0.45]
a 1.98 [0.96–2.50]

b 2.35 [1.23-2.80]
b  0,001 

GĠ 0.31 [0 – 0.37]
a 2.15 [1.14-3]

b 1.46 [1-1.76]
b <0,001 

SD 2.15 [1.36-2.31]
a 2.96 [1.54-3.83]

b 3.3 [2.60- 4.66]
b  0,003 

KAS 0 [0 – 0]
a 4.12 [3.20-4.92]

b 4.85 [3.83-6.12]
b <0,001 

 

 

a,b: 
harflerin farklı olması o iki grupta farklılığı göstermektedir.

 

PĠ: Plak Ġndeksi, GĠ: Gingival Ġndeks, SD: Sondlama Derinliği, KAS: Klinik Ataçman Seviyesi 

3.3. PMN Hücre Sayıları 

S-P- ve S+P+ gruplar arasında hücre sayısı açısından fark vardır; ancak bu fark 

istatistiksel olarak sınırda bulunmuĢtur (p=0,05) (Tablo 3.3).  

Tablo 3.3.PMN hücre sayılarının gruplarda karĢılaĢtırılması (ortanca, min-max) 

 
S-P- 

(n=7) 
S-P+ 

(n=7) 
S+P+ 

(n=7) p 

Hücre Sayısı 

(10
3
) 1280 [700-1800]

a 1400 [600-3000]
a,b 2100 [1000-4000]

b 0,050 

 

 

a,b: 
harflerin farklı olması o iki grupta farklılığı göstermektedir. 
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3.4. NET’in Niceliksel Analizi  

PMA ile aktive edilen (pozitif kontrol) ve edilmeyen (negatif kontrol) nötrofil-

lerden elde edilen NET miktarları karĢılaĢtırıldığında, negatif kontrol değerleri 

açısından gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaktadır (p=0,009). 

Farklılık yaratan grubun S-P- grup olduğu görülmektedir. S-P- grupta negatif kontrol 

değerleri daha düĢüktür. Pozitif kontrol (NET) değerleri açısından gruplar arasında 

anlamlı fark bulunmaktadır (p=0,003). Farklılık yaratan grubun S-P- grup olduğu 

görülmektedir. S-P- grupta NET miktarı daha düĢük bulunmuĢtur. S-P- grup, hem S-

P+ hem S+P+ gruplardan farklılık göstermiĢtir (p=0,013 ve p=0,006) (Grafik 3.2) 

(Tablo 3.4). 

Periodontitisli bireyler (S-P+, S+P+) ve S-P- bireyler   kıyaslandığında, perio-

dontitisli ve sağlıklı bireyler arasında anlamlı fark bulunmuĢtur (p<0,001) (Tablo 

3.5). 
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ġekil 3.2.Gruplarda NET miktarlarını gösteren kutu çizgi grafiği 

Tablo 3.4.Gruplarda NET miktarlarının sonuçları (ortanca, min-max) 

 
S-P- 

(n=7) 

S-P+ 

(n=7) 

S+P+ 

(n=7) 
p 

Negatif Kontrol 1.742 [0-2.70]
a 2.509 [2.13- 2.82]

b 2.749 [2.10-2.78]
b 0,009 

Pozitif Kontrol 

 (NET) 
1.037 [0.78-1.99]

a 2.409 [2.03-2.78]
b 2.693 [1.43-2.95]

b 0,003 

               P 0,866 0,310 0,271  

 

 

   a,b: 
harflerin farklı olması o iki grupta farklılığı göstermektedir. 
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Tablo 3.5.Periodontitisli ve sağlıklı bireylerde NET miktarlarının sonuçları (ortanca, min-max) 

  

Sağlıklı bireyler (S-P-) 
 

Periodontitsli bireyler [(S-P+) (S+P+)] 
 

     p 

 

        NET 

 

1.037 [0.781-1.99]
a 

 

2.437 [1.43-2.95]
b 

 

0,001 

 

 

a,b: 
harflerin farklı olması o iki grupta farklılığı göstermektedir. 

3.5. NET Miktarı ile Klinik Parametrelerin Korelasyonu 

NET miktarları ile; 

 PĠ değeri arasında %67 (p=0,001) (Grafik 3.3), 

 GĠ değeri arasında %69 (p=<0,001) (Grafik 3.4), 

 SD değeri arasında %53.3 oranında pozitif yönde ve orta düzeyde istatistiksel 

açıdan anlamlı bir iliĢki olduğu görülmektedir (p=0,013) (Grafik 3.5). 

 KAS değeri arasında %79.2 oranında pozitif yönde ve yüksek düzeyde istatis-

tiksel açıdan anlamlı bir iliĢki olduğu görülmektedir (p=<0,001)(Grafik 3.6). 

NET miktarının klinik parametreler ile korelasyonu Tablo 3.6’da gösterilmiĢtir. 

Tablo 3.6.NET miktarının klinik parametreler ile korelasyonu  

  

            Pearson Korelasyon Katsayısı 

 r  p 

 

 

NET 

 

        PĠ 

0,67 0,001 

 0,696 <0,001 
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        GĠ 

 

        SD 

0,533 0,013 

 

       KAS 

0,792 <0,001 

 

 

NET: Nötrofil Hücre DıĢı Tuzak, PĠ: Plak Ġndeksi, GĠ: Gingival Ġndeks, SD: Sondlama Derinliği, 

KAS: Klinik Ataçman Seviyesi 

 

 

 

 

 

ġekil 3.3.NET miktarı ile PĠ korelasyonunu gösteren saçılım grafiği 
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ġekil 3.4.NET miktarı ile GĠ korelasyonunu gösteren saçılım grafiği 

 

 

ġekil 3.5.NET miktarı ile SD korelasyonunu gösteren saçılım grafiği 
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ġekil 3.6.NET miktarı ile KAS korelasyonunu gösteren saçılım grafiği 

3.6. Periferal Venöz Kandan PMN Ġzolasyonu  

Ġzolasyon sonucunda elde edilen nötrofiller %72’lik ve 63’lük Percoll dilüsyonları 

arasında bulutumsu tabaka olarak izlenmiĢtir (ġekil 3.7). 

 

ġekil 3.7. Percoll tabakaları arasında bulutumsu tabaka Ģeklinde PMN izlenmiĢtir 
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Santrifüj sonrası tüpün en alt kısmında eritrositlerin olduğu tortu izlenmiĢtir (ġe-

kil 3.8).  

Eritrositler patlatıldıktan ve tekrarlanan santrifüjden sonra nötrofiller tüpün en 

alt kısmında gözlenmiĢtir (ġekil 3.9). 

 

ġekil 3.8.Santrifüj sonrası içinde eritrositlerin de buluntuğu tortu izlenmiĢtir.  

 

ġekil 3.9.Eritrositler patlatıldıktan ve tüp santrifüj edildikten sonra içinde nötrofillerin bulunduğu 

tortu tüpün altında izlenmiĢtir. 

3.7. PMN’in Sayılması 

PMN süspansiyonundaki hücre sayısını belirlemek için hücre stoğundan alınan 10 

µl’lik hücre süspansiyonu Neubauer hücre sayım kamarasında incelenmiĢtir (ġekil 

3.10). Toplam PMN sayısı hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 3.10. Neubauer sayım kamarasına alınan PMN’in ıĢık mikroskobik görüntüsü (x10) 

3.8. PMN’in Canlılık Oranının Tespiti 

Trypan blue boyası (Sigma-Aldrich, ABD) kullanılarak ıĢık mikroskobunda incele-

nen kamarada boya alan ve böylelikle mavi renkte görünen hücreler ölü, almayanlar 

canlı olarak değerlendirilmiĢtir (ġekil 3.11). Tüm hücreler (canlı ve ölü) sayılarak 

toplam hücre sayısı içinde ölü hücrelerin oranı % olarak hesaplanmıĢtır. Hücrelerin 

%98’inin canlı olduğu tespit edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.11. Boya alan ölü PMN (mavi renkte) ve boya almayan canlı PMN (Ģeffaf) izlenmiĢtir 

(Trypan blue boyası) (x40). 

3.9. Ġzole Edilen PMN’in Ġçinde Nötrofil Oranının Belirlenmesi 

Diff-Quick boya (Bio Optica, Ġtalya) ile boyanan hücreler ıĢık mikroskobunda sayıl-

mıĢtır (ġekil 3.12). Nötrofiller, soluk pembe sitoplazma ve koyu mavi renkte parçalı 
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çekirdek yapısına sahip hücreler olarak mikroskopta gözlenmiĢtir.  Bir mikroskop 

sahasında mevcut toplam hücrenin ortalama %97’sinin nötrofil olduğu tespit edilmiĢ-

tir.  

 

ġekil 3.12. Nötrofillerin soluk pembe sitoplazması ve koyu mavi parçalı çekirdeği izlenmiĢtir (Diff-

Quick boya) (x40). 

3.10. Nötrofillerin PMA ile Aktivasyonu 

ÇalıĢma kapsamında elde edilen PMN sayısı; 

 S-P- grupta 700.000-1.800.000, 

 S-P+ grupta 600.000-3.000.000, 

 S+P+ grupta 1.000.000-4.000.000 arasında değiĢmiĢtir.  

Her üç grupta da izole edilen PMN’nin bir kısmı PMA ile aktive edilmiĢ, bir 

kısmı ise muamele edilmeden negatif kontrol olarak bırakılmıĢtır. Bir saatlik inkü-

basyon sonucunda Ģekillenen reaksiyon fluorometre cihazı ile niceliksel olarak de-

ğerlendirilmiĢtir. PMA aktivasyonu açısından gruplarda istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark gözlenmemiĢtir (p=0,866; p=0,310; p=0,271). 

NET değerleri Grafik 3.2’de görülmektedir. NET miktarı açısından periodonti-

tisli bireylerde (S-P+ ve S+P+) sağlıklı bireylerin yer aldığı gruba (S-P-) göre istatis-
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tiksel olarak anlamlı fark bulunmuĢtur (p=0,001). Periodontitisli bireylerde NET 

miktarı açısından sigaranın etkisinin olup olmadığının belirlenmesi amacıyla S-P+ ve 

S+P+ gruplar karĢılaĢtırıldığında, iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıĢtır (p>0,05).  
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4. TARTIġMA VE SONUÇLAR 

Nötrofiller periodontal dokularda oldukça yaygın olarak bulunmaktadır ve periodon-

tal patojenlere karĢı ilk cevabı oluĢturmaktadır (Kantarcı ve ark. 2003). Yakın za-

manda, nötrofillerin NET adı verilen ağsı yapılar oluĢturarak bakterileri hücre dıĢı 

ortamda hapsettiği ve öldürdüğü keĢfedilmiĢtir (Brinkmann ve ark. 2004). Nötro-

fillerin pek çok fonksiyonunu etkilediği bilinen sigaranın, sigara içen ve içmeyen 

periodontitisli bireylerden izole edilen periferal nötrofillerde NET oluĢumu üzerine 

etkisi daha önce araĢtırılmamıĢtır.  Bu nedenle, çalıĢmamızın amacı, sigara içen ve 

içmeyen periodontitisli bireylerde ve sağlıklı kontrollerde, NET miktarlarını 

karĢılaĢtırmak ve NET’lerinklinik parametreler ile korelasyonunu değerlendirmektir. 

ÇalıĢmamızın hipotezi, sigara içen periodontitisli bireylerde NET miktarının, sigara 

içmeyen periodontitisli ve sağlıklı bireylere göre daha yüksek olacağıdır. 

ÇalıĢmamızda elde edilen bulgulara göre, NET miktarı S+P+ grupta S-P+ gruba 

göre daha yüksektir; ancak fark istatistiksel olarak anlamlı değildir. S-P- grup ile 

karĢılaĢtırıldığında her iki periodontitis grubunda NET miktarı istatistiksel olarak 

anlamlı derecede yüksektir. Aynı zamanda NET miktarı ile PĠ, GĠ, SD gibi klinik 

parametreler arasında orta düzeyde; KAS ile arasında yüksek düzeyde pozitif iliĢki 

tespit edilmiĢtir. 

Epidemiyolojik çalıĢmalar artan yaĢ ile birlikte periodontal hastalığın prevalans 

ve Ģiddetinin arttığını bildirmiĢtir (Baelum ve ark. 1997a,b; Beck ve ark. 1997). Bu 

durum, doku yıkımının kümülatif doğasının ileri yaĢlarda ortaya çıkması ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (Hujoel ve ark. 2003, Chavarry ve ark. 2009). Sigara periodontal 

hastalık için risk faktörü olarak kabul edilmektedir (Genco ve Borgnakke 2013). 

Sigara içen bireylerde periodontal hastalığın daha erken baĢladığı bildirilmiĢtir (Ha-

ber 1994, Mullally 2004). Bu bilgiler ile uyumlu olarak, çalıĢmamızdaki gruplar yaĢ 

açısından incelendiğinde, S-P+ grupta yaĢ, S-P- ve S+P+ gruplar ile 

karĢılaĢtırıldığında daha yüksektir; ancak yalnızca S-P- grup ile arasındaki fark istat-

istiksel olarak anlamlıdır. 
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Elde ettiğimiz sonuçlara göre, S-P  ve S P  gruplarda bütün klinik periodontal 

parametreler S-P- gruptan anlamlı düzeyde daha yüksektir. Bununla birlikte, S+P+ 

grupta PĠ, SD ve KAS değerleri S-P+ gruba göre daha yüksek gözlenirken; daha 

düĢük GĠ değerleri tespit edilmiĢtir. Ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıĢtır. Genellikle, sigara içen bireylerde, yüksek PĠ’ne rağmen, daha düĢük 

sondlamada kanama değerleri bildirilmektedir. Ayrıca SD ve KAS sigara içmeyen-

lere göre daha fazladır (Albandar ve ark. 2000, Luzzi ve ark. 2007).  

Periodontitis, mikrobiyata ile iliĢkili ve periodontal ataçmanın kaybıyla 

sonuçlanan konak aracılı enflamasyon olarak tanımlanmaktadır (Tonetti ve ark. 

2018). Hastalık patogenezinde dental plak içinde yer alan bakterilere karĢı geliĢen 

enflamatuvar yanıt önemli rol oynamaktadır (Çekici ve ark. 2014). Meydana gelen 

enflamatuvar süreçte nötrofiller, makrofajlar ve lenfositler gibi pek çok farklı immün 

hücre çeĢidi görev almasına rağmen, enflamasyon durumunda diĢeti sulkusunda 

yoğun olarak bulunan nötrofiller, patojenlere karĢı ilk yanıtı oluĢturmaktadır (Kant-

arcı ve ark. 2003, Preshaw ve Taylor 2011).  

ÇeĢitli sitokinler ile enfekte bölgeye yönlendirilen nötrofillerin, enfekte bölgede 

patojenle karĢılaĢması nötrofilin aktive olmasına ve patojenin fagozom içine 

alınmasına neden olmaktadır. Fagozomda iki antimikrobiyal olay gerçekleĢmektedir. 

Ġlki NADPH oksidaz ile ROT sentezidir (Hampton 1998). Ancak ROT yüksek reak-

tiviteye sahiptir. Bu yüzden ROT, antimikrobiyal etkinliğinin yanında, dokuda pro-

tein, lipit ve DNA gibi önemli yapıları okside ederek doku hasarına sebep olmaktadır 

(Özmeriç ve ark. 2004, Chapple ve Matthews 2007). Ġkincisi ise, granüllerin fag-

ozom ile kaynaĢması ve içlerindeki antimikrobiyal peptid ve enzimlerin boĢaltıl-

masıdır (Hampton1998). Nötrofiller MPO, elastaz, lizozim, katepsin G, iNOS içeren 

azurofilik ve laktoferrin, MMP-8 ve MMP-9 ve lizozim açısından zengin spesifik 

granüllere sahiptir. Bu antimikrobiyal peptid ve enzimler fagositoz, degranülasyon 

ve NET oluĢumu gibi antimikrobiyal öldürme mekanizmalarında görev almaktadır 

(Rosales ve ark. 2016). Aynı zamanda, bu enzimler dokuyu degrade ederek has-

talığın klinik belirtilerinin altında yatan doku hasarında etkili olmaktadır (Preshaw ve 

Taylor 2011). NE, MMP’ler ve ROT gibi nötrofil ürünlerinin doku hasarına sebep 

olduğu bildirilmiĢtir (Liou ve Campbell 1996, Chapple ve Matthews 2007). 
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Enflamasyonun rezolüsyonu doku sağlığının yeniden oluĢturulması için oldukça 

önemlidir. Enflamatuvar bölgedeki nötrofillerin elimine edilememesi sonucu en-

flamasyonun kronikleĢtiği ve periodontal dokularda nötrofil-aracılı yıkımın arttığı 

gösterilmiĢtir (Van Dyke ve Serhan 2003, Çekici ve ark. 2014). 

Nötrofillerin sayı ve fonksiyonunda defekt ile beraber seyreden birçok durumda 

periodontitisin Ģiddetli formlarının görülmesi bize nötrofillerin periodontal sağlık 

için taĢıdığı önemi göstermektedir. Nötrofilleri sayı bakımından etkileyen iki durum 

mevcuttur. Bu durumlardan ilki nötrofil sayısının azalması (<1,500 hücre/µL) olarak 

tanımlanan ‘nötropeni’dir. Nötropeni durumunda enfeksiyona duyarlılık artmaktadır. 

Ġkincisi ise nötrofil sayısının artması olarak tanımlanan ‘nötrofili’dir. Nötrofili duru-

munda ise immün yanıt Ģiddetlenmekte ve kronik enflamasyona yatkınlık ortaya 

çıkmaktadır (Lalwani ve ark. 2016). Yapılan çalıĢmalarda, periodontitisli bireylerde 

periferal nötrofil sayısının sağlıklı kontrollere göre yüksek olduğu (Kweider ve ark. 

1993) ve sayının hastalık Ģiddeti ile iliĢkili olarak arttığı gösterilmiĢtir (Loos ve ark. 

2000). Benzer Ģekilde, generalize agresif periodontitisli bireylerde periferal nötrofil 

sayısının sağlıklı kontrollere göre arttığı bildirilmiĢtir (Shi ve ark. 2008). Nötrofiller 

üzerinde pek çok etkisi bulunan sigaranın nötrofil sayısını arttırdığı ortaya konmuĢtur 

(Schwartz ve Weiss 1994). Sigara içen bireylerde nötrofil sayısı sigara içmeyen bi-

reylere göre daha yüksek bulunmuĢtur (Fröhlich ve ark. 2003, Smith ve ark. 2003, 

Higuchi ve ark. 2016). Mevcut literatüre uyumlu olarak, çalıĢmamızda PMN 

sayısının S+P+ grupta en yüksek, S-P- grupta ise en az olduğu tespit edilmiĢtir. PMN 

sayısı açısından bu iki grup arasındaki fark istatistiksel olarak sınırda anlamlıdır. 

Ancak S-P+ ve S+P+ gruplar arasında PMN sayısı açısından istatistiksel olarak an-

lamlı fark bulunmamıĢtır. Literatürde periodontitis ve sigara dıĢında PMN sayısını 

etkileyen pek çok faktör bildirilmiĢtir. Bunlardan erkek cinsiyet, yüksek vücut kitle 

indeksi, yüksek kan basıncı, hiperlipidemi ve diyabet artmıĢ PMN sayıları ile iliĢkili 

bulunmuĢtur (Higuchi ve ark. 2016). ÇalıĢmamızda her ne kadar sistemik olarak 

sağlıklı bireyler dahil edilmiĢ olsa da bireylerin vücut kitle indeksi veya hiper-

lipidemi gibi durumları hakkında bilgi alınmamıĢtır. Elde edilen bulgulara bu faktör-

lerin etkili olabileceği düĢünülebilir. 
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Sayısal anomalilere ek olarak bazı durumlarda nötrofillerin adezyon, kemotaksis 

ve fagositoz gibi fonksiyonları etkilenebilmektedir. Bu durumlar: Chediak-Higashi 

sendromu, lökosit adezyon defekti, Papillon Lefèvre sendromu, Felty’s sendromu, 

Down sendromu ve tembel lökosit sendromudur. Bu sendromlarda görülen nötrofil 

fonksiyon anomalileri periodontitisin erken baĢlayan ve Ģiddetli ilerleyen formlarına 

sebep olmaktadır (Lalwani ve ark. 2016). Lokalize agresif periodontitisli bireylerden 

alınan periferal nötrofillerde artmıĢ ROT üretimi tespit edilmiĢ ve bu durumun doku 

hasarında rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür (Topham ve Prescott 1999, Gronert ve 

ark. 2004). Toplam 38 bireyde yapılan bir çalıĢmada, kronik periodontitisli birey-

lerden elde edilen periferal nötrofillerin in vitro Fcγ-reseptör stimülasyonu sonrası 

sağlıklı kontrollere göre daha yüksek miktarda ROT ürettiği tespit edilmiĢtir (Chap-

ple ve Matthews 2007).  

Periodontitiste nötrofillerin hangi mekanizmayla doku hasarına katkıda 

bulunduğu pek çok çalıĢmaya konu olmuĢ ve çeĢitli mekanizmalar öne sürülmüĢtür. 

Nötrofillerin sebep olduğu doku hasarında değiĢmiĢ diaçilgliserol kinaz (DAGK) 

ekspresyonu (Gronert ve ark. 2004), adezyon molekülleri (Gustafsson ve Asman 

1996), fox genleri (Matthews ve ark. 2007), Fcγ polimorfizmleri (Kobayashi ve ark. 

1997, Fredriksson ve ark. 2003) gibi konular üzerinde durulmuĢtur.  

Yakın zamanda, Brinkmann ve ark. (2004) tarafından nötrofillerin farklı bir an-

timikrobiyal fonksiyonu keĢfedilmiĢtir. Bu çalıĢmada, nötrofillerin ağsı yapılar 

oluĢturarak hücre dıĢı ortamda bakterileri hapsettikleri gösterilmiĢ ve bu yapılar NET 

olarak adlandırılmıĢtır. NET, majör yapısal komponenti DNA olan ve üzerinde his-

tonlar, NE, MPO, katepsin G, lizozim, jelatinaz gibi antimikrobiyal proteinler içeren 

ağsı yapıdır. DNA liflerinin çapı yaklaĢık 15-17 nm’dir. Liflerin üzerindeki granüler 

proteinlerin çapı ise yaklaĢık 50 nm’dir. NET’in yalnızca aktive olmuĢ nötrofillerden 

üretildiği ve IL-8, LPS ve PMA’nın nötrofilleri aktive ederek NET oluĢumuna yol 

açtığı gösterilmiĢtir. NET oluĢumunun aktivasyondan 10 dk sonra gerçekleĢtiği, 

transmisyon elektron mikroskobu (TEM), tarama elektron mikroskobu (SEM) ve 

immünfloresan yöntemler ile görüntülenebileceği ve fluorometre cihazında niceliksel 

olarak ölçülebileceği bildirilmiĢtir (Brinkmann ve ark. 2004). ÇalıĢmamızda sigar-
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anın NET oluĢumu üzerine olan etkisini gözlemlemek istediğimiz için NET miktarı 

fluorometre cihazı ile ölçülmüĢ ve NET niceliksel olarak değerlendirilmiĢtir. 

Fuchs ve ark. (2007) tarafından yapılan çalıĢmada, NET oluĢumu boyunca mey-

dana gelen morfolojik değiĢikliklerin görüntülenmesi amaçlanmıĢtır. Bu çalıĢmada 

nötrofiller PMA ile uyarılmıĢ ve meydana gelen değiĢimler faz kontrast mikroskobu 

ile kaydedilmiĢtir. Aktivasyon 45. dk’dan sonra gözlenmiĢtir. Morfolojik değiĢi-

klikler, çekirdeğin karakteristik lobüler formunun kaybolmasıyla baĢlayan belirli bir 

süreci izlemiĢtir. EĢ zamanlı olarak, ökromatin ve heterokromatin arasındaki ayrım 

ortadan kalkmıĢtır. Bu noktada nükleer membranlar birbirinden ayrılmaya baĢlamıĢ; 

ancak sitoplazma ve organellerin morfolojisi bozulmamıĢtır. Süreç boyunca granüller 

çekirdeğe yaklaĢmıĢ ve böylece DNA hücre dıĢı ortama çıkmadan önce granüler 

komponentler ile birleĢmiĢtir. Hücre membranı bozulmamıĢ yalnızca NET salınımına 

izin vermek için kırılmıĢtır. 10 ve 25 nM konsantrasyonda PMA ile 37
o
C ve %5’lik 

CO2 ortam Ģartlarında aktive edilen 10x10
5 

PMN/ml sayıda nötrofilde oluĢan NET 

miktarı 45, 90, 135, 180 ve 240 dk sonra fluorometre ile niceliksel olarak ölçül-

müĢtür (Fuchs ve ark. 2007).  

PMA, DAG’ın yapısal analoğudur ve protein kinaz C (PKC)’nin potent bir ak-

tivatörüdür. PMA tarafından PKC’nin aktivasyonu lökositlerde IL-6, TNF-α, IL-1β 

gibi pro-enflamatuvar sitokin salınımını arttırmaktadır (Dzietko ve ark. 2015). 

Ayrıca PMA tarafından PKC aktivasyonu NADPH oksidazın aktive olmasına ve 

ROT üretimine sebep olmaktadır (Karisson ve ark. 2000). PMA’nın nötrofillerde 

NET oluĢumunu uyardığı bildirilmiĢtir (Brinkmann ve ark. 2004, Fuchs ve ark. 

2007). Bu yüzden NET oluĢumunu değerlendiren birçok çalıĢmada, 0-100 nM kon-

santrasyonlara sahip PMA, NET aktivatörü olarak kullanılmıĢtır (Brinkmann ve ark. 

2004, Fuchs ve ark. 2007, Jayaprakash ve ark. 2015, Masuda ve ark. 2017). 

Bu bilgilerden yola çıkarak çalıĢmamızda, Fuchs ve ark. (2007)’nın çalıĢmasına 

benzer Ģekilde, NET oluĢumunu uyarmak amacıyla 10x10
5 

PMN/ml sayıda nötrofil 

25 nM konsantrasyonda PMA ile 37
o
C ve %5’lik CO2 ortam Ģartlarında aktive 

edilmiĢ ve 60 dk sonra NET niceliksel olarak ölçülmüĢtür. 
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Fuchs ve ark. (2007) tarafından NET üzerine yapılan çalıĢmada, NETozis 

boyunca sitoplazma ve organellerin sağlam kaldığı, hücre membranının sadece 

NET’in hücre dıĢı ortama çıkabilmesi için kırıldığı ve apoptozda görev alan kaspaz 

proteinlerinin bu süreçte görev almadığı izlenmiĢtir. Annexin V ile iĢaretlenen apop-

tik hücrelerde NET oluĢmamıĢtır. Bu yüzden NET oluĢumunun apoptozdan farklı bir 

mekanizma ile gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir. Ayrıca NET oluĢumunun hücrenin nekro-

zu sonucu oluĢmadığı, bu sürecin NADPH oksidaz aktivasyonu gibi belirli hücresel 

aktiviteleri gerektirdiği gösterilmiĢtir. NADPH oksidaz, DPI ile inhibe edildiğinde 

Staphylococcus aureus ve PMA ile uyarılan hücrelerde ROT üretimi durmuĢ ve NET 

oluĢumu gerçekleĢmemiĢtir. Katalaz H2O2’yi, H2O ve O2’ye dönüĢtürerek ROT se-

viyesini azaltmaktadır. ROT üretiminin NET üzerine etkisini göstermek için, katalaz 

kullanılmıĢ ve NET üretiminin azaldığı gözlenmiĢtir. Katalaz inhibe edildiğinde NET 

seviyesi de artıĢ göstermiĢtir. Kronik granülomatöz hastalığa sahip bireylerde, 

NADPH oksidazdaki mutasyondan dolayı ROT üretilememektedir. Bu bireylerden 

elde edilen nötrofillerde NET oluĢumu gerçekleĢmemiĢtir. Dolayısıyla, NADPH 

oksidaz aktivasyonu ve ROT üretiminin NET oluĢumunu baĢlatan anahtar olay 

olduğu öne sürülmüĢtür (Fuchs ve ark. 2007, Wang ve ark. 2009, White ve ark. 

2016).  

NET, Gram (+) ve (-) bakterilere bağlanarak bakteriyi hapsetmekte ve üzerin-

deki antimikrobiyal proteinler ile öldürmektedir. Mikroorganizmaların etkin bir 

Ģekilde öldürülmesi gerektiğinde lokal konsantrasyonları artmaktadır (Delgado-Rizo 

ve ark. 2017).  

ÇeĢitli hastalıklarda NET oluĢumunu değerlendiren çalıĢmalarda, apandisit 

(Brinkmann ve ark. 2004), preeklampsi (Gupta ve ark.2005), streptokokal en-

feksiyonlar (Molloy, 2006), nekrotizan fasiit (Buchanan ve ark. 2006) ve pnömoni 

(Beiter ve ark. 2006) gibi hastalıklarda NET tespit edilmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada, 

alevlenme dönemindeki KOAH hastalarının balgamında büyük miktarda NET varlığı 

gösterilmiĢtir (Grabcanovic-Musija ve ark. 2015). Benzer olarak kronik enflamatuvar 

bir hastalık olan aterosklerozda, aterosklerotik lezyona sahip kan damarı sayısı ile 

NET belirteçlerinden MPO/DNA’nın korele olduğu bildirilmiĢtir (Borissoff ve ark. 

2013). RA’lı bireylerin dolaĢım ve sinovial sıvı nötrofillerinde sağlıklı kontrollere 
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kıyasla artmıĢ NET oluĢumu bildirilmiĢtir (Thomas ve ark. 2012, Khandpur ve ark. 

2013). Bu çalıĢmaların ıĢığında, artmıĢ NET oluĢumunun birçok enflamatuvar has-

talığın patogenezinde rol oynadığı ve patolojik durumlarda NET salınımının Ģiddetli 

doku hasarı ile iliĢkili olduğu düĢünülmüĢtür (Cooper ve ark. 2013). 

Diğer enflamatuvar hastalıklara benzer olarak periodontal hastalıkta, ROT 

bağımlı gerçekleĢen NET üretiminin artabileceği (Cooper ve ark. 2013) ve artmıĢ 

NET üretiminin doku hasarı ile iliĢkili olabileceği (Kolaparthy ve ark. 2014) belir-

tilmiĢtir. DiĢeti biyopsilerinde, pürülan eksudada, supragingival plak ve DOS’ta NET 

bulunmuĢtur (Vitkov ve ark. 2009, Hirschfeld ve ark. 2015). Kronik periodontitisli 

12 bireyden alınan biyopsi örneklerinde diĢetinin enflamasyonlu bölgelerinde NET, 

TEM ile görüntülenmiĢ ve 22 gingivitisli bireyden alınan pürülan eksudada 

saptanmıĢtır (Vitkov ve ark. 2009). Diğer çalıĢmada, dental biyofilm ve DOS içinde 

nötrofil ve NET varlığı gösterilmiĢtir. Dental biyofilmdeki bakteri türlerinin nötrofil-

lerde NET oluĢumuna neden olduğu ortaya konmuĢtur. Ancak dental plaktaki NET 

miktarı ve klinik parametreler arasında bir iliĢki bulunamamıĢtır (Hirschfeld ve ark. 

2015). ÇalıĢmamızda, periodontitisli bireylerde periferal nötrofillerin PMA aktivasy-

onu sonucu oluĢan NET miktarı ile klinik parametreler arasında pozitif iliĢki bulun-

muĢtur. Elde edilen sonuçlara göre; NET miktarı ile PĠ, GĠ ve SD arasında orta 

düzeyde; KAS ile arasında yüksek düzeyde pozitif iliĢki saptanmıĢtır. KAS 

periodontal hastalık tanısı için kullanılan ve hastalık Ģiddetini yansıtan oldukça 

önemli bir klinik parametredir (Rheu ve ark. 2011). Periodontitisli bireylerde perifer-

al nötrofiller tarafından üretilen NET miktarı ile KAS arasında yüksek düzeyde 

pozitif iliĢki saptanması, periodontal doku yıkımında NET’in potansiyel rolüne ıĢık 

tutmaktadır. Önceki çalıĢmada, dental biyofilm içinde saptanan NET ile klinik para-

metreler arasında iliĢki tespit edilememesinin nedeni olarak NET’in deoksiri-

bonükleaz (Dnaz) oluĢturma yeteneğine sahip Porphyromonas gingivalis, 

Tannerrella forsythia, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Prevotella 

intermedia (Palmer ve ark. 2012, Cooper ve ark. 2013) gibi bazı bakteriler tarafından 

degrade edilebileceği düĢünülmüĢtür. Kronik periodontitisli ve sağlıklı bireylerde 

NET üretimi ve degradasyonunu araĢtıran bir çalıĢmada, toplam 40 bireydeki plazma 

NET üretiminde periodontitisli ve sağlıklı bireyler arasında fark gözlenmemiĢtir. 
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Ancak periodontitisli bireylerdeki NET üretiminin periodontal tedavi sonrası azaldığı 

bildirilmiĢtir. Plazma NET degradasyonu periodontitisli bireylerde belirgin olarak 

düĢük bulunmuĢ ve bu durum azalmıĢ Dnaz-1 seviyeleri ile iliĢkilendirilmiĢtir. Bu 

yüzden, tedavi sonrası NET degradasyonunun karĢılaĢtırılabilir bir parametre olduğu 

düĢünülmüĢtür (White ve ark. 2016).  

Periodontitiste periferal nötrofillerin dental plaktaki bakterilere karĢı hiperreaktif 

ve ROT üretimi açısından hiperaktif olduğu önceden bildirilmiĢtir (Matthews ve ark. 

2007). Bu iki durum, aĢırı NET üretimi ile sonuçlanmaktadır (Cooper ve ark. 2013).  

NET’in doku hasarı patogenezindeki rolü Ģu etkileri ile iliĢkilendirilmiĢtir;  

-NETozis boyunca nötrofillerin yarı ömürleri uzamaktadır. Enflamatuvar 

bölgede daha uzun süre yer alan nötrofiller, degrade edici enzimleri ile nötrofil-

aracılı doku hasarına yol açmaktadır. 

-Hücre dıĢı ortamda bulunan proteinaz-3, MPO, peptidil arjinin deaminaz (PAD) 

gibi hücresel komponentler immünojenik etki oluĢturmaktadır.  

-NET oluĢumu süresince üretilen ROT, IL-1β gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin 

salınımını arttırmaktadır (Cooper ve ark. 2013). 

Bu bilgilerin ıĢığında, S-P+ ve S+P+ gruplar ile S-P- grup karĢılaĢtırıldığında 

her iki grupta da NET miktarı S-P- gruba kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede 

yüksektir. Gözlenen farkın, enflamatuvar hastalıklarda artmıĢ ROT üretiminin bir 

sonucu olduğu düĢünülmüĢtür. Bu bulgu literatürdeki bilgileri desteklemektedir 

(Fuchs ve ark. 2007, Cooper ve ark. 2013). 

Sigara dumanı özellikle H2O2 ve O2- gibi ROT bakımından oldukça zengindir 

(Pryor ve Stone 1993, Valavanidis ve ark. 2009). Sigara içildiğinde bir nefeste tar 

fazda 10
14

 ve gaz fazda 10
15

radikal içermektedir (Pryor ve ark. 1983). Sigara, 

içerdiği pek çok kimyasalla direkt veya indirekt olarak ROT üretimi ile oksidatif 

stresi doğurmaktadır (Pryor ve ark. 1990, Palmer ve ark. 2005, Garg ve ark. 2006). 
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Sigaranın nötrofil kaynaklı ROT üretimini arttırdığını gösteren çalıĢmalar mevcuttur 

(Gillespie ve ark. 1987, Gustafsson ve ark. 2000). Sigara ile iliĢkilendirilmiĢ 

kardiyovasküler hastalıklarda sigaranın ROT üretimini arttırdığı tespit edilmiĢtir 

(Burke ve Fitzgerald 2003, Yamaguchi ve ark. 2005). RA’lı bireylerde sigara içilme-

si ile oksidatif stresin arttığı ve hastalık patogenezine bu yolla katkıda bulunduğu 

belirtilmiĢtir (Chang ve ark. 2014). Periodontitisli bireylerde sağlıklı kontrollere göre 

ve sigara içen kronik periodontitisli bireylerde ise içmeyenlere göre ROT seviyesinin 

arttığı tespit edilmiĢtir (Guentsch ve ark. 2008, Aziz ve ark. 2013).  

Sigara nedeniyle NET oluĢumunun artabileceği, bunun bir sonucu olarak ise 

sigara ile iliĢkili hastalıklarda doku hasarı ve immün bozukluğun ortaya çıkabileceği 

düĢünülmektedir (Feldman ve Anderson 2013). KOAH hastalarında sigaranın NET 

oluĢumu üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla yapılan bir çalıĢmada, sigara du-

manına maruz bırakılan farelerden izole edilen PMN’lerde PMA aktivasyonu sonucu 

geliĢen NET miktarının kontrole göre daha yüksek olduğu gözlenmiĢtir (Qui ve ark. 

2017). Buna ek olarak, nikotinin NET oluĢumunu uyardığı gösterilmiĢtir (Hosse-

inzadeh ve ark. 2016).  

ÇalıĢmamızdan elde edilen sonuçlara göre, S+P+ grupta NET miktarı, S-P+ grup 

ve S-P- grup ile karĢılaĢtırıldığında daha yüksektir. S+P+ grup ile S-P- grup arasın-

daki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmasına rağmen, S-P+ grup ile arasındaki 

fark istatistiksel olarak anlamlı değildir. Periodontitisli gruplar arasında anlamlı bir 

fark bulunamaması, sigara kullanım durumlarının sözel olarak elde edilmesi ve farklı 

dozlarda sigara içen bireylerin çalıĢmaya dahil edilmemesine bağlı olabilir.  Ayrıca 

literatürde, sigaranın, nötrofil NADPH oksidazı (Nyugen ve ark. 2001) ve CSE’ye 

maruz bırakılan nötrofillerde oksidatif patlamayı baskıladığını bildiren çalıĢmalar da 

mevcuttur (Zappacosta ve ark. 2001). Sigara dumanı içindeki CSE ve tiyosiyanat 

(SCN
_
)’ye maruz bırakılan nötrofillerde PMA ile aktive edilen NET üretiminin in-

hibe edildiği bulunmuĢtur (White ve ark. 2018). Bu bilgilere ek olarak, sigara içen 

bireylerde sigara dumanı kondensatı (CSC)’ye maruz bırakılan periferal nötrofillerde 

NET oluĢumu doz bağımlı olarak azalmıĢtır. Bu durum CSC tarafından potansiyel 

NADPH oksidaz inhibisyonu ile iliĢkilendirilmiĢtir (Bokaba ve ark. 2017). Tüm bu 
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çalıĢmalara rağmen, sigaranın NET miktarı üzerine etkisi tam olarak açıklanabilmiĢ 

değildir (Rajendran ve Uppoor 2018). 

NET oluĢumu ve sigaranın bu oluĢumları nasıl etkilediği oldukça güncel bir ko-

nudur ve bilindiği kadarıyla bu çalıĢma, sigara içen periodontitisli bireylerde, sigar-

anın NET miktarı üzerine etkisini değerlendiren ilk çalıĢmadır.  

ÇalıĢmamızın limitasyonları; 

 Sigara kullanımının sözel olarak değerlendirilmesi ve doz sınıflaması yapıl-

maması,  

 NET oluĢumu değerlendirilirken eĢ zamanlı olarak ROT belirteçlerinin 

bakılmamasıdır.  

Sonuç olarak;  

 Her iki periodontitis grubunda da NET miktarı sağlıklı gruba göre istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde daha yüksektir. 

 Sigara içen periodontitisli bireylerde NET miktarı sigara içmeyen periodonti-

tisli bireylere göre yüksektir; ancak fark istatistiksel olarak anlamlı bulun-

mamıĢtır. 

 NET miktarı ile klinik parametreler arasında pozitif iliĢki bulunmuĢtur ve bu 

iliĢki KAS ile yüksek düzeyde pozitiftir. 

 ArtmıĢ NET miktarının periodontitiste doku hasarında rol oynadığı 

düĢünülmektedir. 
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