Atatiirk Univ. Dis Hek. Fak. Derg.
J Dent Fac Atatiirk Uni
Cilt:21, Say:: 3, Yil: 2013, Sayfa: 299-306

Arastirma/ Research Article

THE EFFECTS OF ALPHA-TOCOPHEROL ON SERUM IL-1p, IL-4 AND IL-6
LEVELS OF RATS WITH EXPERIMENTAL PERIODONTITIS AND TYPE 1

DIABETES*

TiP I DIYABET OLUSTURULMUS DENEYSEL PERIODONTITISLI

SIGANLARDA ALFA-TOKOFEROL'UN SERUM IL-18, IL-4 VE IL-6 DUZEYLERI

Uzm. Dr.Miikerrem HATIPOGLU"

Makale Kodu/Article code: 1097
Makale Gonderilme tarihi: 21.02.2013
Kabul Tarihi: 29.05.2013

UZERINE ETKiLERI

Prof. Dr.Nilgiin Ozlem ALPTEKIN"*
Prof. Dr.Seyfullah HALILOGLU™*

OzZET

Amag: Epidemiyolojik ve klinik calismalar periodontal
hastaligin diyabeti etkileyebilecedini gostermistir, diger
taraftan periodontitis diyabetin komplikasyonlarindan
birisidir. Bu calismanin hedefi, deneysel periodontitis
ve streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan/
olusturulmayan sicanlarda o-tokoferol uygulamasinin
serum sitokin diizeyleri lizerine etkilerini arastirmaktir.
Gereg ve Yontemler: Toplam kirk adet erkek
Sprague Dawley sigana anestezi uygulandi ve mandi-
bular sag birinci molar dislere subgingival olarak 3/0
ipek sltur baglandi. Bu hayvanlar, saglikh grup (Grup
I) ve tek seferde 50mg/kg STZ enjekte edilen diyabe-
tik grup (Grup II) olmak (zere iki gruba aynidi. Bu
gruplarda serum fizyolojik (Grup IA, Grup IIA) ve o-
tokoferol (40mg/kg/giin) enjekte edilen alt gruplara
(Grup 1B, Grup IIB) ayrildi. Ligatiir baglandiktan 21
gun sonra siganlar kurban edildi. Ayni zaman arali-
ginda serum IL-1B, IL-4 ve IL-6 konsantrasyonlarinin
(pg/ml) ticari ELISA kitleri kullanilarak olgllebilmesi
icin kan drnekleri alindi. Istatistiksel kiyaslamalar icin
iki-ydnlli varyans analizi kullanildi p<0.05 anlamlihk
diizeyi kabul edildi.

Bulgular: Verilerin analizi sonunda, gruplar arasinda
serum IL-1B, IL-4 ve IL-6 konsantrasyonlari istatistik-
sel olarak farkli bulunmadi (p>0.05).

Sonuglar: Elde edilen sonuglara gére a-tokoferol’iin
deneysel periodontitisli, STZ ile diyabet
olusturulmus/olusturulmamis siganlarda serum IL-1,
IL-4 ve IL-6 konsantrasyonlarini  degistirmedigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Sitokin, o-tokoferol, diyabet,
deneysel periodontitis.

ABSTRACT

Background: Epidemiologic and clinical studies have
indicated that periodontal disease may affect diabetes.
On the other hand periodontitis is one of the
complications of diabetes. The goal of this study was
to investigate the effects of a-tocopherol
administration on serum cytokine concentrations in
rats with experimental periodontitis with/without
streptozotocin (STZ)-induced diabetes.

Methods: Totally fourty male Sprague Dawley rats
were anesthetized, and 3/0 silk sutures were placed at
the subgingival level of the mandibular right first
molars. These animals were divided into two groups:
Healty group (Group I) and diabetic group by single
injection of 50mg/kg STZ(Group II). These groups
divided into two subgroups; twenty rats were saline
group (Group IA, Group IIA) and other twenty rats
(Group 1B, Group IIB) were a-tocopherol (40mg/
kg/day) group. The animals were sacrificed 21 days
after ligature placement. At these time period, blood
samples were taken in order to measure the
concentrations(pg/ml) of serum IL-1B, IL-4 and IL-6
levels by using commercial ELISA kits. Statistical
comparisons were performed by using two-way
analysis of variance with significance set at p<0.05.
Results: Analysis of datas demonstrated that, no
statistically significant differences were found in serum
IL-1B, IL-4 ve IL-6 concentrations between the study
groups (p>0.05).

Conclusion: These results indicated that o-
tocopherol was not effected the serum cytokine
concentrations of rats with experimental periodontitis
with/without STZ-induced diabetes.

Key Words: Cytokine, a-tocopherol, diabetes,
experimental periodontitis.
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GIRIS

Periodontitis, birincil etkeni mikrobiyal dental
plak olan bircok unsurun etkiledigi “multifaktoriyel”
karakterde, bakteriyel etkiler sonucunda disetinde
baslayan iltihabi degisimlerin disi destekleyen dokulara
yayilarak alveoler kemikte yikim, cep derinligi artisi,
atasman kaybi, mobilite ve tedavi edilmezse dis kaybi
ile  sonuclanabilen  geri  do6nisimsiiz  kronik
enflamatuvar bir hastaliktir.!> Diyabet ise viicutta
cesitli rahatsizliklara hatta 6lime yol acabilecek
endokrinolojik  bir hastaliktir. Dinya nifusunun
yaklasik %6'si diyabet hastasidir ve bu oranin giderek
arttigl  rapor edilmektedir.* Diyabet gibi endokrin
hastaliklar, nétrofil fonksiyonunu etkileyen hastaliklari
da icine alan hematolojik problemler, kardiyovaskiiler
hastaliklar, insan immiin yetmezlik virlisi “human
immunodeficiency virus” enfeksiyonu, osteoporoz,
obezite gibi cesitli sistemik problemlerin periodontal
hastali§in seyrini degistirebilecedi belirtiimektedir.>8
Ozellikle diyabet ve periodontitis arasinda cift yonlii bir
iliski oldugu ve tedavilerinin birlikte yapilmasinin
gerekliligi belirtimektedir.>*! Diyabet ve periodontitis
gibi enflamatuvar hastaliklarda, birer enflamatuvar
belite¢ olan IL-1, IL-4 ve IL-6 dlzeylerinde
degisiklikler oldugu ve hastalik seyrinde bu diizeylerde
farklliklar  olabilecedi  gdzlemlenmektedir.!>*®  Bu
belirteglerden birisi olan IL-1 pro-enflamatuvar bir
sitokindir. Aktive olmus makrofajlardan, lenfositler
tarafindan (Uretilirken ayni zamanda mast hicreleri,
fibroblastlar, keratinositler ve endotelyal hiicreler
tarafindan mikroorganizmalar, bakteriyel toksinler,
kompleman faktorleri veya doku yaralanmasina cevap
olarak Uretilmektedir ve IL-1f ve IL-1a olmak Uzere iki
aktif formda bulunur,31213 Interlokin-1p,
prostoglandin, kollejenaz ve proteaz Gretimini
arttirarak da periodontal dokularin kaybinda etkili
olabilir.}**> Saglikli ve cesitli derecelerde enflamasyonu
olan bireylerden alinan diseti biyopsileri incelendiginde
enflamasyon derecesi arttikca IL-4 miktarinin azaldig,
IL-6 ve IL-1B seviyelerinin arttgi gézlenmistir.'®
Interldkin-4, mast hiicreleri, bazofiller ve T hiicreleri
tarafindan dretilir ve antijen spesifik B hiicrelerinin

klonal ekspansiyonunda &nemli bir faktordr.
Interlokin-4'tin, B ve T hiicre proliferasyonunu
uyarmak, CD4+T hicrelerinin  Th2 hicrelerine

farklilasmasini  saglamak, himoral ve kazanilmis
immiinite ve allerjik cevabin gelisiminde anahtar rol
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oynamak gibi bircok biyolojik gérevi vardir.'”/*8

Literatlirde, IL-4'Un alinan ornek bdlgesine gore farkli
dizeylerde tespit edildigini saptayan calismalar
vardir.'®?!  Interlékin-6, immiin cevap, akut faz
reaksiyonlari ve hemaptozis gibi bircok gorevi olan
“multifonksiyonel” 6zellik gosteren pro-enflamatuvar
bir sitokindir. Interlékin-6 26-kDa protein olarak da
adlandirimaktadir.?*%  interldkin-6,  makrofajlar,
monosit T ve B lenfositler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri, epitel hiicreleri, kemik hiicreleri, mast
hiicreleri, néron hicreleri, osteoblastlar, langerhans
hiicreleri, pankreas B hiicreleri, dentritik hiicreler ve
keratinositleri icine alan gok yaygin bir hiicre grubu
tarafindan  retilifler.'”  Interlékin-6,  osteoklast
farkllasmasinin uyarirken IL-18, TNF-q, lenfotoksin,
prostaglandinler ve diger arasidonik asit
metabolitleriyle  birlikte kemik ykimina katkida
bulunur.'82% 25 26 Oksidatif stres ve serbest radikallerin
periodontal dokulardaki zararli etkilerini azaltmak
amaciyla antioksidanlarin kullanildigi ve periodontal
dokularda olumlu etkileri olabilecegi rapor edilmistir.2”
2 Cesitli dokular tizerinde diyabetik komplikasyonlarin
iyilestiriimesinde de fayda saglayan Vitamin E, insan
viicudunda bir antioksidan gibi fonksiyon géren yagda
¢ozlinen esansiyel bir vitamindir. Dogada vitamin E
aktivitesine sahip sekiz madde bulunmustur. Bunlar:
“a-", BT, "y ve “3-" “tokotrienol” ve “o-", “B-", Yyt
ve “5-" “tokoferol"diir.33*

Bu calismada STZ ile diyabet olusturulmug
deneysel periodontitisli sicanlarda, bdlgesel ykima
bagli olarak artan sitokin diizeylerinin seruma
yansiyabilecedi  diislincesinden vyola ¢ikarak, o-
tokoferol’in serum IL-1B, IL-4 ve IL-6 dlzeyleri
Uzerindeki etkilerinin arastirlmasi hedeflenmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu arastirma Selcuk Universitesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi Etik Kurulun'dan
(2008/54) onay almistir. Calismaya ayni merkezden
elde edilen 40 erkek Sprague Dawley sigan (ortalama
300 g) dahil edildi. Sicanlar ayni merkezde begerli
gruplar halinde ayr ayn kafeslere konularak sadece
standart sican yemi ve su ile beslendi.

Arastirmada kontrol grubunu olusturmak lizere
sicanlarin  20'sine deneysel diyabet olusturulmadi
(Grup I). Kalan 20 sigan da deneysel diyabet
olusturmak Uzere ayrildi(Grup II). Geri dénisimsiz
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deneysel  diyabet olusturmak icin  50mg/kg
streptozotosin  (STZ) (Sigma-Aldrich 1g, USA)
intraperitoniyal (IP) olarak  enjekte  edildi.

Enjeksiyondan (¢ giin sonra sicanlarin kuyruklarindan
kan ornedi alinarak plazma glukoz seviyelerinin 300
mg/dI'nin {zerinde oldudu belirlendi ve sicanlar
diyabetik olarak kabul edildi. Daha sonra anestezi
(Ketamin 30mg/kg IM ve Rompun 5mg/kg IM) altinda
tim sicanlarin sag mandibular birinci molar dislerine
3/0 ipek situr subgingival olarak yerlestirildi. Her bir
grubun (Grup I, Grup II) yarisina 21 giin boyunca her
giin giinde bir kez serum fizyolojik (%0.9 NaCl) (Grup
IA, Grup IIA) ve dider yarisina a-tokoferol (Sigma-
Aldrich T3001, USA) (40 mg/kg) (Grup IB, Grup IIB)
IP olarak uygulandi. Arastirmanin sonunda anestezi
altinda sicanlardan kardiyak ponksiyon ile 10 cc kan
alindi. Alinan kan ornekleri tiiplere konuldu (Vacutest,
Italya) ve 3000 rpm'de 10 dk. santrifiij edildi. Serum
ve plazma kismi ayrilarak serum o6rnekleri eppendorf
tiplere konuldu ve biyokimyasal analiz yapilincaya
kadar -80°C'de sakland!.

Biyokimyasal Analiz

Calismada sicanlardan elde edilen serumlarda
IL-1B8, IL-4 ve IL-6 sitokin konsantrasyonlari Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali Mehmet Serpek Endokrinoloji Laboratuvari’nda
belirlenmigtir.

Serum IL analizleri igin siganlara spesifik IL-1p,
IL-4 ve IL-6 ELISA ticari kitler (Invitrogen KRC0012
Rat ELISA kit) kullanildi. Kit igerisinde verilen
reaktiflerin ~ yontemlerine  uygun  sulandirmalari
yapildiktan sonra, analizde kullanilacak standartlarin
sulandirmalarina gegildi. Bu amagla stok standart
yeterli derecede standart tamponu ile
¢ozindurildikten sonra 2000-31,2 pg/ml arasinda
1/2'lik seri dilusyonlarla yedi adet standart hazirland..

Analiz igin dncelikle serumlarin ¢6zindurilmesi
ve kitin oda isisina gelmesi saglanarak biitiin plak
yuvalarina 100 pl standart tamponu eklendi. Plagin
uygun yuvalarina 100 pl standart ve 1/2 oraninda
standart tamponu sulandiriimig 100 pl 6rnek eklenerek
oda sisinda g saat inkiibasyona birakildilar.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile dért kez
yikanan plaklara 100 pl Biotin konjugat verilerek bir
saat oda isisinda beklemeye birakildilar. Tekrar dort
kez yikanan plaklarda biotin konjugatina baglanmasi
amaciyla biitiin yuvalara 100 pl streptavidin peroksidaz
enzimi verildikten sonra tekrar 30dk inkiibasyon ve
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dort kez vykama islemi uygulandi. Enzimatik
reaksiyonun ardindan uygun rengi elde edebilmek
amaciyla 100 pl substrat ¢ozeltisi plak yuvalarina
verildi. Bu asamada isiktan etkilenmesinin 6niine
gecmek amaciyla plaklar 30 dk karanlikta beklemeye
birakildi. Son olarak yuvalara 100 pl stop solusyon
eklenerek 450nm’de IL dUzeylerinin absorbanslari ve
standartlara gobre konsantrasyonlari (pg/ml) plak
okuyucu “mikroplate reader” (pQuant BIO-TEC INS.
Inc, USA) kullanilarak belirlendi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz “Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 17.0” paket programi ile
yapildi. Calismaya dahil edilen gruplar arasindaki farkin
degerlendirilmesi icin iki yonld varyans analizi yapildi.
Istatistiksel olarak p<0,05 &nemli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen toplam 40 sicandan, bir
sican Grup IB'den, ikiser sican Grup IA ve IIB'den, g
tanesi de Grup IIA'dan kaybedildi ve arastirma 32
sicanla  tamamlandi.  Biyokimyasal  dederlerden
okunamayan &rneklerin istatistiksel analizi yapiimadi.
iki yonli varyans analizine gére gruplar arasi serum
IL-1B, IL-4, IL-6 (pg/ml) konsantrasyonlari benzer
bulundu (p>0,05) (Tablo 1, 2, 3, Grafik 1, 2, 3).

Tablo 1. Serum IL-1B konsantrasyonlarinin ortalama (ort),
standart sapma (Ss), ortanca, en kiigiik “minimum” (min) ve
en buyik “maksimum” (maks) dederleri.

IL-1B Grup IA Grup IB Grup IIA Grup IIB
n 6 6 3 8

Ortt Ss 4.9£3.1 1.8 £1.87 3.4 £2.2 6.5£3.6

Ortanca 3.69 0.87 2.17 6.08

Min-Maks 1.31-9.57 0.44-5.22 2.17-6.09 0.87-12.61

Tablo 2. Serum IL-4 konsantrasyonlarinin ortalama (ort),
standart sapma (Ss), ortanca, en kigik “minimum” (min) ve
en biyik “maksimum” (maks) degerleri.

IL-4 Grup IA Grup IB Grup ITIA Grup IIB
n 8 9 6 6

Ortt Ss 0.2+0.04 0.2+0.03 0.36+0.09 0.49+0.46

Ortanca 0.27 0.28 0.32 0.3

Min-Maks 0.22-0.36 0.23-0.33 0.28-0.54 0.28-1.45
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Tablo 3. Serum IL-6 konsantrasyonlarinin ortalama (ort),
standart sapma (Ss), ortanca, en kiigiik “minimum” (min) ve
en buyik “maksimum” (maks) degerleri.

IL-6 Grup IA Grup IB Grup ITIA Grup IIB
n 8 9 7 8

Ortt Ss 32.545.7 27.248.2 50.9+39.1 42.8+14.5

Ortanca 31.87 25.81 36.13 40.04

Min-Maks 23.12-39.73 19.53-44.22 | 26.7-137.85 30.55-74.68

“evplas

Grafik 1. ki yénlii varyans analizine gére gruplar arasi serum
IL-1B (pg/ml) konsantrasyonlari benzer bulundu (p>0,05).

pgfmi)

4

= — —
Grp 14 seup 10 G 114 Seup 118

Gruoplax

Grafik 2. Iki yénlii varyans analizine gére gruplar arasi serum
IL-4 (pg/ml) konsantrasyonlari benzer bulundu (p>0,05).
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Uegplas
Grafik 3. iki yonlii varyans analizine gére gruplar arasi serum
IL-6 (pg/ml) konsantrasyonlari benzer bulundu (p>0,05).

TARTISMA

Sitokinler, hicreler arasi etkilesimlerde mesaj
iletici olarak gorev yapan, cesitli hiicreler tarafindan
salgilanabilen, glikoprotein yapidaki maddelerdir.®
Ozellikle disetinde kollajen yikimi, periodontal atasman
ve alveoler kemik kaybi ile birlikte diseti ve/veya
DOS'ta IL-1B, TNF-a, IL-6 gibi pro-enflamatuvar
sitokinlerin dizeylerinde artis gorulirken, IL-4 gibi
anti-enflamatuvar sitokinlerin seviyelerinde azalma
oldugu rapor edilmistir,1#16:20.36,37.38 Ayrica, periodontal
doku ykiminda bolgesel olarak artan sitokin
diizeylerinin sistemik olarak dolasima gegerek etkisini
siirdiirebilecedi ileri siiriilmektedir.'®2* Periodontitisli
hastalarin plazma IL-6, serum IL-1B
konsantrasyonlarinin ~ saglikh  kontrollerden  daha
yuksek, plazma IL-4 diizeylerinin ise daha disiik
diizeylerde oldugu bulunmustur. %3 Bununla birlikte
diyabetin ise  noéropati, retinopati, nefropati,
kardiyovaskiiler hastalik, perivaskiiler dedisiklikler gibi
komplikasyonlarinin yani sira periodontitise de neden
olabilecedi ileri sirilmektedir.!%4%*  Enflamatuvar
degisimler ile instlin direnci arasinda gift yonli bir iligki
olabilecegi gosterilmistir. Diyabetik nefropatinin kontrol
altina alindidi olgularda pro-enflamatuvar bir sitokin
olan IL-6'nin serum diizeylerinin azaldigi, ancak
hiperglisemik durumlarda IL-6'nin insilin sinyalini
bozarak damar endotelinde NO (retimini arttirdidi
belirtilmigtir.*>** Literatiirde periodontal doku yikimi ve
Ozellikle dokudaki sitokin dengesinin bozulmasiyla
birlikte glukoz tolerasinin  bozulabilecedi  rapor
edilmistir.*** Ozellikle hiperglisemiyle birlikte IL-1p’nin
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diseti*®*ve DOS**849 diizeylerinde artis veya degisim

olmadigi®® ve DOS IL-4* seviyesinde azalma veya
diseti IL-4 diizeylerinin degismedigi®!, IL-6’'nin diseti®?
ve serum* konsantrasyonlarinin yukseldigi
saptanmistir. Kontrolsiiz diyabeti ve periodontitisi olan
bireylerde glisemik kontroliin gergeklesmesiyle birlikte
serum IL-6 diizeylerinin azaldigi, ancak serum IL-1B ve
IL-4 seviyelerinde 6nemli bir degisim olmadigi rapor
edilmistir.>®> Bu arastirmada kontrolsiiz diyabet ve
diyabetsiz  deneysel periodontitis  olusturulmus
siganlarin serum IL-1B, IL-4 ve IL-6 konsantrasyonlari
dederlendiriimis ve gruplar arasinda o6nemli fark
bulunmamigtir.  Arastirma sonunda  periodontitis
varliginda  kontrolsiiz ~ diyabetin  serum  sitokin
diizeylerine etkisi bulunmamistir. Bununla birlikte
Onemli bir Vitamin E ©nclsi olan a-tokoferol'lin
sitokinler yoluyla sistemik etkisi ile ilgili geligkili
sonuclar  vardir.’**®  Alfa-tokoferoliin  monosit™,
serum® ve plazma®® IL-1p ve IL-6 dizeylerine bir
etkisinin olmadigini rapor eden calismalarin yani sira,
[6kosit™”’, beyin hiicresi ve serum®°° seviyelerini
baskiladigini gosteren calismalar da vardir. Literatiirde
diyabete bagli dejeneratif dedisimlerin tedavisine
yardima olarak E Vitamini®® veya o-tokoferol®:®*
kullanimina olan ilgi artmistir. Mol ve ark (1997)'nin
arastirmasinda sigara igen ve diyabetli bireylerde dort
hafta boyunca 600 IU E vitamini uygulamislar ve
tedavinin plazma IL-1B dlzeylerini etkilemedidini,
ancak IL-1 reseptdr antagonisti ve TNF-a. seviyelerini
baskiladi§ini saptamislardir. Diyabet olan bireylerde
yapilan galismalarda (g ay boyunca 1200 IU/giin o-
tokoferol  kullaniminin  monosit IL-13 ve IL-6
diizeylerini azalttigi rapor edilmistir.5>%® Diger taraftan
alti hafta boyunca 500mg/giin a-tokoferol alan tip II
diyabetik bireylerin plazma TNF-a ve IL-6 diizeylerinde
bir fark olmadigi belirtilmistir.5*

Sonu¢ olarak bu calismada sigcanlarda
streptozotosin ile Tip I diyabet ve deneysel
periodontitis olusturulmus ve dejeneratif dedisimlere
bagli artan sitokin diizeylerinin seruma gegebilecegi
hipotezinden vyola g¢ikilarak, o-tokoferolliin  bu
belirtegler lizerindeki olasi etkileri arastirimistir. Ancak,
galisma sonunda o-tokoferol kullaniminin serum IL-1B,
IL-6 ve IL-4 konsantrasyonlari Uizerine bir etkisi
saptanmamistir. Deneysel periodontitis olusturulan
kontrol grubunda da a-tokoferol'lin serum sitokin
diizeyleri Uzerine ilave bir etkisi gozlenmemistir. Elde
edilen bu sonucun ilag dozu, enjeksiyonlar ve galisma
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siresine  bagh oldugu dislnllmektedir. Ancak,
bilgilerimiz dahilinde diyabet ve periodontitise bagli
doku ykimlarinda a-tokoferol'in  serum  sitokin
seviyeleri lzerine etkisinin  degerlendirildigi  bir
arastirmaya ulasilamamistir. Periodontal problem ve
diyabet durumunda o-tokoferol kullaniminin serum
sitokin  seviyeleri Uzerine etkisinin tam olarak
anlasilabilmesi icin gelecekte daha fazla sayida
calismaya ihtiyag vardir.
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