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Ligaturle Deneysel Periodontitis Uygulanan Ratlarda
Kisitlama Stresinin Pe_riodontal Doku Yikimina Etkisinin
Incelenmesi

Amagc: Bu c¢alismada, ligatirle deneysel periodontitis uygulanan ratlarda kisittama stresinin
periodontal doku yikimina etkilerinin radyolojik ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya 390-450 gram agirhginda 20 adet yetigkin disi Spraque Dawley rat
dahil edildi. Ratlar kontrol (n=10) ve stres (n=10) grubu olmak Ulzere 2 esit gruba ayrildi.
Calismanin baslangicinda tim deneklerin agirlik dlglmleri yapildi. Tim ratlarin sag-sol alt ¢ene
1.molar digleri etrafina, genel anestezi altinda ipek sutirler diseti altinda olacak sekilde yerlestirildi
ve suturler diglerin mezialinde digimlendi. Kontrol grubu ratlara 28 gunlik deney suresince ek her
hangi bir islem uygulanmazken, stres grubu ratlara gunlik 2.5 saat kisittama stresi uygulandi. Yirmi
sekiz gunlik deney suresinden sonra ratlarin agirlik 6lgimleri yapildi, ardindan denekler derin
anestezi altinda sakrifize edildi. Tum ratlarin alt sag-sol ¢eneleri radyolojik kemik yikimlarinin
belilenmesi amaciyla alindi. Ayrica tim deneklerin kan serumlarindan kortizol degerleri
biyokimyasal analiz ile belirlendi. Veriler ortalama ve standart sapma kullanilarak ifade edildi.
Verilerin istatistiksel analizinde student-t testi kullanildi.

Bulgular: Radyolojik kemik yikimi analizleri sonucunda meziyal ve distal kemik yikimi yiizdeleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmedi (P>0.05). Stres grubunun agirlik
ortalamalari kontrol grubundan dusik tespit edildi (P<0.05). Kan serum kortizol degerleri stres
grubunda kontrol grubuna gore yiksek tespit edildi (P<0.05).

Sonug: Radyolojik verilere gére 28 glnlik kisitlama stresinin periodontal doku yikimi tzerinde bir
etkisi tespit edilememigtir. Ayrica kisittama stresi deneklerde stres belirteci olan serum Kortizol
dlzeylerinde artisa neden olmustur ve bir diger stres belirteci olan kilo kaybina yol agmistir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel periodontitis, kisitlama stresi, kortizol, rat

The Investigation of the Effects of The Restrain Stress on Periodontal Tissue
Loss in Ligature Induced Periodontitis in Rats

Objective: The aim of this study is to investigate the radiological and biochemical examination of
periodontal tissue destruction in ligature induced experimental periodontitis in restrain stress
model.

Materials and Methods: Twenty adult female Spraque Dawley rats weighing 390-450 grams were
included in the study. Rats were divided in two groups; controls (n =10) and stress (n = 10). At the
beginning of the study, rats weights were measured. Ligatures were placed around both left and
right mandibular first molars subgingivally of the all rats in general anesthesia. Control group rats
were not subjected to any additional treatment during the 28-day experimental period and stress
group rats were applied restraint stress 2.5 hours per day. After a period of 28 days of
experimentation, the rats were sacrificed in the deep anesthesia following weighing. Both left and
right mandible of all rats were taken to determine the radiological bone destruction. In addition,
cortisol levels of blood serum of all rats were determined by biochemical analysis. All datas were
shown using with mean and standard deviation.

Results: After the radiological analysis no statistically significant difference was not detected
between controls and stress groups in mesial and distal periodontal bone destruction percentages
(P>0,05). The mean weight of the stress groups is lower than controls (P<0,05). Blood cortisol
values are detected as higher in stress group when compared with the controls (P<0,05).

Conclusion: According to the radiological analysis, 28 day restrain stress did not effect the
periodontal tissue destruction. In addition, restraint stress caused an increase in serum cortisol
levels, which is a stress indicator in rats, and also weight loss, which is an other stress indicator.

Key words: Experimental periodontitis, restrain stress, cortisol, rat

Giris

Periodontal hastaliklar, periodontal patojen bakterilerin neden oldugu atagman ve
alveolar kemik kaybi ile karakterize disi destekleyen dokularinin enflamatuvar
hastaliklandir. Periodontal hastaliklarin temel etkeni dis plagindaki periodontal patojen
bakterilere kargi konak immiin sisteminin vermis oldugu cevaptir. Periodontal patojen
bakteriler ve bu bakterilerin trlnleri, konak dokularindan periodontal dokularin yikimina
sebep olan gesitli enflamatuvar mediyatérlerin Uretiimesine neden olur. Diyabet, sigara

99


mailto:sdundar@firat.edu.tr

DUNDAR S. ve Ark.

kullanimi ve AIDS, nétrofil fonksiyon bozuklugu, vs. gibi
imman sistemi etkileyen hastaliklarin icerisinde yer aldigi
cesitli faktorler konak dokularinin immdinolojik cevabini
etkileyerek periodontal hastaligin siddetini ve doku
yikimini arttirabilmektedir (1-6).

Stres, kisi Uzerinde fizyolojik ve psikolojik etkiler
yaratan, baski olusturan dig uyaranlar ile ortaya ¢ikan
durumlari tanimlamak igin kullanilan bir terimdir.
Aragtirmalar stresin fizyolojik, endokrinolojik,
immanolojik ve davranigsal etkileri ile vicudun temel
homeostatik mekanizmalarini etkiledigini gdstermektedir.
Bu o6zellikleri ile stres tibbi agidan birgok hastalikla da
iliskilendirilmigtir (7, 8).  Stres, periodontitisin
ilerlemesinde katkisi olabilecek bir faktérdir. Stres,
periodontal dokularin saghgini sigara, alkol kullanimi,
kotd agdiz hijyeni gibi yasam kalitesini dusuren durumlara
neden olarak etkileyebilmektedir. Bunun yaninda stres,
konak dokularinin immin cavabini da bozarak
periodontal saghgi olumsuz etkileyebilecek bir faktorddir.
Psikolojik stres hicresel immin cevabi 3 yol ile
baskilamaktadir:  Hipotalomus vasitasiyla pittatér
bezden salgilanan adrenalin yoladi, ndéropeptidlerin
periferal salinimi,  adrenalin-noradrenalin saliniminin
sempatik sinir sistemini etkileri ile psikolojik stres
hiicresel immun sistemi baskilamaktadir (8-13).

Kortizol adrenal bezden salinan steroid turevli bir
hormondur. Stres ile baglantili anahtar hormon olarak
bilinmektedir. Vicutta stresin belirlenmesinde kullanilan
bir hormon olarak bilinmesinin yaninda pitiiatér bezden
salinan adrenokortikotropik hormon tarafindan kontrol
edilmektedir. Kortizol hormonunun seviyesi stres ve
hastalik dénemlerinde artis géstermektedir (9, 10).

Bu deneysel calismanin amaci kistlama stresine
maruz birakilan ratlarda periodontal doku yikiminin
radyolojik ve biyokimyasal incelenmesidir.

Gereg ve Yontem

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan etik kurul onayi alinan bu c¢alisma Firat
Universitesi Deneysel  Arastirmalar  Merkezinde
gercgeklestirildi. Calismanin radyolojik analizleri inénii
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis ve Cene
Radyolojisi Anabilim Dalinda, biyokimyasal analizleri
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Merkezi
Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Calismada 20 adet, 12 aylk, 390-450 gram
agirhginda sprague dawley disi, yetigkin rat kullanildi.
Denekler Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezinden temin edildi. Tim deneklere deney
suresince ayni sartlar altinda bakildi (12 saat gun 1s1§i-
12 saat karanlik, 25 derece sicaklik, gesme suyu,
standart yem). Deney slresince tum hayvanlar
havalandirma tertibati olan odalarda 6zel plastikten
yapiimis kafeslerde barindinildi. Denekler rastgele 2
gruba ayrildi;

Kontrol Grubu (n=10): Deneklerin sag ve sol 1.
molar dislerinin etrafina genel anestezi altinda (10 mg/kg
Xylazine®, 40 mg/kg ketamin), deneysel periodontitis
olusturmak amaciyla ipek sitir subgingival baglanarak
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dislerin mezialinde dugumlendi (6). Tim denekler 28
gunlik deneysel periodontitis olusturma slrecinden
sonra sakrifize edildi (12).

Deney Grubu (n=10): Deneklerin sag ve sol 1.
molar dislerinin etrafina genel anestezi altinda (10 mg/kg
Xylazine®, 40 mg/kg ketamin), deneysel periodontitis
olusturmak amaciyla ipek sitir subgingival baglanarak
dislerin mezialinde dugumlendi (6). Tim denekler 28
gunlik deneysel periodontitis olusturma surecinde
gunlik 2,5 saat 6zel aparatlar vasitasiyla kisittama
stresine maruz birakildi (Sekil 1). Tim denekler 28
glnlik deneysel periodontitis slirecinden sonra sakrifize
edildi (12). Deneklerin derin anestezi altinda sag ve sol
alt geneleri kas dokularinda uzaklastinlarak alindi ve
kalplerinden kan alinarak serum &rnekleri elde edildi,
serum Ornekleri analiz ginine kadar —-80 °C’de
bekletildi.

B

Sekil 1. Deneklere kistlama stresi uygulanmasi

Radyolojik Analizler: Rayolojik analizler yapilirken
ekspojur parametrelerinin ayarlanmasi i¢in lingual
ylzeyden birkag gekim yapildi. Uzun kon (dik agi) teknigi
kullanilarak, 60 kV, 4 mA, 0.05 sn sure ile konun yeri
degistiriimeden ¢ekimler yapildi. Radyografi islemleri igin
Belmont Phot-X Il (Japon) marka periapikal rontgen
cihazi ve Digora Optime (Finlandiya) fosfor plak tarama
sistemi  kullanildi.  Radyografik imajlar  Uzerinde
Olgumlerin standardizasyonu icin tim ¢ekimlerde ratlarin
yanina standart boyda metal bir obje yerlestirildi. Elde
edilen radyografik imajlarda mesial ve distal kemik
boyutlarinin  6élgimi icin Image J (Amerika Birlesik
Devletleri) programi kullanildi. Olglimler Akman ve ark.
(4)nin tarafindan yapilan g¢alismaya gdére planlandi.
Radyografik gorintilerin  Olgimlerinde alti anatomik
nokta esas alindi. Mesial tiberkilin en Ust noktasi (a),
mesial alveol kret tepesi (b), mesial kdk ucu (c), distal
tiberkdlin en st noktasi (d), distal alveol kret tepesi (e),
distal kék ucu (f). Boyutsal olarak a-b, a-c, d-e ve d-f
noktalari arasi mesafe oélclldi ve oranlanarak (a-b/a-c,
d-e/d-f) kemik yikim yuzdeleri belirflendi (Sekil 2).

Biyokimyasal  Analizler: Deneklerin  derin
anestezide kalplerinden elde edilen kan serumlarindan
kortizol analizleri Firat Universitesi Tip Fakultesi Merkezi



Cilt: 32, Sayi: 2

Sekil 2. Kemik yikim analizlerinde kullanilan 6lgiimler.
Meziyal Kemik Yikim Yizdesi: a-b/a-c, Distal Kemik
Yikim Yizdesi: d-e/ d-f

Biyokimya Laboratuvar’nda otoanalizérde yapildi.
Serum kortizol degerleri pg/dL olarak analiz edildi.
Serum kortizol analizlerinde 0.5 pg/dL’den kigiik olanlar
0 kabul edildi.

istatistiksel Analizler: Calismada elde edilen
bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in IBM
SPSS Statistics 22 programi kullanildi. Gruplarin kemik
yikimlarinin, agirlik verilerinin ve kan kortizol verilerinin
degerlendiriimesinde student-t testi kullanildi. Anlamlilik
P<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

Bulgular

Calisma slresince stres grubunda 3 kontrol
grubunda da 2 denek 6ldugu icin ¢calisma digi birakildi.

Deneklerin  Agirhk  Ortalamalari:  Deneyin
sonunda deneklerin agirhk ortalamalari
degerlendirildiginde stres uygulanan grupta deney
dizeneginin baslangicina goére istatistiksel olarak
anlamli dizeyde olmasa da agirlik kaybi meydana
gelmistir  (P>0.05). Kontrol grubunda deneysel
diizenegin baslangicina gore istatistiksel olarak anlamh
diizeyde olmasa da agirlik artisi meydana gelmistir
(P>0.05), (Tablo 1).

Radyolojik  Bulgular:  Deneklerin  radyolojik
analizinde kontrol grubunda 16 deney grubunda 14
yarim ¢ene degerlendirmeye tabi tutuldu. Deneklerin alt
¢ene 1. molar dislerinde mezial ve distal kemik yikim
yuzdeleri degerlendirildiginde stres ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel dizeyde anlamh bir farkliliga
ulagilamamistir (P>0.05) (Tablo 2).

Biyokimyasal Bulgular: Kan serumlarinin kortizol
analizlerinde stres grubunun kan serum Kortizol
dizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel dizeyde
anlamli olacak sekilde ylksek oldugu gérilmustir
(P<0.05) (Tablo 3).

Tartigsma

Bu calismada 20 adet disi sprague dawley rat
denek olarak secilmigtir. Disi ratlar stres etkenlerine
karsi daha duyarlidirlar. Disi ratlarin hipotalomik-pitiator-
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adrenal yoladi ve sempatikoadrenal sistemi erkek ratlara
gore uyaranlara daha reaktif cevap verirler (11).

Tablo 1. Gruplarin deneyin baslangicinda ve sonundaki
agirlik ortalamalari

Ortalama  Standart
Gruplar N (Gram) Sapma P
Kontrol- Baslangi¢ 10 396.4 58.28
Kontrol- Deney Sonu 8 401.5 51.74 >0.05
Stres- Baslangi¢ 10 444.3 30.27
Stres- Deney Sonu 7 361.86 38.6 <0.001

Tablo 2. Gruplarin meziyal ve distal periodontal kemik
yikim yuzdeleri

Kemik N Ortalama Standart

Yikim Alani  Grup (Yarim Gene) (%) Sapma P
Mezial Kemik Stres 14 44.14 11.16 0.05
Yikimi Kontrol 16 47.88 7.39 (0.064)
Distal Kemik  Stres 14 45.79 8.82 0.05
Yikimi Kontrol 16 42.38 9.98 (0.683)

Tablo 3. Gruplarin serum kortizol degerleri

Gruplar N Ortalama Standart

p Kortizol (ug/dL) Sapma
Stres 7 1.06 082 0026
Kontrol 8 0.00 0.00

Dis plagindaki periodontal patojen bakteriler ve bu
bakterilere kargi konak dokularinin cevabi arasindaki
bozulan denge, peridodontal doku yikiminda temel
faktordir.  Periodontal hastaliklarin ~ doku  yikim
mekanizmasindaki biyolojik igleyis arastiricilarin ilgisini
cekmektedir. Hayvan calismalari, periodontal
hastaliklarin karmasik doku yikim igleyisinin anlagiimasi
ve bu hastaliklara uygun tedavi ydntemlerinin ortaya
¢ikariimasi agisindan Onemli arastirma yontemleridir
(15). Bu galismada bakteri-konak etkilesimi, doku yikim
mekanizmasi g¢alismalarinda siklikla kullanilan  bir
yontem olan in vivo yontem tercih edilmistir. Deneysel
peridodontitis ¢aligsmalarinda maymun, kdpek, tavsan,
hamster, fare ve rat gibi hayvan tirleri kullaniimaktadir
(15-17). Ratlar; kolay {Uretilebilen, wucuz, kolay
ulagilabilen, steril ortamlarda Uretilebilen, dayanikl,
bakimi kolay ve doku cevabi uygulanan ilaca hizh
olmasindan dolay! deneysel periodontitis galismalarinda
siklikla tercih edilen hayvan turleridir (11, 13-15).
Deneysel hayvan calismalarinda wistar veya spraque
dawley rat turleri siklikla tercih edilmektedir (4, 5, 11,

13). Bu calismada spraque dawley disi ratlar
kullaniimistir.
Literatlirdeki deneysel periodontitis modelleri

incelendiginde lipopolisakkarit uygulamasi, agr igi
bakteriyel gavaj, cerrahi defekt olusturulmasi ve ligatir
baglanmasi gibi yéntemler uygulanmistir (16-22). Ipek
suturlerin  subgingival pozisyonda disin etrafinda
baglanilarak kullanildidi ligatiir modeli kolay ve kullanigli
bir modeldir. Subgingival ipek ligatirin kullanildigdi
modelde ipek slturin baglanmasi ile birlikte gingival
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sulkusta olugsan mekanik travma ile doku butunlugu
bozulur, akut enflamasyon meydana gelir ve konak-plak
etkilesimi ile periodontal doku yikimi goéralir. Akut
enflamatuvar tablo zamanla kronik bir hal alir.
Subgingival alanda zamanla meydana gelen bakteriyel
kolonizasyona karsi meydana gelen konak dokularinin
vermis oldugu imminolojik cevap enflamatuvar hiicre
birikimi, kemik yikan hicrelerin olusumu, kemik
dokusunun yikimi ve periodontal atagman kaybi
meydana gelir (6, 11, 23). Ligatir baglanarak edilen
periodontitiste zamanla meydana gelen plak birikiminin
etkisiyle olusan doku yikimi dogala daha yakin bir
periodontal doku yikim modelinin elde edilmesini saglar
(4-6, 11, 23).

Gaspersic ve ark. (11)'nin yaptiklari deneysel
calismalarinda 4 haftallk deneysel periodontitis ve
kisittama stresi modelini uygulamiglardir. Arastiricilar
deneklere glinlik 12 ve 4 saatlik 2 farkl strede kisitlama
stresi uygulamiglar ve 12 ve 4 saatlik stres gruplarinda
doku yikimi agisindan herhangi bir fark tespit
edememislerdir. Arastiricilar stres uygulanan gruplarda
kontrollere gbre periodontal doku yikiminin ve
enflamatuvar hicre infiltrasyonunun daha fazla oldugunu
ve Kkilo kaybinin oldugunu rapor etmiglerdir. Bu
calismada periodontal kemik dokusunun yikiminin
radyolojik degerlendiriimelerinde deney ve Kkontrol
gruplari arasinda fark tespit edilmemistir. Bu calismada
Gaspersic ve ark. (11)'nin ¢calismalarina uygun olarak 28
glin boyunca 2,5 saatlik kisittama stresi uygulanmigtir.
Semenoff Segundo ve ark. (13)nin 12 saat kistlama
stresi uygulayarak yaptiklari deneysel periodontitis
¢alismalarinda 30 gunlik periodontitis modelinden sonra
denekelerin radyolojik periodontal doku yikim miktarini
degerlendirdiklerinde (1. molar ve 2. molar disler
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elde ettigimiz radyolojik veriler Semenoff Segundo ve
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periodontal doku yikimini artirdiini rapor etmiglerdir. Bu
calismadan elde ettigimiz radyolojik verilerin gruplar
arasinda fark gdstermemesinin, Semenoff Segundo ve
ark. (13)Ynin rapor ettikleri calismaya gbére deney
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