SiKLOSPORIN-A ILE TEDAVI EDILEN SICANLARDA KLORHEKSIDIN VE AZiTROMISIN
UYGULAMASININ DIiSETi BOUYOMESi UZERINE ETKiSi

THE EFFECT OF AZITHROMYCIN AND CHLORHEXIDINE APPLICATION ON GINGIVAL
OVERGROWTH IN CYCLOSPORIN-A TREATED RATS

Altan DOGAN*
OZET

Bu caligma azitromisin (Azt), klorheksidin (Chx) ve bunlarin birlikte kullanimlarinin siklosporin-A (CyA) kullanimina bagh
bir yan etki olarak olugan diseti blyUmeleri Uzerine etkilerini bir sigan modeli {izerinde degerlendirmek amaciyla yapildi.
Galismada kullanilan 45 adet sican 6 guruba ayrildi. Bunlardan 40°1 8’erli 5 deney gurubuna ayrilirken herhangi bir uygu-
lamanin yapilmadigi 5 sican kontrol gurubu olarak kullanildi. 1.Gurup) Kontrol; 2.Gurup) 40 gln slreyle subkutan CyA
(45mg/kg/gun) ve topikal Chx (%0.2) uygulamasi; 3.Gurup) CyA+Azt (3 giin streyle oral yoldan-10 mg/kg/gun) uygula-
mas!; 4.Gurup) CyA+Chx+Azt; 5.Gurup) CyA; 6.Gurup) CyA+40.Azt, 40 gunluk CyA uygulamasinin bitiminde 3 gtin Azt
uygulamasi. Deney siiresi sonunda siganlardan alinan kan &rneklerinde CyA konsantrasyonlari saptandi. Siganlarin
sakrifiye edilmesini takiben ¢ikartilan madibulalar %10luk formaldehit sollisyonu igcinde sabitlendi. Bilgisayarda isaretlen-
mis slayt filmi seritleri yardimi ile 151k mikroskobu altinda, 1. ve 2. molar diglerde cep derinligi élcUmleri yapildi ve elde
edilen bulgular varyans analizi ydntemi kullanilarak karsilagtiriidi. Cep derinliklerinin CyA uygulanan tim guruplarda, kon-
trol gurubuyla karsilagtirildiginda daha fazla oldudu, en fazla cep derinligi artiginin sadece CyA uygulanan 5. gurupta
oldugu, ayrica Chx ve Azt'nin tek veya birlikte kullanildigi 3. ve 4. guruplarda cep derinligi artiginin benzer diizeyde ve 5.
guruba gére daha az oldugu saptandi (p<0.05). Bu aragtirmada, subkitan CyA uygulamasinin siganlarda digeti blUylme-
sine neden oldugu, Azt ve Chx gibi antimikrobiyal ajanlarin kullaniminin bu artisi sinirladigi sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: Siklosporin, diseti blylimesi, azitromisin.
SUMMARY

This study was undertaken to evaluate the effects of azithromycin (Azt) and chlorhexidine (Chx) application on gingival
overgrowth that was seen as a side effect during cyclosporin-A (CyA) treatment. The effects of Azt and Chx application
on gingival overgrowth in subcutaneous CyA-treated rats were evaluated by measuring the gingival sulcus dept. A total
of forty-five young male Spraque Dawley rats was divided into 6 groups. Forty of forty-five rats were divided into 5 exper-
imental groups with 8 rats in each whereas the remaining 5 rats were used as control. 1)Control group (without any
administration); 2)Subcutaneous CyA administration (45mg/kg/day) + topical Chx (%0.2) application; 3)CyA+Azt
(3x10mg/kg/day); 4)CyA+Chx+Azt; 5)CyA; 6)CyA+40.Azt (40 days after CyA adminstration). Blood CyAlevels were deter-
mined from the whole blood samples obtained at the end of the 40 days treatment period. The pocket depths around the
mandibular molars were calculated under light microscope using a printed color slide film as a probe. Deepening of the
pockets that was thought to related to the thickening of the gingival tissues was found in the 5th group when compared
with the control, 3nd and 4rd groups (p<0.05). It was concluded that subcutaneous CyA administration resulted in gingi-
val overgrowth in rats, in addition, single or combined administration of antimicrobial agents, Azt and Chx, was found to
limit the CyA-induced gingival overgrowth.
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GiRiS

Glnimiizde siklosporin-A (CyA), siklikla organ
transplantasyonlarindan sonra organin vicut tarafin-
dan reddinin engellenmesi amaciyla kullaniimakta-
dir”. Bu ilact kullananlarin yaklasik %30nda bir yan
etki olarak diseti blylimesi olusmaktadir'®'®. CyA kul-
lanimina bagh olarak ortaya ¢ikan bu yan etkinin ne-
denleri henliz tam olarak anlasilamamistir. Ancak ila-
cin dozunun ve kan konsantrasyonunun, yasin ve
genetik faktorlerin diseti blylmesinin olusmasinda
predispozan fakiér olarak rol oynadigi disinilmek-
tedir*™*"'% Aynica, mikrobiyal dental plak birikiminin
neden oldugu irritasyonun da diseti blyimesinin sid-
detiyle iligkili oldugu bildirilmistir*. Ginimizde CyA
ya bagh diseti blylimelerinin tedavisinde periodontal
flep ve gingivektomi operasyonlari ile agiz bakimi
uygulamalarini da icine alan yéntemler kullanilmak-
tadir. Mikrobiyal dental plagin dis ve diseti dokular
Gzerindeki birikiminin ve patojenik etkisinin gideril-
mesi amaciyla mekanik temizlikle beraber lokal ola-
rak uygulanabilecek ¢esitli kimyasal ajanlar kullanr-
ma sunulmustur. Bunlardan klorheksidin (Chx) uzun
yillardir bilinen ve kullanilan bir antiplak ajandir ve
ginimiz arastirmalarinda negatif kontrol gurubu
olusturulacak kadar givenilir bulunan bir antibakteri-
yeldir'’®, Ancak, uygulanacak tedavi yontemine bagh
olmaksizin bazi vakalarda diseti bliyimesinin niks
etmesi kacinilmaz olmaktadir.

Son yillarda yayinlanmis birkac vaka raporunda
cesitli transplantasyon merkezlerinde CyA Kkullan-
makta olan hastalarda meydana gelen ilaca bagh di-
seti blydmelerinin engellenmesi (izerinde azitromi-
sin (Azt) kullaniminin olumlu sonug¢ verdigi bildirik
mistir>*”'°, Makrolid grubu antibiyotiklerin en yenile-
rinden olan Azt kullanim slresinin kisa olmasi, etki-
sini cok uzun sire gdstermesi ve doku konsantras-
yonunun ylksek olmasi gibi 6zelliklere sahiptir. Elde
edilen sonuglar, diseti kanamasindaki azalmadan di-
setlerinde meydana gelen biylimelerin tamamen or-
tadan kalkmasina kadar uzanan genis bir yelpazede
dagimaktadi®*”'*, Bu arastirmanin amaci, Azt ve
Chx uygulamalarinin veya bunlarin birlikte kullanim-
larinin, sicanlarda CyA'ya bagh diseti blylimesi (ize-
rine etkilerini cep derinligi artisi yéniinden degerlen-
dirmekdtir.
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GEREC VE YONTEM

Arastirma, Gllhane Askeri Tip Akademisi (GA-
TA) Arastirma ve Gelistirme Merkezinde etik kurul
onay! alinarak gergeklestirildi (No: 22.2.2001/2).

Calisma, 45 adet, 2-3 haftalik Spraque Dawley
tard erkek deney siganlarinda yapildi. 40 sican 8'er-
li 5 gruba ayrildi, ayrica 5 adet sigan kontrol gurubu
olarak belirlendi. Siganlar, G.A.TA. Hayvan Arastir-
ma ve Gelistirme Merkezinde 3'erli guruplar halinde
kafeslere yerlestirildikten sonra 25° C oda sicakhgin-
da muhafaza edildiler ve standart yem ve igme suyu
ile beslendiler. Toplam 6 guruba aynlan sigcanlara
glnlik olarak dijital tartida saptanan agirhiklarina gé-
re asagidaki uygulamalar yapildi.

1.Gurup: Herhangi bir uygulamanin yapilmadi-
g1 kontrol grubu.

2.Gurup: 40 gin sireyle subkitan CyA
(45mg/kg/gin) ve topikal Chx (%0.2) uygulamasi.

3.Gurup: Subkitan CyA ve oral yoldan 3 glin
sireyle (10mg/kg/gliny Azt uygulamasi.

4.Gurup: Kombine olarak CyA, Chx ve Azt uy-
gulamasi.

5.Gurup: 40 gin sireyle subkiitan CyA uygula-
masl.

6.Gurup: 40 giin CyA uygulamasi sonrasinda 3
gun sireyle Azt uygulamasi.

Siklosporin uygulamasi: CyA (Sandimmun-
Sandoz) uygulamasi 40 giin slreyle subkiitan olarak
45 mg/kg/gin dozunda yapildi. 1.5 ml hacminde bos
cam ins(lin kartuslan otoklavda steril edildikten son-
ra icleri steril ortamda CyA ile dolduruldu ve CyA No-
vopen 1.5 insilin enjeksiyon kalemiyle sigcanlara uy-
guland.

Azitromisin uygulamasi: Azt (Azacid, 200
mg/5ml pediatrik oral siispansiyon) uygulamasi icin
ila¢ kutusundaki 7,5 ml saf su ile mevcut toz sulandr-
rildiginda 200 mg azitromisin aktivitesine es Azt elde
edildi. Azt sicanlara oral yoldan gastrik sonda ile 3
gln sireyle 3x10 mg/kg/giin dozunda uygulandi. Azt
uygulanmasinda siganin uygun manipulasyon ile tat
bk edlen likid refleks olarak yutmasindan yararlanildi.
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Klorheksidin uygulamasi: Arastirmada kullani-
lan %0.2 konsantrasyonundaki Chx Gazi Universite-
si Eczacilik Fakiltesinden temin edildi. Chx si¢anla-
ra pamuk cubuklari ile 30 saniye dis fircalamasi tar-
zinda uygulandi. Uygulamada 6zellikle molar bélge-
lerde her diste etkin uygulama yapilmasina ve sigan-
larin solusyonu yutmamalarina dikkat edildi.

Ancak deney slresince hayvanlardan 10 adedi
kaybedildi ve degerlendirme digi birakildi. 40 giin so-
nunda siganlardan CyA kan konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaci ile kan 6rnekleri alindi. Alinan
kan 6rnekleri ayni gin icinde TDx Abbot monoklonal
antikor cihazinda tayini edildi®. Bu islemin ardindan
sicanlar sakrifiye edilerek mandibulalari ¢ikartildi ve
%10'luk formaldehit solisyonu icinde tespit edildiler.

Cep derinligi élcim: Olgimde kullanilacak se-
ritlerin hazirlanmasi icin bilgisayarda cesitli standart
kalinlikta cizgiler elde edilerek slayt filmine cekildi.
Mikroskop altinda yapilan incelemede numerik ola-
rak en uygun deger 75 mikrometre olarak tespit edil
di. Slayt filminde hazirlanmis olan gizgilere dik olarak
kesim yapilarak standart araliklar igeren dlgcim serit-
leri elde edildi. Mikroskop altinda cep derinliklerinin
Olgilmesinde bu dlgim seritlerinden yararlanildi. OF
camler 1sik mikroskobu altinda, mandibular 1. ve 2.
molar dislerin bukkal ve lingual ylzeylerinde yapildi.
Olgctim seridi preselle tutularak hafif bir kuvvetle cep
icine itildi ve degerler kaydedildi.

Deney ve kontrol guruplarindan elde edilen cep
derinligi 6lcimleri istatistiksel olarak degerlendirildi.
Guruplar arasinda anlamh farkhlk olup olmadig
ANOVA testi ile belirlendikten sonra, farkliliklarin
hangi guruplar arasinda oldugunu belirlemek amaci
ile Post Hoc analizleri yapildi. Post Hoc analizinde
kullanilacak test se¢giminde dnce yigin varyanslarinin
esitligi hipotezi test edildi. Varyanslarin esitligi hipo-
tezi kabul edildiginde Scheffe testi, aksi durumda
Dunnett T3 testi gerceklestirildi.

BULGULAR

Agirhk dlcimleri: Calisma basinda alinan agir-
hk élciimlerinin istatistiksel degerlendirmesinde gu-
ruplar arasinda agirlik acisindan belirgin bir fark tes-
pit edilmedi (Tablo 1). Siganlarnin glnliik olarak elde
edilen agirhk olctimlerinin degerlendirilmesi sonu-
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cunda kontrol gurubunda diger guruplara gére ista-
tistiksel olarak belirgin olmamakla beraber ortalama
acisindan daha fazla agirlik artigi tespit edildi. Aras-
tirma sonunda alinmig agirhk élciimlerinde 6. gurup-
ta 2., 3. ve 5. guruba gore istatistiksel olarak dnemli
(p<0.05) agirlik artisi tespit edildi (Tablo 1) .

Tablo I. Siganlarin arastirma baslangicinda ve bitimindeki agirlik-
lar (gr)

1. Gurup [2. Gurup |3. Gurup|4. Gurup [5. Gurup|6. Gurup|
X:8E | (n=5) | (n=4) | (n=7) | m=8) | (n=8) | (n=5)
0.gln | 67«7 | 68x14 | 707 | 65x10 | 649 | 628
40. glin| 16329 |105£11*| 11746* | 14315 |12318%|177+26
(43. glin)

istatistiksel degerlendirmede Scheffe testi kullaniimistir. Ortalama
*Standart hata (X+SE)

* 6. gurupla 2., 3. ve 5. guruplar arasinda p<0.05 diizeyinde ista -
tistiksel farklilik bulunmustur.

Kan CyA konsantrasyonlarinin degerlendiriime-
sinde CyA uygulanan deney guruplar arasinda kan

konsantrasyonlarn bakimindan istatistiksel olarak
dnemli bir farkliik saptanmadi ( Sekil 1).
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Sekil 1. Deney guruplarina ait kan CyA konsantrasyonlari.

Cep derinligi dlgimleri: Olgimler siganlann
sakrifikasyonundan sonra ¢ikartilan blok biopsiler
Gzerinde ve 1sik mikroskobu kullanilarak yapildi.
Mandibular 1. ve 2. molarlarda yapilan cep derinligi
Olglimleri, ayn ayri bukkal, lingual ve toplam cep de-
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derinliklerl [mikrometre).

Bukkal tarafta elde edilen cep

Sekil 2. Mandibular Molar Diglerde Bukkal Bélgelerden Elde

Edilen Cep Derinligi Olcumleri (um) Istatistiksel degerlendirme

Scheffe testi ile gergeklestirildi.

* Kontrol gurubuyla karsilastinldijinda istatistikse! farkhlik

(p<0.05) saptanan gurup.

1 5. gurupla kargilagtinildifinda istatistiksel farkliik (p<0.05) sap -
tanan guruplar.
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$ekil 3. Mandibular Molar Diglerde Lingual Bdlgelerden Elde
Edilen Cep Derinligi Olgimleri (um)

Istatistiksel degerlendirme Dunnett T3 testi fle gerceklestirilol.

* Kontrol gurubuyla karsilastinldiginda Istatistikse! farkilik
(p<0.05) saptanan guruplar.

rinligi 6lciimleri olarak degerlendirildi. Bukkal bélge-
lerde elde edilen cep &l¢imlerinin ikili karsilastiriima-
sinda 5. guruptaki ortalama cep derinliginin, 1., 3. ve
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Bukkal ve lingual tarafta elde edilen
cep derinliji ortalamalan
(mikrometre)

Bukkal

S$ekil 4. Mandibular Molr Diglerin ve Lingual
Bolgelerinden Elde Edilen Cep Derinligi Olgtimleri (um) /statistik -
sel degerlendirme Scheffe testi ile gergeklestirildi.

* Kontrol gurubuyla karsiastinldiginda istatistiksel farkhiik
(p<0.05) saptanan gruplar.

1 5. gurupla karsilastirildiginda istatistiksel farkiilik (p<0.05) sap -
tanan gurup.

4. guruplara gore istatistiksel olarak belirgin artis
gOsterdigi saptandi. Ayrica 6. gurup ile kontrol guru-
bu karsilastirnidiginda, 6. gurupta cep derinligi kontrol
gurubuna goére daha fazla bulundu (p<0.05) (Sekil 2).

Lingual bdlgelerde yapilan cep derinligi 6lgim-
lerinin ikili karsilastiriimasinda kontrol gurubunda or-
talama cep derinligi dlctiimlerinin 4., 5. ve 6. gurupla-
rina goére daha dasik oldugu ve istatistiksel farklilik
gosterdigi tespit edildi {p<0.05) (Sekil 3).

Toplam cep derinligi ortalamalarinin karsilasti-
riimasinda kontrol gurubuyla 4., 5. ve 6. guruplar ara-
sinda énemli derecede farklilk tespit edildi. Ayni za-
manda 5 gurup ile 3 gurup arasinda yapilan ikili kar-
silastirmada istatistiksel olarak belirgin farklilk tespit
edildi (p<0.05) (Sekil 4).

TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada CyA kullanimina bagh diseti bii-
ylimesi olusturacagimiz bir modelde, diseti bliylime-
lerinin tedavisinde kullanilabilecek cesitli kemotera-
pdtik maddelerin diseti bliylimesi Gzerine etkilerini in-
celemeyi amagcladik.
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Azitromisin ve Diseti Blylmesi

Arastirma, cesitli deney yéntemlerini uygulama
kolayliklari, ayni soydan bir populasyon olusturma
kolaylhidi, molar dislerin periodontal anatomisinin,
mikrobiyal dental plagin gelisim ve komposizyonu-
nun ve periodontal lezyon histopatolojisinin insana
bilylk ¢lcliide benzerligi ve ilaca bagh diseti blylime-
si olusturulabilmesi nedeniyle Spraque Dawley sI-
canlarda gerceklestirildi' . Siganlarda CyA etkilerinin
arastinldigi calismalarda 40 glnlak bir uygulama si-
resinin 2-3 haftalik geng siganlarda diseti biylimesi-
ne neden oldugu ancak 60 giinden yash sicanlarda
hichir belirgin bir blylimenin gdzlenemedigi saptan
mistir'®. Arastirmamizda bu bulgular dogrultusunda
diseti bliyimesi meydana getirimeye daha uygun
olan 2-3 haftalik sicanlar kullanildi. 6. gurupta diseti
blylmesi olusumu sonrasi uygulama yapiimasi
amaci ile diger guruplardan 3 giin daha uzun bir si-
re belirlendi. Disetinde meydana gelecek blyimenin
klinik olarak degerlendiriimesi insan anatomisi ile
benzerlik tasimasi nedeniyle mandibular molar dis-
lerde yapildi ve degerlendirmede mikroskop altinda
cep derinliklerinin bir sond ile dlgiilme yéntemi kulla-
nildi™. Bununla birlikte, sicanlarin agiz yapilarinin
heniiz gok kiglik olmasi ve uygulamanin anterior
dislere yonelik bir ydntem olmasi nedeniyle "aljinatla
alinan Olgciiden ddkilen model Gzerinde, kumpasla
6lcim yapma" yéntemi tercih edilmedi.

Sicanlar ve insanlarda makroskopik olarak géz-
lenen diseti bliyimesinin belli bir kan konsantrasyo
nu seviyesinin (zerine gegildiginde olustugu bildiril
mistir>. Siganlarda CyA'ya bagh diseti biiyimesi ge-
nellikle 200-600ng/ml kan konsantrasyonlarinda gé-
rilmektedir®. Bu nedenle siganlardaki agirlik artislan
dizenli olarak &lgildi ve ilag uygulamalari subkutan
enjeksiyonla ve bu élgclimler dogrultusunda yapildi.
Standart bir ilag uygulamasi elde edebilmek igin oral
uygulama yerine subkutan enjeksiyon tercih edildi°.
40 gin sireyle giinde 45 mg/kg CyA uygulamasi
sonrasinda elde edilen kan CyA konsantrasyonlari
diseti blyimesi icin gerekli olan seviyelerde bulundu
(500-750 ng/ml)', ayrica elde edilen kan CyA kon-
santrasyonlari bakimindan guruplar arasinda istatis-
tiksel olarak énemli bir fark bulunamadi.

Cep derinliklerinin degerlendiriimesinde, CyA
uygulanan tiim guruplarda cep derinliklerinin kontrol
gurubuna goére daha fazla oldugu ve CyA'nin subki-
tan uygulanmasinin siganlarda diseti blylmesine
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neden oldugu saptanmistir. Ayrica, en fazla cep de-
rinligi artisinin, sadece CyAnin uygulandigi, 5. gu-
rupta oldugu géridlmaistir. Azt'nin tek basina veya
Chx ile birlikte kullanildigi 3. ve 4. guruplarda cep de-
rinligi artisinin benzer diizeyde ve 5. guruba gbre is-
tatiksel olarak daha az oldugu saptanmustir (p<0.05).
Bu guruplarda cep derinliginde gériilen azalma, bu
ganlann antimikrobiya etkisinden kaynaklaniyor
olabilir. Kurdugumuz modelde mikrobiyal dental plak-
tan maksimum derecede arinmis guruplar olustur-
mak amaci ile topikal klorheksidin kullandigimiz gu-
ruplar dahil edilmis, ancak CyA+Chx’in uygulandigi
gurupta, cep derinliklerinde diger guruplara gobre is-
tatistiksel olarak belirgin gerileme tespit edilmemistir.
ilaca bagh diseti biiylimesiyle mikrobiyal dental plak
birikimi arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarda oral
hijyen uygulanmasinin lezyonun engellenmesinden
gok, siddetinin azaltiimasina yardimci oldugu bildiril-
migtir™.

Sonu¢ olarak calismamizda subkiitan olarak
CyA uyguladigimiz sicanlarda makroskobik diseti
blyimesi saptanmistir. Ancak, Azt'nin CyA'ya bagh
diseti blylimesini mikrobiyal dental plak haricinde
dokuya yonelik bir mekanizma ile azalttigi yéninde-
ki bulgulara destek olacak bir inceleme bu arastirma-
da yapiimamistir. Calismamizda ortaya koydugumuz
degerlendirmeler CyA'ya bagh diseti blylmesinin
mekanizmasinin basit ve az sayida faktére bagh bir
mekanizma degil, hiicresel, herediter ve gevreselun-
surlarinda isin igine kanstigi kompleks bir durum ol
dugunu ortaya koymaktadir ve olayin tam olarak
aciklanmasi agisindan doku komponentlerinin detay-
l1 olarak incelenecegi daha ileri arastirmalara ihtiyag
duymaktadir.
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