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1. OZET

Bu calismanin amaci ratlarda rutin beslenmeye ek olarak Stemregen® besin
takviyesi ile saglanan konak modiilasyon terapisinin apikal periodontitise bagl
inflamasyon/rezorpsiyon siireclerine etkisini degerlendirmektir. Caligmamizda ratlar;
Negatif Kontrol grubu (n=7), Pozitif Kontrol grubu (n=10), Stemregen® (Stem)
grubu (n=10) olmak iizere 3 gruba ayrildi. Pozitif kontrol ve Stem gruplarinda apikal
periodontitis olusumu indiiklemek amaciyla ¢alismanin 0.glinli deneklerin alt sag
birinci az1 dislerinde pulpa ekspozu olusturuldu. Deneyin 30.giiniinde ratlarin tamami
sakrifiye edildi. Alman kan Orneklerinin biyokimyasal analizlerinde, serum fosfor
(P), kalsiyum (Ca) ve alkalen fosfataz (ALP) degerlendirildi. Doku Orneklerinin
histopatolojik analizlerinde, osteoblastik aktivite, osteoklastik aktivite, inflamasyon,
fibrozis ve apse yogunluklari; immunohistokimyasal analizlerinde ise reseptor
aktivator faktor kappa B (NF-kB) ligandi (RANKL), tartarat direngli asit fosfataz
(TRAP) ve osteoprotegerin (OPG) konsantrasyonlar1 degerlendirildi. Istatistiksel
analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago, IL) 22
paket programu ile yapildi.

Pozitif kontrol grubunun P degeri negatif kontrol grubu ve Stem grubundan
anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,001). Gruplar arasinda serum ALP ve Ca
diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0.05). Negatif
kontrol grubunun osteoblastik aktivitesi Stem ve pozitif kontrol gruplarindan anlaml
derecede diisiik bulundu (p=0,005). Pozitif kontrol grubunun osteoklastik
aktivitesinin negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit
edildi (p=0,032). Pozitif kontrol grubunun inflamasyon diizeyi Stem ve negatif

kontrol gruplarindan anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,001). Fibrozis i¢in
1



gruplar karsilastirildiginda negatif kontrol grubunda fibrozis goriilme orani, Stem ve
pozitif kontrol gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik bulundu
(p<0,001). Apse olusumu, Stem ve negatif kontrol gruplarinda pozitif kontrol
grubundan anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,001). Gruplar OPG diizeyleri
acisindan ele alindiginda, negatif kontrol grubunun OPG seviyeleri poizitif kontrol
ve Stem gruplarindan istatistiksel olarak diisiik bulundu (p=0,005). Pozitif kontrol
grubunun RANKL konsantrasyonu negatif kontrol grubundan anlamli sekilde yiiksek
goriildi (p=0,032). Gruplar arasinda TRAP (+) hiicre diizeyleri agisindan anlamli
farklilik gozlenmedi (p=0,071).

Bu calismanin bulgularina dayanarak Stemregen® takviyesi ile apikal
periodontitiste  enflamasyonun ve kemik yikimimin Dbaskilanabilecegi ve
Stemregen®’in daha hizli bir apikal onarim siirecini destekleyebilecegi ifade
edilebilir. Bununla birlikte bu alanda kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar  Kelimeler: Apikal periodontitis, Stemregen®, konak

modiilasyonu, rat



2.ABSTRACT

EFFECTS OF STEMREGEN® AS HOST MODULATION THEARPY ON
EXPERIMENTALLY INDUCED APICAL PERIODONTITIS IN RATS

The aim of this study was to evaluate the effect of host modulation therapy
provided with Stemregen® nutritional supplement in addition to routine nutrition
on inflammation/resorption processes due to apical periodontitis in rats. In our
study, rats; They were divided into 3 groups: Negative Control group (n=7),
Positive Control group (n=10), Stemregen® (Stem) group (n=10). In order to
induce apical periodontitis formation in the positive control and Stem groups, pulp
exposure was created in the lower right first molars of the subjects on the Oth day of
the study. All rats were sacrificed on the 30th day of the experiment. Serum
phosphorus (P), calcium (Ca) and alkaline phosphatase (ALP) were evaluated in the
biochemical analyzes of blood samples. In the histopathological analysis of tissue
samples, osteoblastic activity, osteoclastic activity, inflammation, fibrosis and
abscess densities; Concentrations of receptor activator factor kappa B (NF-kB)
ligand (RANKL), tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) and osteoprotegerin
(OPG) were evaluated in immunohistochemical analyzes. Statistical analyzes were
performed using the SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc.,
Chicago, IL) 22 package program.

The P value of the positive control group was significantly lower than that
of the negative control group and Stem group (p<0.001). There was no statistically
significant difference between the groups in terms of serum ALP and Ca levels
(p>0.05). The osteoblastic activity of the negative control group was found to be

significantly lower than that of the Stem and positive control groups (p=0.005). The

3



osteoclastic activity of the positive control group was found to be statistically
higher than the negative control group (p=0.032). The inflammation level of the
positive control group was found to be significantly higher than that of the Stem
and negative control groups (p<0.001). When the groups were compared for
fibrosis, the incidence of fibrosis in the negative control group was found to be
statistically significantly lower than in the Stem and positive control groups
(p<0.001). Abscess formation was found to be significantly lower in the stem and
negative control groups than in the positive control group (p<0.001). When the
groups were evaluated in terms of OPG levels, the OPG levels of the negative
control group were found to be statistically lower than those of the positive control
and Stem groups (p=0.005). The RANKL concentration of the positive control
group was significantly higher than the negative control group (p=0.032). There
was no significant difference between the groups in terms of TRAP (+) cell levels
(p=0.071).

Based on the findings of this study, it can be stated that inflammation and
bone destruction in apical periodontitis can be suppressed with Stemregen®
supplementation, and Stemregen® can support a faster apical repair process.
However, extensive studies are needed in this area.

Keywords: Apical periodontitis, Stemregen®, Host modulation, Rat



3. GIRIS

Apikal periodontitis (AP), dis kokiiniin apikal kismini ¢evreleyen dokulari
etkileyen ve oncelikle kok kanalint enfekte eden mikroorganizmalarin neden oldugu
inflamatuar bir hastaliktir. Endodontik enfeksiyona yanit olarak, konak hiicreler
enflamatuar sitokinler salgilar ve osteoklastlar gibi kemik rezorpsiyonu ile iligkili
hiicreleri aktive ederek cevre kemigin demineralizasyonuna yol agar (1). Anti-
inflamatuar sitokinler hastaligin ilerleyisine kars1 koyma ve yikimi azaltma yoniinde
islev goriirken; pro-inflamatuar sitokinler (IL-1a, IL-1f3, IL-6 ve TNF-a gibi) doku
yikimina sebep olmaktadir (2). Enfekte olmus kok kanallarindan kaynaklanan kronik
bakteriyel irritasyon periapikal patolijinin olusmasina ve ilerlemesine yol agmaktadir.
Periapikal doku degisikliklerine, bakteriyel yiiklemeyi takiben antijene 0Ozgii
immiinolojik yanitlar da dahil konak¢1 savunma reaksiyonlari neden olur. Periapikal
bir lezyonun olusumu sirasinda immiinolojik tepkiler eksojen antijenik maddelerin
invazyonunu ortadan kaldirmak i¢in aktif olarak islev gorebilir (3). Konak yanitinin
Onemi, hastaligin patogenezinin O6neminden daha kritiktir. Konak modiilasyon
tedavisinin (konak yaniti modiilasyonu) amaci, pro-inflamatuar mediatorler ve yikici
enzimler ile anti-inflamatuar mediatdrler ve enzim inhibitorleri arasindaki dengeyi
saglamaktir (2). Bu yaklasimin arkasindaki mantik, dogal savunma mekanizmalarini
destekleyerek konaga infeksiydz ajanlarla miicadelesinde yardimci olmak veya
enflamatuar sistemlerin gidisatin1 degistirerek konagin tepkisini modifiye etmektir.
Enfeksiyona kars1 diger silahlarla karsilastirildiginda, konak yaniti modiilasyonu
potansiyel olarak daha az yan etkiye sahiptir, invaziv degildir ve karmasik uygulama
yontemleri gerektirmez (4). Konak cevabi modiilasyonu i¢in kok hiicre temelli

tedaviler, anti-enflamatuar ajanlar, biliyiime/farklilagsma faktorleri ve lazerlerin



sistemik veya lokal uygulamalar1 kullanilabilmektedir (5). Kemik iligi kok hiicreleri
mobilize edildikten sonra doku onarimi siirecine katilabilir ve lokal inflamasyonu
modiile ederek genel saglik bakimini destekler. Kok hiicre; kendi kendine
cogalabilen ve ayrica cesitli hiicre tlirlerinden herhangi birine (kan hiicreleri, deri
hiicreleri, sinir hiicreleri vb.) doniisebilen farklilasmamis hiicredir. Her biri farkli
fenotiplere sahip ¢ok sayida kok hiicre tiirii vardir. Pluripotansiyel kok hiicreler,
hematopoietik ve hematopoietik olmayan soylara farklilagma kapasitesine sahiptir.
Mezenkimal kok hiicreler (MKH) hematopoietik degildir ve pankreas adaciklarinda
osteoblastlar, kondrositler, noronlar, kas hiicreleri, adipositler ve insiilin eksprese
eden hiicreler dahil olmak tizere kendi kendini yenileme ve ¢ok yonlii farklilasma
kapasitesine sahiptir. Mezenkimal hiicrelerin ayrica, immiin hiicre infiltrasyonunu
azaltma ve inflamasyonu modiile etme yetenekleri dahil olmak iizere benzersiz
immiinomodiilator ozelliklere sahip olduklar1 da gosterilmistir (6). Kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (KMKH) immiinomodiilator 6zellikleri, in vivo
anti-enflamatuar etkilere doniisiir ve ¢ok sayida hayvan caligmasi, eksojen olarak
uygulanan KMKH'nin enflamasyonu hafiflettigini ve yarali dokunun yenilenmesini
kolaylagtirdigin1  gdstermistir (7-9). Onarim ihtiyact olan yerleri arayan kok
hiicrelerin gocii, saglikli dokunun devam eden normal bakimi ve genclestirilmesiyle
ilgili siireglerin yan1 sira yarali dokunun spesifik onarimi ve iyilestirilmesi i¢in ¢ok
onemlidir. Dogal kok hiicre mobilizatorleri, gergek doku onarim siirecini
destekleyerek ve iltihabi azaltarak genel sagligi iyilestirmek ve iyilesme siirecini
hizlandirmak igin etkili araglar olabilir (6).

Stemregen®, mavi-yesil alg (Aphanizomenon flos-aquae-AFA), kir igdesi

(Hippophae rhamnoides), kabarcikli alg (Fucus Vesiculous), Panax Notoginseng,



Aloe Macroclada, transfer faktorii ve beta glukandan olusan kok hiicre gocii saglayan
takviye edici bir gidadir. Mavi yesil alg (AFA), tiikketiminin dolagimdaki kok
hiicrelerin sayisint 6nemli dl¢lide artirdigr bilinmektedir (10). Kir igdesi dogal bir
antioksidan olmasinin yaninda plazma lipid peroksidasyonunu, sitotoksisiteyi, DNA
hasarin1 6nlemektedir ve kok hiicre mobilizatorii olarak da gorev yapmaktadir (6).
Kabarciklit Alg (Fucus Vesicolosus) iki bilesen igerir; phlorotanninler (Floroglusinol)
ve fucoidan. Oral fucoidan uygulanmasiyla kemik iligi nisinden periferik kana
hematopoietik progenitdr kok hiicreleri mobilize ettigi gosterilmistir (11). Fucoidanin
ndtrofil infiltrasyonunu inhibe ettigi ve proinflamatuar sitokin seviyelerini diisiirdigi
tespit edilmigtir (12). Panax Notoginseng’in kemik iliginden kok hiicre faktor
tiretimini uyardig1 ve adezyon molekiillerinin kemik iligi mezenkimal kok hiicreler
tizerindeki adezyon etkilerini azaltarak mezenkimal kok hiicrelerin plazmaya
mobilizasyonunu tesvik ettigi saptanmistir. KHF'ler, mobilizasyonun en gii¢lii
ajanlarindan biri olarak kabul edilir ve daha fazla kok hiicreyi plazmaya
yonlendirebilir ve kok hiicre gogiine, birikmesine ve ¢ogalmasina biiyiik 6l¢iide
katkida bulunabilir (13). Aloe macrocalada Madagaskar’a 6zgili bir Aloe Vera’dir.
Aloe macroclada kullanimindan sonraki 2 saat i¢inde kok hiicre sayisinda 53%’e
varan ve 3 saatten uzun siiren énemli bir artig sagladigi bildirilmistir (14). Transfer
faktorii (kolostrum), bagirsakla iliskili miyeloid bagisiklik hiicrelerini uyarma
mekanizmalarinin bir pargast olarak kok hiicre salimini aktive eden kemik iligine
sinyaller gonderme, kok hiicre hareketliligini artirma Ozelliklerinin yanisira kok
hiicre ile iligkili sitokinlerin (IL-6 ve GCSF) ve biiyiime faktorii VEGF nin tiretimini
uyarabilir (15). Poli-(1,6)-beta-D-glukopiranosil-(1,3)-beta-D-glukopiranoz beta

glukan (PGG B-glukan), ¢oziinebilir mayadan tiiretilmis bir polisakkarittir. PGG B-



glukanin 24-48 saatlik pik zamanla hematopoietik progenitor hiicre (HPH)
mobilizasyonu  sagladigi  kanmitlanmistir. PGG - glukan kaynakli HPH
mobilizasyonu kompleman 3 (C3) aktivasyonu veya proinflamatuar sitokin
salgilanmasindan bagimsizdir, ancak plazmada stromal hiicre kaynakli faktor-la
(SDF- 1la), seviyelerini arttirmaktadir (16). Stemregen®, agrobakterium
fermantasyonu ile iiretilen ve B-glukanin en giiclii formu olan %85 (1— 3) -b-D-
glikoz baglarindan olusan B-glukan igerir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda normal
diyete ek gida takviyesi ile apikal periodontitise bagli inflamasyon/rezorpsiyon
stirecleri incelendi ve konak modiilatorii olarak Stemregen® takviyesi kullanildi.

Bu calismanin amaci ratlarda rutin beslenmeye (ad libitum) ek olarak
Stemregen® besin takviyesi ile saglanan konak modiilasyon terapisi ile apikal
periodontitis sonucu ortaya ¢ikan inflamasyon/rezorpsiyon arasindaki iliskiyi
degerlendirmektir. Besin takviyesiyle elde edilen konak modiilasyonunun apikal
periodontitis ile ortaya ¢ikan inflamasyon/rezorpsiyon siireclerine etkisi olmayacagi

bu ¢alismanin sifir hipotezi olarak belirlendi.

3.1. Genel Bilgiler

3.1.1. Apikal Periodontitis

Apikal periodontitis (AP), mikrobiyal faktérler ve konak¢r immiin yaniti
arasindaki etkilesimden kaynaklanan periradikiiler dokularin iltithaplanmasi ve yikimi
ile karakterize edilen kok kanal enfeksiyonunun bir sonucudur (17). Apikal
periodontitis c¢enelerde dislerle ilgili en sik goriilen iltithabi lezyondur. Kok
kanalindaki enfeksiyonun durumuna bagli olarak akut veya kronik inflamatuar
reaksiyon gelisebilir. AP'de kemik yikimima hem mikrobiyal enfeksiyon hem de
savunma reaksiyonunun bir parcasi olarak immiin yanit neden olur (18, 19).
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Histolojik olarak apikal periodontitis; apse, graniilom veya radikiiler kist
olarak smiflandirilir. Periapikal apse, akut enfeksiyona yanit olarak hiicresel
dinamiklerdeki degisimler sonucu gelisen iltihabi bir olusumu yansitirken, periapikal
graniilomlar; inflamatuar hiicreler, fibroblastlar ve iyi gelismis fibroz kapsiil iceren

graniilasyon dokusundan olusur (20).

3.1.1.1. Apikal Periodontitisin Etiyolojisi

Bakteriler ve bakteriyel iirlinler apikal periodontitis olusumunda en 6nemli
faktorlerdir (21, 22). Dis pulpalarinin oral kaviteye agik birakilmasiyla olusan
periapikal ve pulpal degisikliklerin incelendigi bir calismada ratlardan alinan
radyografilerde normal oral florali ratlarda radyoliisent alanlar izlenmesine ragmen
steril ratlarda apikal periodontitisin olusmadig1 gozlenmistir (23). Insanlarda kiiltiir
yontemleri ile gergeklestirilen ¢alismalarda travma gegirmis, bakteri kontaminasyonu
olmayan, kuronu saglam ve nekrotik pupali dislerden aliman radyografilerde
periradikiiler =~ dokularda kemik yikiminin olmadigi  goriiliirken  bakteri
kontaminasyonu mevcut ve yine nekrotik pulpali, saglam kuronlu dislerde ise
periapikal kemik yikiminin meydana geldigi gosterilmistir (24). Apikal periodontitis
etyolojisindeki temel unsurun endodontik enfeksiyon kaynakli mikroorganizmalarin
oldugu ortaya konmustur (24).

Apikal periodontitis etyolojisinde kimyasal iirlinler, yabanci cisimler ve
mekanik irritasyon mikroorganizmalar haricindeki dis faktorler olarak inflamatuar
mediatdrler, konagin metabolik iirlinleri ve sitokinler ise i¢ faktorler olarak

bildirilmistir (25).



3.1.1.2. Klinik Ozellikleri

3.1.1.2.1. Semptomatik (Akut) Apikal Periodontitis

Apikal periodonsiyumda gelisen enflamasyona dayali, hiperaljezi ve agri
esiginin diismesiyle birlikte palpasyon ve perkiisyonda agri ile seyreden klinik
tablodur. Ilgili dis devital olabilecegi gibi vital de olabilmektedir. Radyografide
periodontal aralikta genisleme izlenirken ¢ogunlukla apikal alanda kemik yikimi

izlenmez (26).

3.1.1.2.2. Asemptomatik (Kronik) Apikal Periodontitis

Pulpal enflamasyonun etkisiyle apikal bolgede kemik yikimi goriilen,
radyografide ilgili dis lamina durasinin kesintiye ugradigi durumdan periradikiiler
bolgede radyoliisent alanlara kadar ilerleyebilen, enflamatuar uyarana adapte olmus

konak savunmasi ile klinik olarak belirti vermeyen bir hastaliktir (27).

3.1.1.3. Apikal Periodontitisin Patogenezi ve Immun Yamt

Viicudun diger doku yaralanmalarinda vermis oldugu bag dokusu yaniti
periradikiiler doku yaralanmalarina verdigi cevapla benzerlik gostermektedir.
Enflamatuar siireg, periradikiiler bolgeye ulasan mikroorganizmalar, mikroorganizma
metabolik {irinleri ve toksinleriyle baslatilabilir. Immiin sistem hiicreleri olan
dentritik hiicreler, fagositler ve B lenfositler iizerlerindeki reseptorlerle (toll-like
reseptOr, patern tanimlama reseptorleri (PRR: Pattern Recognition Receptors))
patojenleri taniyarak bagisiklik sistem reaksiyonlarini baslatirlar. Baglatan olayin
yogunluguna ve siiresine bagli olarak, inflamatuar lezyon, akut veya kronik bir

karakter gelistirebilir (28-32).
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Damarlarda artmis permeabilite ve vazodilatasyon enflamasyonun ilk
bulgularindandir. Vaskiiler degisiklikler dokunun bolgedeki makrofaj ve bag doku
hiicreleri aracilifiyla irritana verdigi ilk reaksiyonlarla birlikte meydana gelir.
Sicaklik ve kizariklik, vazotilatasyon ve kanla dolan kapiller yataklarla beraber
enflamasyonun temel bulgularini olusturur. Kapiller gegirgenligin artmasiyla damar
duvarima yaklasan l6kositlerin enflamatuar dokuya gecisi kolaylasir (33, 34).

Makrofajlar, gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki lipopolisakkaritleri
tantyarak aktive olurlar. Enflamasyona cevap olarak iiretilen proenflamatuar
sitokinler endotel hiicrelerinin adezyon molekiilii salinimin1 artirir bu da 16kositlerin
damar duvarina yapigsarak dokulara go¢ etmesine neden olur. Bolgeye ilk gelen
hiicreler polimorfoniikleer 16kositlerdir (PMN) (35). PMN’ler bakteri fagositozunun
yaninda prostoglandin ve l6kotrienleri salgilayarak enflamatuar bolgeye makrofaj ve
notrofillerin ¢ekilmesini artirir. Makrofajlar osteoklastik kemik yikimini uyarir ve
vaskiiler cevabi artiran proenflamatuar mediatorler salgilar (IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-
a gibi) (36). Bu reaksiyonlar 6zgiin olmayan dogal bagisiklik yanit1 olarak meydana
gelirken kok kanal sisteminden gelen bakteri ve yan tirlinlerinin kaynag: devam ettigi
icin kazanilmig spesifik immiin yanit siirekli enfeksiyona dahil olur. Patojene
yeniden maruz kalindiginda daha etkili bir yanit ortaya koyan ve patojene 6zgiin
olarak ortaya ¢ikan kazanilmis bagisiklik, dogal bagisikligin yeterli olmadigi devam

eden agir enfeksiyonlara kars1 gelismektedir (29).

3.1.1.3.1. Hiicre Biyolojisi

Kazanilmis bagisikligin morfolojik olarak benzer 6zellikteki hiicreleri B ve T

lenfositler apikal periodontitis olusumunda etkin rol alirlar. Mikroskobik olarak da
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ayirt edilemeyen bu hiicreler ylizey reseptorii diizeyinde monoklonal anikorlarla
fenotiplenerek bagkalagim kiimesi numarasi (CD) ile tanimlanirlar (28, 37).

Kemik iliginde {iretilen T lenfositler ardindan timusa gecerler, burada
boliinerek ¢ogalir ve antijen yanitlart i¢in farklilasirlar. T hiicreleri; yardimc1 T
hiicreleri (T helper: TH), sitotoksik T hiicreleri (T cytotoxic (sitolitik): TC)
diizenleyici T hiicreleri (T regulator hiicreler: Treg) ve baskilayict T hiicreleri (T
stipresor hiicreler: TS) ve seklinde fonksiyonlarina gore alt siniflara ayrilir (38, 39).
CD4-pozitif (CD4+) T lenfositler T helper/inducer (Th) adimi alirlar. Hiicresel
bagisiklik bakteriyel antijenlerle aktive edilen CD4+ T lenfositlerlee iliskilidir.
Sitokin ekspresyon modellerine gére, CD4+ T hiicreleri ayrica IL-2 salgilayan T
helperl (Thl) hiicrelerine ve IL-4 ve IL-5 iireten interferon gama (IFN-y) ve Th2
hiicrelerine ayrilabilir (40). T helper hiicrelerinin sitokin eksprese eden {ii¢ alt
popiilasyonu vardir; Thl, Th2 ve Th17. Interferon gama (IFN-y) klasik yoldan
makrofaj aktivasyonu saglar ve Thl hiicreleri tarafindan iretilir. Th2 hiicreleri
alternatif yoldan makrofaj aktivasyonu saglar ve IL-13, IL-4 ve IL-5 iiretirler. Th17
hiicreleri kemokinleri {iretirler. Kemokinler, enflamasyon bdlgesine monosit
gociinden sorumludur (37, 39, 41). CD4-pozitif T Ienfositleri, antijen sunan
hiicrelerin ylizeyinde sunulan smf II major histo-uyumluluk kompleksi (MHC)
molekiilleri ile baglantili olarak antijenlere yanit verir ve immiinoglobulin iiretiminin
yani sira sitolitik T lenfosit yanitlar1 i¢in yardima aracilik edebilir (42). CD8-pozitif
(CD8+) T lenfositleri, MHC smif I kisitli hiicrelerdir ve antijen-MHC kompleksi ile
stimiilasyon {izerine sitotoksik hale gelirler (43). Ek olarak, belirli baskilayici
islevler, CD8+ T lenfositleri tarafindan yiiriitiiliir (44). CD4/CD8 orani, sirastyla

otoimmiin hastaliklar, immiin yetmezlik durumlari, maligniteler ve inflamatuar
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lezyonlarda yer alan T-lenfosit popiilasyonunun net diizenleyici dengesini karakterize
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmigtir (45, 46). Siganlarda indiiklenmis periapikal
lezyonlar iizerinde yapilan immiinohistokimyasal c¢alismalar, erken ve kronik
periapikal lezyonlarin farkli bir T-lenfosit alt kiimesi bilesimine sahip oldugunu,
CD4+ T hiicrelerinin lezyon gelisiminin erken fazinda baskin oldugunu ve ardindan
CD8+ oldugunda kronik fazda kademeli diisiislerinin oldugunu gostermistir. T
hiicreleri, T helper alt popiilasyonundan biraz daha fazladir (3, 47). CD4+ T
lenfositler ayrica B lenfositlerin plazma hiicrelerine farklilasmasinda da rol oynarlar
(48).

B lenfositler kemik iliginde iiretilir ve olgunlasir. T lenfositlerde antijen yaniti
direkt hiicrenin kendisi tarafindan olusturulurken B lenfositlerde ise hiicreden
salgilanan antikorlar tarafindan olusturulur. B lenfositler, dogrudan antikor
tiretiminden sorumlu hiicrelerdir. Antijenlerden ve Th2 hiicrelerden alinan sinyallerle
bazi B hiicreleri plazma hiicrelerine doniiserek antikor iiretimini ve salinimini
saglamaktadir (29).

Yabanci hiicreler, tiimor hiicreleri, ve enfekte hiicreler dogal oSldiirticii
hiicreler (Natural killer: NK) tarafindan taninarak oldiriiliir (29). Bagisiklik
sisteminin spesifik olmayan ve antijene 6zgii dallar1 arasindaki baglantiy1 temsil eden
bu hiicrelerin, apikal periodontitis lezyonlarinda diisiik ylizdelerde mevcut olduklari
gosterilmistir (32, 49).

Apikal periodontitis olusumunda etkin hiicrelerden biri de makrofajlardir
(21). Kronik apikal periodontitiste makrofajlarin mevcudiyeti, koruyucu yanitlarin
yani sira lezyonun gelisimi ve inflamatuar reaksiyonlarin devam etmesi agisindan

onemlidir, ancak inflamatuar hiicresel infiltrat i¢indeki frekanslarinin %4 ila %50'nin
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tizerinde genis araliklar arasinda dagildigi rapor edilmistir (50, 51). Sigcan molar
pulpasinin ekspoz edilip agik birakilarak oral mikrobiyotaya maruz kalmasiyla
indiiklenen deneysel periapikal graniilomlarda, en erken olaylardan birinin periapikal
dokuya yogun makrofaj girisi oldugu bulunmustur (3). Bu bulgu, konagin, etkilenen
pulpa odasindan periapikal bosluga dogru ilerleyen zararli uyaranlar1 ortadan
kaldirmak icin fagositler tarafindan olusturulan ilk yerel savunma hattin1 hizla
kurdugunu gosterir. Normal periodontal ligamentteki bu hiicrelerin azlig1 ve hiicre
yiizeyi belirtegleri, sinif II MHC antijenlerinin ekspresyonu ile karakterize edilen
eksiidatif makrofajlarin hem sican hem de insan periapikal lezyonlarinda baskin
makrofaj alt popiilasyonu oldugunu gosterir. Eksiidatif makrofajlar, ardindan diger
infiltre edici inflamatuar hiicreler, ¢oklu kemotaktik uyaranlarla toplanir (32).
Savunma hattina alinan makrofajlar, istilact mikroorganizmalar ve tirtinleri ile
karsilastiklarinda aktif hale gelirler (52). Makrofajlarin aktivasyonu alternatif ve
klasik yol iizerinden iki farkli sekilde gerceklesir. Klasik yoldan aktivasyon T
lenfosit kaynakli IFN-y, viicut antijenleri veya yabanci antijenler ve mikroorganizma
endodotoksinleri tarafindan uyarilarak meydana gelir. Boylece klasik yoldan aktive
olan makrofajlar, serbest radikaller, nitrojen ve lizozomal enzimler iireterek
fagositozu gerceklestirirken proenflamatuar sitokinler ve enflamatuar mediatorlerle
de irritana kars1 konak cevabini artirirlar. Makrofaj aktivasyonunun alternatif yoldan
islemesi ise IFN-y haricindeki sitokinlerle saglanir. Alternatif yolla aktive olan
makrofajlar 6ldiirme efektér mekanizmalarindan ¢ok doku onariminda islev goriirler.
Aktive makrofajlar antijen sunarak kazanilmis immiin cevaba katkida bulunurlar (27,

29, 41).
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Apikal periodontitis lezyonlarinda dentritik hiicrelerin bulundugu ortaya
konmustur. Kemik iligi kaynakli bagisiklik sistemi hiicreleri olan bu hiicreler T
lenfositlerine antijen sunumundan sorumludur ve protein yapidaki antijenlere karsi
kazanilmis bagisikligin baslatilmasina neden olurlar (37). Dendritik hiicreler hem
inflamasyonun hem de adaptif bagisikligin diizenlenmesinde ve mikrobiyal
patojenlere kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkisinde 6nemli bir rol oynar (53, 54).
AP'de bulunan dendritik hiicrelerin bir alt kiimesi olan Langerhans hiicreleri ile
epitelyal proliferatif potansiyele sahip T hiicrelerinin kemotaksisi arasinda giiclii bir
iligki goriinmektedir (55).

Osteoklastlar, ¢cok cekirdekli hiicreler olup kemik yikimindan sorumludurlar.
Osteoklast ~ Onciillerinin ~ kemik iligindeki makrofaj-monosit hiicrelerinden
diferensiyasyonuyla olusur. Graniilosit/makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-
CSF), osteoprotogerin (OPG), niiklear faktor kappa B (NF-x B) ligandinin reseptor
aktivatoriic. ‘“‘RANK ligand”> (RANKL), prostaglandinler, TNF, IL-1, IL-6,
bradikinin, trombin gibi pek ¢ok mediator ve biiylime faktorii bu diferansiasyonda
etkindir. Osteoklast progenitdr hiicreleri ve osteoklastlar iizerinde reseptor aktivator
nuklear faktor Kappa B (RANK) bulunur. RANKL ve OPG, osteoblastlarca
sentezlenen, osteoklast diferansiasyonu ve aktivasyonunda gorevli temel
sitokinlerdir.  Osteoklast  Onciillerinin  farklilagmasi, RANKL’in  RANK’a
baglanmasiyla gerceklesir ve bdylece cok c¢ekirdekli, kemik rezorbsiyonundan
sorumlu olgun osteoklast hiicreleri meydana gelir. Fakat RANKL’a OPG baglanirsa
RANKL’In RANK’a baglanmasina engel olur ve osteoklast farklilagmasi
gerceklesmez boylece kemik yikimina engel olunur (56). Patolojik kemik yikimi ve

fizyolojik osteoklast olusumunda RANKL-RANK uyarimi 6nemlidir (57).
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Enflamatuar periapikal lezyonu bulunan c¢ekilmis disler incelendiginde
dislerin %52’sinde malessez epitel artiklarinin patolojik olarak arttig1 gozlenmistir.
Malessez epitel artiklari, Hertwing epitel kininin kok gelisimi sirasinda morfolojik
disintegrasyonuyla olusan bozulmadan kalmis epitel hiicrelerdir. Bu hiicrelerin
bahsedilen patolojik ¢ogalmasina enflamatuar yanitta rol oynayan biiyliime faktorleri

ve sitokinlerin yol a¢tif1 diigiiniilmektedir (56).

3.1.1.3.2. Periapikal Hastaligin Olusmasinda Bagisiklik Sisteminin Rolii

Bagisiklik sistemi, interaktif bir lenfoid organlar, hiicreler, hiimoral faktorler
ve sitokinler agidir (58). Bir antijen konak sisteme saldirdiginda, bagisiklik
sisteminin iki farkli, ancak birbiriyle iliskili dali aktif olur; spesifik
olmayan/dogustan gelen ve spesifik/adaptif bagisiklik tepkisi. Bu sistemlerin her
ikisi de konagin yabanci maddeleri kendisine tanimasini ve bunlari etkisiz hale
getirmesini, yok etmesini veya metabolize etmesini saglayan belirli fizyolojik
mekanizmalara sahiptir. Dogal bagisiklik, antijenlere karsi korumanin en erken
gelisimini temsil eder. Adaptif bagisikligin yine hiimoral ve hiicre aracili olmak
tizere iki dali vardir. Hem dogustan gelen hem de adaptif bagisikliklarin bagimsiz
olarak calismadigina dikkat edilmelidir. Dahasi, bagisiklik tepkilerinin ¢ogu,
bagisiklik sisteminin hem hiimoral hem de hiicre aracili bagisiklik dallarinin
aktivitesini ve igbirligini igerir (59).

Apikal periodontitis esasen mikrobiyal etiyolojinin inflamatuar bir
hastaligidir. Kok kanal sistemi icindeki mikrobiyal yerlesim, organizasyon ve
viriillans faktorlerinin bilinmesi hastalik siirecini anlamak i¢in 6nemlidir. Apikal
periodontitis ile iliskili mantarlar, arkealar ve virilisler bulunmasina ragmen,

bakteriler ~ana  mikrobiyal etiyolojik  ajanlardir.  Spesifik  durumlarda,
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mikroorganizmalar savunma bariyerini asabilir ve hatta ekstra-radikiiler enfeksiyon
olusturabilir (21, 60). Mikroorganizmalar dogrudan doku hasarina neden olabilir ve
enzimler, ekzotoksinler ve metabolik son iirtinlerini salgilayarak immiinolojik yaniti
modiile edebilir. Farkl1 viriilans faktorleriyle kok kanal enfeksiyonundaki varyasyona
bagli olarak, apikal periodontitise neden olan immiinolojik yanit zamanla
degisecektir (20). Kok kanali enfeksiyonundan gelen mikrobiyal antijenler,
periapikal dokuda hem spesifik hem de spesifik olmayan immiin yanitlart uyarabilir
(61, 62).

Caligmalar, makrofajlarin, mast hiicrelerinin, T hiicrelerinin, nétrofillerin,
sitokinlerin, kemokinlerin ve RANK/RANKL/OPG sisteminin apikal periodontitis
olusumuna katildigin1 gostermistir (63-65). Cesitli inflamatuar uyaranlarin biiyiik
miktar1 ve etkilesimleri, hastaligin durumunu ve ilerlemesini etkileyebilir ve
degistirebilir (66, 67).

Apikal periodontitiste enflamatuar hiicrelerin farkli alt popiilasyonlar: tarif
edilmistir. Notrofiller ve mikroorganizmalarla etkilesimleri, akut fazda ilk savunma
hatti olarak doku hasarina ve kemotaksiye neden olan apikal periodontitisin
ilerlemesi icin Ozellikle 6nemlidir. Mast hiicreleri ve makrofajlar, kronik apikal
periodontitisin inflamatuar infiltratinin 6nemli bilesenleri ile iligkilidir. Bu hiicrelerin
periapikal kistlerdeki dagilimi iizerine yapilan bir arastirma, mast hiicrelerinin
vazoaktif mediatorler gibi gesitli inflamatuar maddeleri degraniile etme ve {iretme
kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Aktive edilmis mast hiicreleri, hiicre dis1
ortamda onceden olusturulmus birka¢ maddeyi (histamin, serotonin, heparin ve
proteazlar) degraniile eder ve serbest birakir (64, 68). Bu molekiillere ek olarak,

aktive edilmis mast hiicreleri trombosit aktive edici faktor, kemotaktik ajanlar ve
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interlokin-1o (IL-1a), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, interferon gama (IFN-y),
makrofaj koloni uyaric1 faktor, tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) ve doniistiiriicii
bliylime faktorii-p (TGF-B) dahil olmak iizere ¢esitli proinflamatuar sitokinler gibi
yeni vazoaktif aracilar1 sentezleyebilir. Bu hiicreler ayn1 zamanda triptaz ve kimaz
gibi bag dokusunun bozunmasiyla iliskili maddeler olan 6nemli bir proteolitik enzim
kaynagidir. Mast hiicreleri, degraniilasyon ve ¢esitli maddelerin iiretim kapasiteleri
nedeniyle, inflamatuar olaylar, kemik rezorpsiyonu ve bagisiklik sistemindeki diger
hiicrelerle etkilesim ile dogrudan iliskilidir (68-70).

Makrofajlar ise ¢oziintir IL-1a, TNF-0, IL-6, TGF-f ve prostaglandinleri
salgilayarak bu lezyonlarin gelisimi ve onarimi tizerinde etkili olan pro- ve anti-
inflamatuar maddeler {iretme yetenegine sahiptir. Bu sitokinler, osteoklastlarin
aktivasyonu ve farklilagsmasi, fibroblastlarin aktivasyonu ve proliferasyonu, kollajen
tiretimi ve neovaskiilarizasyon yoluyla inflamatuar siireclerin baslatilmasinda ve
diizenlenmesinde rol oynar (64, 71).

Apikal periodontitiste T hiicreleri bol miktarda bulunur, ancak bu hiicrelerin
aktivasyonu ve islevi heniiz tam olarak anlasilamamustir. Birkag diizenleyici devre, T
hiicreleri tarafindan aktive edilir ve sadece bagisiklik sistemini degil, ayn1 zamanda
diger hiicreler, agiz epiteli ve agiz bakterileri ile etkilesimi de etkiler. T
helper/yardimer 1 (Thl) ve T helper 2 (Th2) hiicre yanitlari, apikal periodontitis
baglaminda makrofajlarin aktivatorii ve kemik rezorpsiyonunun ana aracilari olabilen
IL-1 ekspresyonunu modiile eder. Kistler ve graniillomlar arasinda benzer bir
Th1/Th2 orani ile graniilomlarda kistlere kiyasla daha biiyiik bir aktive T hiicresi

popiilasyonu bulunmustur (72, 73).
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Bazi ¢aligmalara gore, Thl ve Th2 yanit kaliplart ayn1 anda ortaya ¢ikar. Thl
immiin yanmitinin hem lezyon progresyonunda hem de kemik yikiminda rol
oynadigima inanilirken, Th2'nin lezyon gelisiminin daha ileri asamalarinda meydana
gelen onarim siirecinde Onemli olan immiinosupresif mekanizmalar1 igerdigine
inanilmaktadir (72, 73). Bu, Th1 sitokinlerinin yoklugunun lezyon gelisimini dnemli
Ol¢iide degistirmedigi, ancak Th2 sitokinlerinin eksikliginin lezyon boyutunda bir
artisa neden oldugu deneysel modellerde gosterilmistir (74). Bununla birlikte, son
bulgular, geleneksel Thl ve Th2 hatlarindan farkli bir sitokin olan IL-17'nin varlig
ile karakterize edilen bir paterni gostermektedir (72). Esas olarak T hiicrelerinin
aracilik ettigi lezyonlarda Thl cevabinin baskin oldugunu bildiren ¢aligmalar vardir,
halbuki B hiicreleri ve/veya plazma hiicrelerinin aracilik ettigi lezyonlar bir Th2
yaniti sergiler (62).

T-yardimcr hiicrelerin (6rnegin Th9, Th17 ve Th22) yeni alt kiimeleri,
bunlarin prototipik sitokinleri IL-9 ve IL-22 de dahil olmak {izere yakin zamanda
kesfedilmistir. IL-9 ve IL-22 ekspresyonunun inaktif lezyonlarda baskin oldugu
bulunmustur, bu da bu sitokinlerin apikal periodontitis patogenezinde olas1 bir
koruyucu roliiniin varhigini diisiindirmektedir. Aranha ve arkadaslari, inaktif
graniilomlarda IL-9'un asir1 ekspresyonunu ve lezyonlarda TNF-o, IFN-y ve IL-17
ile negatif korelasyon gosterdi (75). IL-17 nakavt farelerin deneysel apikal
periodontitis gelisimine direngli oldugu bulunmustur, bu da Th17 hiicrelerinin ve

onlarin sitokin iiretiminin inflamatuar siirecteki roliinii gdsterir (76).

3.1.1.3.3. Enflamatuar Mediatorler

Dolasim sisteminden, inflamatuar hiicrelerden ve hasarli dokudan c¢esitli

kimyasal mediatorler, inflamatuar yanita aktif olarak katkida bulunur (77).
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Enflamasyon indiikleyicileri, birgok doku ve organin islevselligini degistiren
cok sayida enflamatuar mediyatorlerin tiretimini tetikler, bu da enflamatuar yolun
efektorlerini degistirir. Bu inflamatuar mediatorlerin birgogunun vaskiiler sistem ve
l16kositlerin toplanmasi tizerinde ortak etkileri vardir. Bu mediatorler, plazma
proteinlerinden tiiretilebilir veya hiicreler tarafindan salgilanabilir (78, 79). Hiicresel
mediatorler, 6zellesmis lokositler (6zellikle dokuda yerlesik makrofajlar ve mast
hiicreleri) veya lokal dokularda bulunan hiicreler tarafindan firetilebilir. Bazi
mediatorler (histamin ve serotonin gibi) onceden olusturulur ve mast hiicrelerinin,
bazofillerin ve trombositlerin graniillerinde depolanir. Digerleri 6nceden olusturulur
ve plazmada inaktif Onciiller olarak dolasir. Bu mediatorlerin  plazma
konsantrasyonu, akut faz yaniti sirasinda hepatositler tarafindan onciillerin artan
salgilanmasmin bir sonucu olarak belirgin sekilde artabilir. Diger mediatorler,
inflamasyon indiikleyicileri tarafindan uygun uyariya yanit olarak dogrudan iiretilir
(80). Inflamatuar mediatdrler biyokimyasal &zelliklerine gére yedi gruba ayrilabilir:
vazoaktif aminler, vazoaktif peptitler, kompleman bilesenlerinin fragmanlari, lipid
mediatdrler, sitokinler, kemokinler ve proteolitik enzimler (78, 79).

Kemokinler, 16kositlerin ve selektinlerin gogli ve aktivasyonu ile iliskili,
inflamatuar hiicrelerin farkli inflamatuar hiicrelerde damar duvarlarina yapigsmasini
hesaba katan kiigiikk bir protein ailesini (8-10kD) temsil eder (81). Periapikal
lezyonlarda kemokin reseptdrlerinin (CCR1, CCR2, CCR3, CCRS5, CXCRI,
CXCR3) ekspresyonu gosterilmistir (63). Bu reseptorler, monosit ve nétrofillerin
yani sira Th1 ve Th2 hiicrelerinde de bulunur, Th1 hiicreleri agirlikli olarak kemokin
reseptorleri CCRS ve CXCR3'li eksprese eder, Th2 hiicreleri esas olarak CCR4 ve

CCR3'i eksprese eder ve monosit/makrofajlar CCR2 ve CCR5'1 eksprese eder (72).
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Endodontik enfeksiyon siirecinde, bakteri iirlinlerinin fagositlerin yiizeyindeki
Toll-like reseptorlere (TLR) baglanmasi, fagositozun baglamasina, hiimoral ve
hiicresel yanitlarin indiiklenmesine (sirasiyla B ve T lenfositler tarafindan aracilik
edilir), reaktif oksijen tiirleri (ROS) sentezine ve bunun sonucunda sitokinler ve
matriks metalloproteinazlarla (MMP) inflamatuar mediatorlerin iiretimine yol agar.
ROS ile ilgili belirteglerin artan ekspresyonu hem lokal hem de sistemik seviyelerde
periapikal periodontitisin patogenezi ile iliskilendirilmistir (82, 83).

Reaktif oksijen tiirleri, ¢arpistiklar diger molekiilleri doniistiirebilen kararsiz,
son derece reaktif molekiillerdir. ROS, proteinlerin, karbonhidratlarin, lipidlerin ve
niikleik asitlerin etkilendigi bir durum olan oksidatif stres (yani oksidan anti-oksidan
ajanlar arasindaki bir dengesizlik) sirasinda biiyilk miktarda firetilir (82). ROS
tiretimi, endodontik lezyonlar durumunda kemik rezorpsiyonunun yakindan
katilimryla patojen istilasina karsi 6nemli bir savunma mekanizmasidir (82-84).

Oksidatif stres ortaminda kemik metabolizmasiin diizenlenmesi de degisir.
Yakin tarihli bir ¢aligmada, Jakovljevi¢ ve ark. periapikal periodontitisin saglikli
dokuya kiyasla 8-hidroksideoksi guanozin (8-OHdG), okside glutatyon (GSSG) ve
kemik rezorpsiyon diizenleyicileri (RANKL ve OPG) gibi oksidatif stres
belirteclerinin artan seviyeleri ile karakterize oldugunu, bunun lezyonlarda yaygin
kemik rezorpsiyon siirecini agiklayabilecek bir faktor oldugunu 6ne siirmiistiir (83).

Nitrik oksit (NO) ayrica apikal periodontitiste yer alan 6énemli bir inflamatuar
aracidir. NO, topluca NO sentazlari (NOS) olarak bilinen bir enzim ailesi araciligiyla
birkac hiicre tarafindan firetilen, her yerde bulunan bir serbest radikaldir (85). NO,
IL-1'in neden oldugu kemik rezorpsiyonu icin esastir, NFkB aktivasyonu yoluyla

osteoklastogenezi uyarir ve osteoklastin hayatta kalmasina katkida bulunur.
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Calismalar NO'nun apikal periodontitis patogenezi sirasinda IFN-y ve TNF-o gibi
proinflamatuar sitokin diizeylerini modiile ettigini gostermistir (86-88).

Cintra ve ark. apikal periodontitisli sicanlarda TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17, IL-
23 ve NO'nun serum seviyelerini bir veya birden fazla disle ilgili olarak
degerlendirdi. Bulgular, birden fazla dis igeren apikal periodontitisli siganlarda IL-6,
IL-17, IL-23 ve TNF-a serum seviyelerinde bir artis oldugunu gosterdi. Ote yandan,
bir dis veya birden fazla dis iceren apikal periodontitisli sicanlarda serum NO
seviyeleri azaldi. Apikal periodontitisli si¢canlarda proinflamatuar sitokinlerin serum
seviyelerindeki artig, endodontik enfeksiyonlarin sistemik sagligi olumsuz etkiledigi

hipotezini desteklemektedir (86).

3.1.1.3.3.1. Sitokinler

Pulpal ve endodontik ortamin bakteriyel enfeksiyonu tarafindan tetiklenen
periapikal lezyonlar, lokal konak yanitinin bir sonucu olarak kok apeksini ¢evreleyen
mineralize dokularin yok edilmesi ile karakterize edilir. Bu baglamda, sitokinler,
periapikal mikrogevre iginde inflamatuar bagisiklik tepkilerinin modiilasyonunda
onemli bir rol oynar ve bu nedenle lezyonlarin sonucunun kritik belirleyicileridir (67,
89).

Sitokinler, mikrobiyal ajanlara ve lokositlerin toplanmasi yoluyla diger
yaralanmalara yanit olarak hiicreler tarafindan yarali dokulara salgilanan
proteinlerdir. Prostaglandinlerle birlikte sitokinler, osteoblastlarin aktivasyonu ve
farklilagsmasi, fibroblastlarin aktivasyonu ve proliferasyonu, kollajen iiretimi ve
neovaskiilarizasyon yoluyla inflamatuar siireglerin baglatilmasina ve diizenlenmesine

katilir (66).
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IL-17 ve TGF-B, apikal periodontitiste bulunan ve esas olarak sirasiyla Th17
hiicreleri ve diizenleyici T hiicreleri ‘‘regulatory T-cells’ (Treg) tarafindan
salgilanan iki 6nemli sitokindir. Bu sitokinlerin zit etkileri vardir, fakat karsilikli
inhibisyonlar1 bulunmaz. TGF-B gii¢lii bir immiin modiile edici sitokin olsa da IL-17,
IL-8 iiretimini uyararak inflamatuar siireci yeniden etkinlestirebilir (20). Bu da
kronik apikal periodontitisin yeniden akutlasmasinin daha yiiksek IL-17 seviyeleri ve
artan 16kosit infiltrasyonu ile yakindan iliskili oldugu anlamina gelir (71, 81).

Fistiilli ve karisik inflamatuar infiltrat sergileyen hastalarda daha yiiksek IL-
17 seviyeleri gozlenmistir, bu durum inflamatuar yanitin alevlenmesini tesvik eder ve
ndtrofil sayisini ve kemik rezorpsiyonunu artirir (61, 81). IL-17, nétrofilleri ¢eker ve
apikal periodontitiste mevcut olan kemik rezorpsiyonunda yer alan osteoklastlari
aktive ederek RANKL iiretimini indiikler (64).

Yiiksek TGF-fB seviyeleri, AP'nin ¢6ziilmesi i¢in 6nemli olabilir, ¢iinkii bu
faktor sadece kemik rezorpsiyonunu inhibe etmekle kalmaz ve kollajen sentezini,
neovaskiilarizasyonu ve fibroblastlarin proliferasyonunu uyararak doku yeniden
sekillenmesini ve onarimim tesvik eder aynmi zamanda Treg ve Thl7'nin
farklilasmasinda da rol oynar. Bu nedenle, TGF-f, inflamatuar reaksiyonu siirlamak
icin Treg'leri indiikleyerek ve toplayarak immiin yaniti baskilayict bir moda
yonlendirirken, diisiik sayida Treg, inflamatuar siireci uyarmak i¢in immiin yaniti
Th17'ye yonlendirir (71).

IL-6, periapikal kistlerde ana kaynaklar makrofajlar olmak iizere, kemigin
yeniden modellenmesinde ve immiin hiicrelerin ve osteoklastlarin aktivasyonu ve
farklilasmasinda 6nemli bir sitokindir. Apikal periodontitiste yiiksek IL-6 seviyeleri

semptomatik ve aktif lezyonlarla iligkili goériinmektedir (90, 91). Kisti ¢evreleyen
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dokulardaki makrofaj miktar1 ile yiiksek TNF-a ekspresyonu arasinda bir iliski de
belirlendi, bu da bu sitokinin iiretimi ile kistlerdeki doku vaskiilarizasyonu arasinda
ve ayrica anjiyogenez ve inflamasyon arasinda bir korelasyon oldugunu
gostermektedir (92).

Tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), monositler, makrofajlar ve T hiicreleri
tarafindan {retilen ve patojenler, endotoksinler veya ilgili maddeler tarafindan
indiiklenen bir sitokindir. TNF-0, kemik metabolizmasinda anahtar rol oynayabilir.
Dogrudan osteoklastogenezde yer alan hiicreler, osteoklast Oncli hiicreleri,
osteoblastlar veya stromal hiicreler olan makrofajlar1 igerir. Bu hiicreler,
osteoklastogenezi indiiklemek i¢in RANKL’1 eksprese eder ve RANKL salgilayan T
hiicreleri, inflamasyon sirasinda osteoklastogenezi tesvik eder. Ayrica, TNF- a,
osteoklast kaynakli kemik yikiminin yani sira osteoblast farklilagsmasi ve apoptozun
inhibisyonuna neden olur (93).

Interlokin-1B (IL-1B), enfeksiyon ve yaralanmaya karsi konak-savunma
tepkileri i¢in ¢ok dnemli olan giiglii bir proinflamatuar sitokindir. Ayn1 zamanda 11
IL-1 ailesi iiyesi arasinda en iyi karakterize edilen ve en ¢ok calisilanidir (94). IL-1,
osteoklastogenezis stimiilasyonunu RANKL {iretimini artirmasiyla gergeklestirir

(95).

3.1.1.3.3.1.1. RANK/RANKL/OPG Sistemi

RANK/RANKL/OPG sistemi, osteoklastlarin farklilasmasi ve aktivitesi
tizerinde etkili olan 6nemli bir kemik metabolizmas1 diizenleyicisidir. RANK, tiimor
nekroz faktorii reseptor ailesinin bir {iyesi olan bir transmembran proteindir ve esas

olarak makrofajlar, pre-osteoklastik mononiikleer hiicreler, T ve B lenfositler,

dendritik hiicreler ve fibroblastlar tarafindan eksprese edilir (96, 97). RANKL
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ekspresyonu, enflamatuar durumlarda bagisiklik sistemi hiicrelerince yapilirken
normal kemik yapim-yikiminda osteoblastlar tarafindan yapilir. Ayrica RANKL, IL-
11, paratiroid hormon ve D3 vitamini tarafindan da eksprese edilerek kemik yapim-
yikim stirecine katilabilir (98). RANKL, TNF-a'ya benzer bir sitokindir ve bir
RANK ve OPG ligandi olarak gorev yapar. RANK''n RANKL tarafindan
aktivasyonu, TNF ile iliskili reseptorlerle etkilesimi, NF-kB ve protein c-Fos'un
aktivasyonu ile sonuglanir, bunlarin tiimii, spesifik genlerin artan ekspresyonu
yoluyla osteoklastlarin olgunlagmasi ile ilgilidir. Osteoklast Oncli hiicrelerinin
yiizeyindeki RANKL ve reseptorii RANK arasindaki etkilesim, tartarat direngli asit
fosfataz (TRAP), katepsin K ve kalsitonin reseptorii gibi spesifik transkripsiyon
faktorlerinin ve genlerin aktivasyonuna ve ekspresyonuna yol acan bir dizi sinyal
olayini aktive eder. Osteoklastlarin farklilagmasi kemik rezorpsiyon kapasitesi i¢in
gereklidir (99-101). Ote yandan, yine osteoklastlar tarafindan iiretilen OPG ¢oziiniir
reseptOrii, RANKL'a baglanarak osteoklastik farklilagma ve aktivasyonu Onler ve
RANK/RANKL etkilesimini bloke eder, bdylece osteoklastogenezi yani kemik
rezorpsiyonunu azaltir (102-104).

Yiksek RANKL seviyeleri, osteoklastik aktivitede bir artig ile
iliskilendirilmistir, bu durum kemik rezorpsiyonunu desteklerken, daha yiiksek OPG
seviyeleri osteoklastlarin hayatta kalmasi iizerinde inhibitér bir etki uygulayarak
kemik rezorpsiyon kapasitesini azaltir (74, 105). Immunohistokimyasal ydntemlerle
osteoklastlarin TRAP (+) ve RANKL (+) boyanma sonucu kemik yikim alanindaki
mevcudiyeti, miktar1 ve pozisyonu incelenirken osteoblastlarin OPG (+) boyama ile
boyanarak kemik yikim alanindaki mevcudiyeti, miktar1 ve pozisyonu

incelenebilmektedir (106-108). Apikal periodontitis 6rneklerinin saglikli dokularda
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bulunan seviyelere gore daha yiiksek RANKL (+), TRAP (+) ve OPG (+) hiicre
seviyelerine sahip oldugu gdsterilmistir (20).

Ek olarak, RANKL/OPG ekspresyonunun semptomatik ve asemptomatik
apikal periodontitis arasinda Onemli Olclide farkli olmadigi gozlendi, ancak
semptomatik apikal periodontitiste bakteri sayis1 ile OPG seviyeleri arasinda pozitif
bir korelasyon bulundu (109, 110). Santos ve arkadaslari radikiiler kistlerde ve
periapikal graniilomlarda RANKL, OPG, IL-33, katepsin K ve TNF-a'nin katilimini
arastirdi ve bu molekiillerin bag dokusu hiicrelerinde (radikiiler kist kapsiilii) daha
yiiksek bir immiin ekspresyonu oldugunu gosterdi. RANKL, OPG, IL-33, katepsin K
ve TNF-a'nin osteolitik aktiviteyi uyardigin1 gdsterir. Bununla birlikte, radikiiler
kistlerden farkli olarak, periapikal graniilomlarda OPG seviyelerinin RANKL ve
katepsin K'ya kiyasla olduk¢a diisiik oldugu bulunmustur, bu da OPG'nin RANK'a
baglanmasin1 onleyerek RANKL ile rekabet ettigi ve boylece osteolitik aktiviteyi
engelledigi i¢in bu lezyonlarin daha stabil oldugunu gosterir (111).

Periradikiiler kistlerde RANK, RANKL ve OPG ekspresyonunun ve
dagilimmin analiz edildigi bir calismada ve mikst inflamatuar infiltrata kiyasla
kronik inflamatuar infiltrat varliginda bag dokusunda daha yiiksek RANK ve
RANKL ekspresyonlart bulunmugtur (112). Kronik apikal periodontitiste RANKL ve
OPG ekspresyonlar1 ile inflamatuar infiltrat arasindaki olasi iliski arastirildiginda
RANKL ekspresyonunun, lenfositler (T ve B hiicreleri) ve makrofajlar i¢eren kronik
inflamatuar infiltratta arttig1 gosterilmistir (113). Bu bulgular, fibroblastlar ve T ve B
lenfositleri gibi osteoblastlardan ziyade diger hiicrelerin daha fazla miktarda RANKL

eksprese etmesi gercegiyle desteklenmektedir (112, 113).
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Kemik metabolizmasinda RANK/RANKL/OPG sistemi onemli rol oynar.
Kemik yikiminin yorumlanmasinda ve kemik hastaliklarinin tanisinda OPG ve

RANKL seviyeleri aydinlatici bilgi verir (98, 114).

3.1.2. Alveolar Kemik

Alveolar kemik, disleri ¢evreleyen ¢enenin bir pargasini olusturur. Okliizal
kuvveti dislerden ceneye ileterek ve dagitarak disler i¢in en 6nemli destek dokusu
gorevi gorlir. Kemik bir kez olustuktan sonra, yeniden sekillenme olarak bilinen ve
kemigin yasam boyunca doniistiigii bir siirecten geger (115). Alveolar kemik hem
periodontal sistem hem de iskelet sistemindeki en dinamik dokudur. Alveolar
kemigin yeniden sekillenmesi sadece lokal faktorlerle (dis stirme, okliizyon
fonksiyonu, dis kaybi1 ve ortodontik dis hareketi) degil, aym1 zamanda seks
hormonlar1 ve beslenme gibi sistemik faktorlerle de ilgilidir. Periodontitis kaynakli
alveolar kemik kaybi, dis kaybinin en yaygin nedenidir (116).

Alveolar kemik, sement, periodontal ligamentler ve alveolar kemigi igeren
periodontal kompleksi olusturan odontotheca'dan gelisir. Alveolar kemik
(odontotheca), mezoderme ait aksiyal ve apendikiiler iskeletin kemiginden farkli olan

noroektodermden kaynaklanan noral krest hiicrelerinden elde edilir (116).

3.1.2.1. Kemik Hiicreleri

Kemik, normal iskelet yapisinin ve fonksiyonunun korunmasi i¢in 6nemli
olan siirekli bir yeniden sekillenme durumundadir. Kemigin yeniden sekillenmesi
siirecinde birgok hiicre tiiri ve faktor rol oynar (117). Kemigin temel ¢ok hiicreli
birimi osteositler, osteoklastlar ve osteoblastlardan olusur. Birimin aktivitesi

mekanik kuvvetler, kemik hiicresi dongiisii, hormonlar (6rnegin paratiroid hormonu
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(PTH), biiylime hormonu (GH)), sitokinler ve lokal faktorler tarafindan diizenlenir

(118).

3.1.2.1.1. Osteoblastlar

Kemikteki toplam yerlesik hiicrelerin %4-6'sin1 olusturan osteoblastlar,
mezenkimal kok hiicrelerden elde edilir ve yaygin olarak kemik olusturma
islevleriyle bilinirler, boylece osteoklast ve osteositlerle yakin bir iletisim yoluyla
gerceklestirilen saglikli bir kemik kitlesinin elde edilmesinde ve korunmasinda ¢ok
O6nemli bir rol oynarlar (119, 120). Kemik olusturma evresinin sonunda, osteoblastlar
dort farkli durumdan birine sahip olabilir: osteositler olarak kemige gomiiliirler,
inaktif osteoblastlara doniisiirler, programlanmis hiicre 6liimiine (apoptoz) ugrarlar
veya bazi durumlarda kondroid ya da kondroid kemigi biriktiren hiicrelere

farklilasirlar (121).

3.1.2.1.2. Osteoklastlar

Osteoklastlar, hematopoietik kok hiicrelerden (HKH) tiiretilen dokuya 6zgii
makrofajlardir. Kemik rezorbe edici hiicreler olan osteoklastlar, hematopoietik kok
hiicrelerden kdoken alirlar ve kemik rezorpsiyonu sirasinda kolajen ve diger matris
proteinlerini ¢dzen katepsin K gibi asit ve proteolitik enzimlerin salgilanmasi yoluyla

kemik yapisini bozarlar (121).
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Sekil 1. Osteoklastogenez ve osteoblastogenez stratejileri. (121)

3.1.2.1.3. Osteositler

Osteositler, kemik olusumu sirasinda mineralize olmayan matris (osteoid) ile
cevrelenen eski osteoblastlardir; yetiskin kemik hiicresi popiilasyonunun %90-95'ini
olustururlar. Osteositler birbirleriyle ve kemik yilizeyindeki hiicrelerle, kemik
matrisindeki kanalikiillerden gecen bir hiicre uzantilar1 ag1 araciligiyla iletisim kurar.
Boylece kemik hiicreleri, preosteoblasttan olgun osteosite kadar kemik olusumunun

tiim asamalarinda hiicrelerin bagl kaldig1 fonksiyonel bir ag olusturur (122).
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Diyagram 6lcekli degildir. Preosteoblast (1) tabakasi, ¢cogalan hiicrelerden olugur. Dogrudan iletisim
icin tiim hiicreler arasinda bosluk baglantilari mevcuttur. Genigleme, bir osteositin hiicre siireci ile
gomiilii bir osteoblast arasindaki bosluk birlesimini gosterir. Ok, osteoid birikimi oniinii gosterir; ok
ucu mineralizasyon cephesini gosterir. Doniisiim islemi sirasinda, hiicresel organeller azalir ve toplam
hiicre govdesi hacmi 6nemli 6l¢iide azalir. 1. preosteoblast, 2. preosteoblastik osteoblast, 3. osteoblast,
4. osteoblastik osteosit (Tip I preosteosit), S. osteoid-osteosit (Tip II preosteosit), 6. Tip III preosteosit,
7. geng osteosit, 8. yasli osteosit. Tim Fedak tarafindan ¢izilen diyagram. (122)

Sekil 2. Osteoblast transformasyonu sirasinda preosteoblastlar ve osteositler arasindaki
gecis hiicre tiplerini ve intramembrandz ossifikasyonun ikinci fazi sirasinda (yani,

transformasyon meydana geldiginde) birbirleriyle iliskilerini gosteren diyagram.
3.1.2.1.4. Osteoprogenitor Kok Hiicreler

Mezensimal hiicrelerden tlireyen osteoprogenitor hiicreler, diferansiasyona
ugramamis pluripotent kok hiirelerdir (123). Osteoprogenitoér hiicreler, kemik
olusturan yiizeylerde yeni kemik matrisi sentezleyen osteoblastlari, kemik yapisim
destekleyen kemik matrisi icindeki osteositleri ve hareketsiz kemigin ylizeyini
kaplayan koruyucu astar hiicrelerini olusturur ve korur (124).

Kemik kusurlariin onarimi, birbiriyle ortiisen ii¢ asama ile karakterize edilir:

kan pihtilarinin olusumu, kemik olusumu ve kemigin yeniden sekillenmesi. Ikinci
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asamada, osteoprogenitor hiicreler yara bolgesine go¢ eder, cogalir ve lokal biiyiime
faktorlerini, hiicre dis1 matrisi ayiran ve mineralizasyonu indiikleyen osteoblastlara
farklilagir. Bu nedenle dokunun yenilenmesi, bu 6ncii hiicrelerin mevcudiyetine ve

bu hiicreleri toplamak ve uyarmak i¢in gerekli uyaranlarin varligina baglidir (125).

3.1.3. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, bir organizmanin tiim yasami boyunca boliinebilen, ¢ogalabilen
ve ¢esitli hiicrelere (kan hiicreleri, deri hiicreleri, sinir hiicreleri vb.) farklilasabilen
Ozellesmemis olgunlasmamis hiicrelerdir (126). Memelilerin erken embriyonik
gelisimi sirasinda iki farkli hiicre tipi vardir: iistiin gelisme potansiyeli barindiran ve
biitiinii olusturabilen totipotent hiicreler ve embriyonik ve ekstraembriyonik dokular
dahil olmak iizere konseptus ve organlarin ¢ogundan olugsan embriyonik soylara
katkida bulunabilen pluripotent hiicreler. Morula asamasindan onceki blastomer,
totipotent olarak kabul edilir ve yavas yavas totipotensi kaybeder ve embriyonun ilk
soy spesifikasyonu sirasinda pluripotense doniisiir (127).

Her bir1 farkli fenotiplere sahip ¢ok sayida kok hiicre tiirii vardir.
Pluripotansiyel kok hiicreler, hematopoietik ve hematopoietik olmayan soylara
farklilasma kapasitesine sahiptir. MKH'ler (multipotent mezenkimal stromal hiicreler
olarak da bilinir) hematopoietik degildir ve pankreas adaciklarinda osteoblastlar,
kondrositler, ndronlar, kas hiicreleri, adipositler ve insiilin eksprese eden hiicreler
dahil olmak iizere kendi kendini yenileme ve ¢ok yonlii farklilasma kapasitesine
sahiptir. MKH'lerin ayrica, immiin hiicre infiltrasyonunu azaltma ve inflamasyonu
modiile etme yetenekleri dahil olmak {izere benzersiz immiinomodiilator 6zelliklere
sahip olduklar1 da gdsterilmistir. Inflamasyonun ¢oziilmesi, yaralarin ve hasarli

dokunun basaril1 bir sekilde iyilesmesi i¢in gereklidir ve kronik inflamasyon, koti
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iyilesme sonuglarina yol agabilir. MKH'lerin yaralardaki enflamatuar yanitt modiile
etme yetenegi, hem enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunda bir azalma hem de
interlokin IL-1 ve tiimor nekroz faktorii TNF-alfa gibi proenflamatuar sitokinlerde
bir azalmayui igerir (6). MKH, yag dokusu, iskelet kasi, sinovyum, dalak, timus, kan,
akciger, fetal kan ve amniyotik sivi dahil olmak iizere bir¢ok dokudan izole
edilmistir (128-130). En erisilebilir ve agik ara en iyi karakterize edilen MKH
kaynagi kemik iligidir ve bugiin MKH hakkinda bildiklerimizin ¢ogu kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler (KMKH) ile ilgili ¢aligmalara dayanmaktadir.
Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodiilator 6zellikleri, in
vivo anti-enflamatuar etkilere doniigiir ve ¢ok sayida hayvan g¢alismasi, eksojen
olarak uygulanan KMKH'nin enflamasyonu hafiflettigini ve yarali dokunun
yenilenmesini kolaylastirdigini gostermistir (7-9).

Dolasimdaki kok hiicreler hiicre onarimi igin kritik bir 6neme sahiptir (131).
Kemik iligi kok hiicreleri mobilize edildikten sonra dolagima gegerek doku onarimi
stirecine katilabilir ve lokal inflamasyonu modiile ederek genel saglik bakimim
destekler (6). KMKH'ler, osteoblastlara farklilasma yetenekleri nedeniyle kemik
onarimini kolaylastirmak i¢in de kullanilan pluripotent hiicrelerdir (132).

Kok hiicrelerin mobilizasyonu karmasiktir ancak iki temel 6zelligi icerir:

1. L-selektin yoluyla kok hiicrelerin kemik iligine yapismasina miidahale ve
2. CXCR4 kemokin  reseptorii araciligiyla SDF-1'e kemotaktik ~ yanitin
azalmasi (10).
Klasik Koloni Uyaric1 Faktor (CSF), Interleukin-8 (IL-8) ve plerixafor (bir
CXCR4 antagonisti = AMD3100) kok hiicre mobilizatorleridir. Bircogu hastalarda

ishal, bulanti, agr1 ve tromboz gibi yan etkilere sahip olmasina ragmen birka¢ kok
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hiicre mobilizatorii tantmlanmistir. Bununla birlikte bitkilerden elde edilen aktiflerin,
olumsuz yan etki olmaksizin kok hiicrelerin kemik iliginden salinmasini
tetikleyebildigi bilinmektedir (131).

Onarim ihtiyaci olan yerleri arayan kok hiicrelerin gocii, saglikli dokunun
devam eden normal bakimi ve genglestirilmesiyle ilgili siireglerin yani sira yarali
dokunun spesifik onarimi ve iyilestirilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Dogal kok hiicre
mobilizatorleri, ger¢ek doku onarim siirecini destekleyerek ve iltihabi azaltarak genel

saglig1 iyilestirmek ve iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in etkili araglar olabilir (6).

3.1.4. Stemregen®

Stemregen® her bir kapsiiliinde (715 mg); 150 mg Aphanizomenon flos-
aquae ekstresi (AFA), 250 mg Hippophae Rhamnoides ekstresi (%30
Proantosiyanidinler), 125 mg Fucus Vesiculous (%20 Phlorotannins), 62,5 mg Panax
Notoginseng ekstresi (%10 notoginsenosides), 50 mg Aloe Macroclada, 25 mg
transfer faktorii ve 50 mg 1—3 beta glukan toz (%85) ve 2,5 mg piper nigrum

ekstresinden olusan kok hiicre gocii saglayan takviye edici gidadir.

3.1.4.1. Mavi-Yesil Alg (Aphanizomenon flos-aquae-AFA)

Mavi-yesil algler Klamath algleri olarak da adlandirilan Aphanizomenon flos
aquae (AFA), Yukan Klamath Goli'nde (Oregon, ABD) biiyliyen Cyanobacteria
filumuna ait tek hiicreli prokaryotik bir mikroorganizmadir. AFA, 6zellikle zengin
beslenme profili nedeniyle “siiper gida” olarak kabul edilir. Aslinda, miikemmel bir
protein, c¢oklu doymamis yag asitleri, mineraller, steroller, karotenoidler ve
fikosiyaninler kaynagidir, hepsi antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser

Ozellikleri ile 1yi bilinen maddelerdir (133). AFA'nin belirli bir L-selektin blokeri
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icerdigi goriilmiistiir. L-Selectin, kemik iligi ortaminda kok hiicrelerin korunmasinda
kritik bir rol oynar. L-Selectin'in bloke edilmesi, kok hiicrelerin kemik iliginden orta
derecede mobilizasyonuna yol acar (10). AFA ekstresi kullanilarak kok hiicre
mobilizasyonunun siddetli kardiyomiyopati, felg, diyabet, romatoid artrit, bobrek

yetmezligi ve parkinson hastaligi vakalarini iyilestirdigi belgelenmistir (6).

3.1.4.2. Kir igdesi (Hippophae Rhamnoides)

Kir igdesi diger bir adiyla yabani igde (Hippophae Rhamnoides), Kuzey Bat1
Avrupa ve Orta Asya'nin soguk ve kurak bolgelerine 6zgii, dikenli, nitrojen
sabitleyen yaprak doken bir ¢alidir (134). Kir igdesinin dogal antioksidan 6zellikler
sergilemesinin yaninda plazma lipid peroksidasyonunu, sitotoksisiteyi ve hatta DNA
hasarmi onledigi bildirilmistir (135). Kir igdesi iyi bir mineral, 6zellikle kalsiyum,
fosfor, demir ve potasyumun yani sira C, B1, B2, E, A ve K vitaminleri kaynagidir
(136). Kir igdesinin dolasimdaki kok hiicre sayisina etkisi arastirilmig; kok hiicre
mobilizasyonunu destekleme ve dolasimdaki kok hiicre sayisini artirma yetenegi
belgelenmigstir. Kir igdesi kullanimi ile harekete gecen kemik iligi kok hiicreleri,
doku onarmmi siirecine katilabilir ve genel saglik durumu desteklenerek lokal

inflamasyon modiile edilebilir (6).

3.1.4.3. Kabarcikh Alg (Fucus Vesiculous)

Kahverengi deniz yosunlarindan (alg) olan Fucus vesiculosus, biyolojik
olarak aktif metabolitlerin zengin kaynaklaridir: amino asitler, fukoksantin ve diger
karotenoidler, klorofiller, fukoidan, ¢coklu doymamis yag asitleri ve polifenoller vb.
Deniz yosunu o6zlerinin antioksidan etkileri hem in vitro hem de in vivo olarak

dogrulanmistir (137, 138). Epidemiyolojik gozlemler, deniz yosunlari ile diyet
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takviyesinin oksidatif stres ile iliskili cok sayida hastalik riskini azalttigina dair kanit
saglar (139).

Fukoidanlar, biyokiitleyi ¢evresel streslerden korumak i¢in kahverengi deniz
yosunlar1 tarafindan iiretilen hiicre duvari polisakkaritleri olarak tanimlanmaktadir.
Ekstrakte edildiginde, bu bilesikler, antimikrobiyal ve antikanser Ozellikleri dahil
olmak tizere ¢ok cesitli biyolojik aktiviteler gosterir. Fukoidan zengin ekstratindan
tiretilen tlim fraksiyonlarin, yliksek konsantrasyonlarda analiz edildiginde hem gram
pozitif hem de negatif bakterilerin bakteri liremesini engelleyebildigi gosterilmistir.
Fukoidanlarin antikanser etki mekanizmasi, bagisiklik sistemi yollari, oksidatif stres

ve kok hiicre mobilizasyonu yoluyla gerceklesir (140).

3.1.4.4. Panax Notoginseng

Panax notoginseng, Cin'in giineybatisinda 400 yildan fazla bir siiredir
yetistirilen 1yi bilinen geleneksel Cin sifali bitkisidir. Kapsamli farmakolojik
calismalar, P. notoginseng ve aktif bilesenlerinin kan sistemi, kardiyovaskiiler
sistem, beyin, damar sistemi, sinir sistemi, metabolizma ve bagisiklik diizenlemesi
tizerinde bir¢ok etkisi oldugunu gostermistir; bunlarin spesifik etkileri arasinda
antiaritmi, antiserebral iskemi, antiplatelet agregasyonu ve tromboz, antioksidasyon,
antitiimor, antiateroskleroz, hemodinamigi iyilestirme ve kan lipidini diizenleme yer
alir (141-143).

Panax notoginseng’in baslica biyoaktif bilesenleri, genellikle Panax
notoginseng saponinleri (PNS) olarak adlandirilan dammaran tipi triterpen
saponinlerdir (132). PNS'nin kemik iliginden kok hiicre faktorleri (KHF) tiretimini
uyardigt ve KMKH’ler iizerindeki adezyon molekiillerinin yapigma etkilerini

azaltarak KMKH'lerin plazmaya mobilizasyonunu destekledigi gosterilmistir. Kok
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hiicre faktorleri, mobilizasyonun en giiclii ajanlarindan biri olarak kabul edilir ve
daha fazla kok hiicreyi plazmaya yonlendirebilir ve kok hiicre gdciine, birikmesine

ve ¢ogalmasina biiyiik 6l¢lide katkida bulunabilir (13).

3.1.4.5. Aloe Macroclada

Madagaskar’a ozgli bir Aloe Vera tiri olan Aloe Macroclada’nin
kullanimindan sonraki 2 saat i¢inde kok hiicre sayisinin 53%’e kadar artabildigi ve 3

saatten uzun siirdligli gosterilmistir (14).

3.1.4.6. Transfer Faktorii (Kolostrum)

Kolostrum, emzirmenin ilk iki ila dort glinii boyunca meme bezi tarafindan
salgilanan ve anne tarafindan bebege aktarilan pasif bagisikligin kaynagidir. Bu,
salgt IgA'nin ana kaynagidir ve gastrointestinal enfeksiyonlara karsi koruma saglar
(144). Kolostrumun proteinler, karbonhidratlar, yaglar, vitaminler ve mineraller
iceren besleyici bilesimi, modern zamanlar i¢in eski bir gida olarak kullanilmasini
desteklemektedir ve bu nedenle miikemmel bir nutrasotik olarak kabul edilebilir
(145). Insan ve sigir kolostrumlari, birgok benzerlige sahiptir ve sigir kolostrumu
fazla miktarlarda elde edilebilmesi yoniinden de daha ulasilabilirdir (146).

Kolostrum, dogrudan kan dolagimima emildikten sonra kemik iligi kok
hiicre nisinin aktivasyonunu destekleyebilen Onceden olusturulmus biiyiime
faktorleri ve sitokinler igerir. Ayrica, dogustan gelen bagisiklik sisteminin
aktivasyonu yoluyla dolayli olarak kok hiicre nigini uyarabilen baska proteinler de
icerir. S181r kolostrumunun IL-6 ve GCSF’nin yani sira biiyiime faktorii (VEGF)
liretimini uyarabildigi ve oral takviyeyi takiben in vitro ve in vivo kok hiicre

aktivitesini indiikledigi acik¢a gosterilmistir (147-149). Biiyiikbas kolostrum siitii
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ile diyet takviyesinin genis kapsamli bagisiklik modiilasyonu saglayabilecegi

gosterilmistir (15).

3.1.4.7. Beta Glukan

B-glukanlar, maya, mantar ve bazi bakteriler dahil olmak {izere bir¢ok
organizmanin hiicre duvarlarinda bulunan karbonhidrat polimerleridir. B-glukanlarin
yara iyilesme siirecini modiile etme ve farelerde yara izini azaltma yetenekleri rapor
edilmistir (150).

Mayadan tiiretilen B-glukanlar f (1,3)-glukozun uzun polimerleridir ve
omurga glukoz birimlerinin %3-6's1 bir B (1,6) dalina sahiptir. Mayadan tiiretilen
birgok B-glukanin, antitiimdr etkinligi ve hematopoezin uyarilmasi dahil olmak iizere
in vivo Onemli biyoaktivite gosterdigi gozlemlenmistir (151). Poli-(1,6)-beta-D-
glukopiranosil-(1,3)-beta-D-glukopiranoz (PGG) beta glukan, ¢oziinebilir mayadan
tiretilmis bir polisakkarittir. PGG p-glukanin  24-48 saatlik pik zamanla
hematopoietik progenitdr hiicre mobilizasyonu sagladigi kanitlanmistir. PGG B-
glukan kaynakli hematopoietik progenitdr hiicre mobilizasyonunun proinflamatuar
sitokin salgilanmasindan veya kompleman 3 (C3) aktivasyonundan bagimsiz oldugu
ancak matris metalloproteinaz-9 (MMP-9) salinimina bagl oldugu gosterildi. PGG
B-glukanin hem hematopoietik hem de hematopoietik olmayan hiicrelerin MMP-9
salgilamasina katkida bulundugu gosterilmistir. MMP- 9'un kemik iligi eritroid
hiicrelerinden, makrofajlardan ve epitel hiicrelerinden salinmasi, mobilizasyon i¢in
benzersiz ve daha 6nce tanimlanmamis bir mekanizma saglar (16). Stemregen®,
agrobakterium fermantasyonu ile tiretilen ve B-glukanin en giiclii formu olan %85

(1— 3) -b-D-glikoz baglarindan olusan B-glukan igerir.
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3.1.4.8. Piper nigrum (Karabiber)

Karabiber biyolojik olarak Piper nigrum olarak bilinir ve ana aktif kimyasal
bilesen olarak Piperine igerir. Piperin, biberin antimikrobiyal 6zellik sergiledigi ana
bilesendir. Ayn1 zamanda antifungal 6zellik sergileyerek C. Albicans ve Aspergilluss
biiylimesini engeller. Piper serbest radikal siipiiriicii olarak hareket edebilir ve TNF-a
seviyesini diiglirir. Modern aragtirmalar biber ve piperinin bitkisel ilaglar ve diger
ilaclar i¢in biyoyararlanim arttiric1 olarak, dejeneratif bozukluklarin 6énlenmesi igin
kemoproventatifler ve antioksidanlar olarak kullanimina odaklanmistir (152-154).
Piperin ve ilaglarla yapilan klinik calismalarin sonuglari, oral olarak uygulanan
piperinin hem dogal olarak tiiretilen hem de sentetik ilaglarin klerensini azaltarak

serum ilag seviyelerini 6nemli 6l¢iide artirabilecegini gdstermektedir (155-157).
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin etik kurul onayr 2021/05 nosu ile Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alindi ve calisma Firat Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan DHF.21.05 proje nosu ile desteklendi.
Deneysel asamalar Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde, analiz
asamalar1 Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Patoloji Laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

4.1. Deney Hayvanlari ve Deneysel Diizenek

Calismada kullanilan 27 adet 0.5-1 yas araliginda Spraque Dawley erkek
ratlar Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden (FUDAM) temin
edildi. Tiim ratlarin bakimi1 deney siiresince 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
dongiisiinde, 22-24°C ortam kosullarinda, yem ve suya serbest ulasabildikleri ve 6zel
havalandirma sistemi bulunan odalarda yapildi. Denekler rastgele 3 gruba ayrildu.

1. Negatif Kontrol Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklerin disleri herhangi bir
isleme tabi tutulmadi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan Ornekleri
aliarak sakrifiye edildi ve sag mandibular kemikleri alindi.

2. Pozitif Kontrol Grubu (n=10): Bu gruptaki deneklerde calismanin
0.glinii alt sag birinci az1 dislerinde apikal periodontitis olusumu indiiklemek
amaciyla pulpa ekspozu olusturuldu. Apikal periodontitis indiiksiyonu sonrasi 30 giin
boyunca herhangi bir iglem yapilmadi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan
ornekleri alinarak sakrifiye edildi ve sag mandibular kemikleri alindi.

3. Stemregen® (Stem) Grubu (n=10): Bu gruptaki deneklerde c¢alismanin

0.glinii alt sag birinci az1 dislerinde apikal periodontitis olusumu indiiklemek
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amactyla pulpa ekspozu olusturuldu. Apikal periodontitis indiiksiyonu sonrasi1 30 giin

boyunca her giin 300mg/kg Stemregen® serum fizyolojikte ¢ozdiiriilerek oral gavaj

yoluyla uygulandi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan ornekleri alinarak
sakrifiye edildi ve sag mandibular kemikleri alindu.

Deneyin 30 giinii boyunca hayvanlarin saglik durumlari (davranis, deri ve

sac degisiklikleri, yiyecek ve su tiiketimi, idrar ve digskilama) giinliik olarak kontrol

edildi.

4.2. Apikal Periodontis Indiiksiyonu

Pozitif kontrol ve Stemregen® gruplarindaki tiim ratlarin anestezisi kas
icine enjekte edilen ketamin (5 mg/kg) ve ksilazin (45 mg/kg) ile saglandi. Parmak
sikistirma testi ile anestezi derinligi kontrol edildi. Ratlarin sag mandibular birinci
az1 dislerinde, tasiabilir bir diizenek kullanilarak 0.5 mm capinda kiiresel karbiir
frez (Jet Karbiir Y4; Kavo Kerr Grubu, Orange, CA, ABD) ile okliizal yiizeyden
koronal pulpa ekspoz edildi. Hazirlanan kavite ile koronal pulpa agikligi 10
numarali K (Dega-Videya, Guangdong, Cin) ege ile kontrol edilerek diizensiz hale
getirildi. Apikal periodontitis indiiksiyonu i¢in okliizal kaviteler 6tenazi olana kadar

ag1z bosluguna acik birakildi.
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Resim 1 a) Koronal pulpa ekspozu olusturulmast b) koronal pulpa ag¢ikliginin kontrol

edilmesi

4.3. Hayvanlarin Beslenmesi

Kapsiillerde toz karisim halde bulununan Stemregen® (Biomics™, ABD)
300mg/kg oraninda hassas terazide tartildi ve deney tiipiine aktarildi. Serum
fizyolojikle sulandirilarak vorteks cihazi ile ¢oziinene kadar karistirildi. Bu karigim
Stemregen® grubundaki deneklere giinde bir kez olacak sekilde 30 giin boyunca oral

gavaj yoluyla uygulandi.

Resim 2. a) Stemregen® takviye edici gida b)SF ile ¢ozdiiriilmiis Stemregen®
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Resim 3 a) Caligmada kullanilan hassas tart1 b) Vorteks cihazi ile karigimin hazirlanmasi

¢) Stemregen®'in gavaj yolu ile uygalanmasi

4.4. Kan Ornegi Elde Edilmesi ve Sakrifikasyon

Deneysel diizenegin 30’uncu giliniinde 45mg/kg ketamin hidroklorid ve
Smg/kg ksilazinin intramuskuler enjeksiyonu ile deneklerin anestezisi saglandi.
Ratlarin intrakardiyak kanlari 10cc’lik enjektorlerle alindi ve kan ornekleri pihti
aktivatorli bulunduran vakumlu tiiplere aktarildi. 10 dakika boyunca 3000 devirde
santrifiij edilen kan Orneklerinin serumlar1 eppendorflara alind1 ve -80°C’de analiz

giiniine kadar saklandi.
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Resim 4. NF 200 santrifiij cihazi

4.5. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler i¢in sakrifiye edilmis
deneklerin kafatasinin cilt ve ciltalti diseksiyonu yapilarak mandibular kemikleri

alind1 ve ornekler %10“luk formaldehit i¢erisine birakildi.

4.6. Biyokimyasal Analiz

Deneklerin serum &rneklerinin biyokimyasal analizleri Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuari’nda yapildi. Serum o6rneklerinden fosfor (P),
kalsiyum (Ca), alkalen fosfataz (ALP), degerlerine otoanalizor cihazinda (Advia

2400 Siemens) bakildi.

4.7. Histopatolojik Analiz

Alman dokular %10’luk formaldehitte tespit edildikten sonra dekalsifiye edici
ajan (OSTEOFAST 1, BIOGNOST® Zagreb, Hirvatistan) ile 48 saat siiresince

muamele edildi. Ornekler rutin takip isleminden sonra parafin bloklara gémiiliip 4
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pm kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitler etiivde 58°C de deparafinize
edildikten sonra ksilol ve alkolde bekletildi, ardindan suda yikanarak boyama
islemine gecildi. Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama teknigi kullanilarak
boyanan kesitler 151tk mikroskobu (Olympus, B53, Japan) altinda incelenerek
fotograflandi.

Enflamatuar profilin analizi ve sag birinci mandibular molarin periapikal
bolgesinin durumunu kontrol etmek i¢in hematoksilen-eozin boyali kesitlerde,
inflamasyon, osteoklastik ve osteoblastik aktivite, fibrozis ve abse yogunluklart 0-3
arasinda semikantitatif olarak degerlendirildi ve skorland1 (86, 158-160).

Osteoblast hiicrelerinin skorlamasi: skor=0 (osteoblast hiicresi yok), skor=1
(osteoblastlar hafif yogunlukta), skor=2 (osteoblastlar orta yogunlukta), skor=3
(osteoblastlar yogun olarak goriilmekte).

Osteoklast hiicrelerinin skorlamasi: skor=0 (osteoklast hiicresi yok), skor=1
(osteoklastlar hafif yogunlukta), skor=2 (osteoklastlar orta yogunlukta), skor=3
(osteoklastlar yogun olarak goriilmekte).

Inflamasyon: skor=0 (inflamatuar hiicre, yok), skor=1 (hafif yogunlukta
inflamatuar hiicre), skor=2 (orta yogunlukta inflamatuar hiicre) ve skor=3 (siddetli
yogunlukta inflamatuar hiicre).

Fibrozis skorlamasi: skor=0 (yok), skor=1 (hafif yogunlukta), skor=2 (orta
yogunlukta), skor=3 (siddetli yogunlukta).

Abse skorlamasi: skor=0 (yok), skor=1 (hafif yogunlukta), skor=2 (orta

yogunlukta), skor=3 (siddetli yogunlukta).
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4.8. Immiinohistokimyasal Analiz

Parafinden arindirilmis doku kesitleri Ventana XT otomatik boyama
cihazinda 1/200 seyreltilmis primer antikorlar OPG (Anti-OPG/Osteoprotegerin
Antibody sc-390518, Santa Cruz Biotechnology, Oregon, USA), RANKL (RANKL
(G-1): sc-377079, Santa Cruz Biotechnology, Oregon, USA) ve TRAP (TRAcP
(9C5) Mouse Monoclonal Antibody, Cell Marque ™ Tissue Diagnostics, USA) ile
boyandi. Boyanan kesitler 151k mikroskobu (Olympus, BX53-Japonya) ile incelendi.
Incelemede goriilen osteoblast ve osteoklast yogunlugu esas alinarak skorlama
yapildi. Yogunluk 0: yok, +1: hafif, +2: orta, +3: siddetli yogunlukta olacak sekilde

semi-kantitatif skorlandi (158, 161).

4.9. istatistiksel incelemeler

Analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago,
IL) 22 paket programinda degerlendirilmistir. Caligmada tanimlayict veriler
kategorik verilerde n, % degerleri, siirekli verilerde ise ortalamatstandart sapma
degerleri ile gosterilmistir. Kategorik degiskenlerin birbirleri ile karsilagtirilmasinda
Kikare analizi yapilmistir. Olgiimsel verilerin normallik analizi Shapiro Wilk analizi
ile yapilmistir. Niceliksel verilerin karsilastirilmasinda normal dagilim gosteren
parametrelerin  gruplar arast karsilagtirmalarinda  One Way ANOVA testi
uygulanmistir. Post Hoc analiz i¢in de Tukey testi secilmistir. Analizlerde

istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

Calismaya Stem grubundan 10, pozitif kontrol grubunda 10 ve negatif kontrol

grubundan 7 olmak {izere toplam 27 denek dahil edilmistir.

5.1. Biyokimyasal Bulgular

Calismaya dahil edilen stem grubu 6rneklerinin ALP ortalamasi 229,34+60,6
olarak, pozitif kontrol grubunun 212,3+49,1 olarak ve negatif kontrol grubunun ise
210,4+49,0 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda ALP ag¢isindan anlamli farklilik
goriilmemistir (p=0,709).

Orneklerin Ca analizinde; Stem grubunun Ca ortalamasi 10,5+,3 olarak,
pozitif kontrol grubunun 10,44+,4 olarak ve negatif kontrol grubunun ise 10,7+,2
olarak bulunmustur. Gruplar arasinda Ca acisindan anlaml farklilik goriilmemistir
(p=0,147).

Biyokimyasal analiz sonuglarinda Fosfor; Stem grubunun P ortalamas1 7,7+,4
olarak, pozitif kontrol grubunun 6,9+,3 olarak ve negatif kontrol grubunun ise 7,6+,5
olarak bulunmustur. Gruplar arasinda P acisindan anlamli farklilhik gorilmiistiir
(p<0,001) (Sekil 1). Bu farkliligin pozitif kontrol ile diger iki grup arasindaki farktan
kaynaklandig1 ve pozitif kontrol grubunun P degerinin digerlerinden anlaml sekilde
diisiik oldugu tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Gruplarin biyokimyasal parametreler agisindan degerlendirilmesi

Pozitif Negatif
Stem
Kontrol Kontrol p’
Ort+SS Ort£SS Ort+SS
ALP (U/L) 229,34+60,6 212,3+49,1 210,4+49,0 0,709
Ca (mg/dL) 10,5+0,3 10,4+0,4 10,7+0,2 0,147
P (mg/dL) 7,7+0,4 6,9+0,3" 7,6£0,5 <0,001

*One Way ANOVA testi uygulanmistir. a,b,c: Farkliligin kaynaklandigi grup
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5.2. Histolojik Bulgular

Resim 5. a) Negatif kontrol grubu H&E boyama b) Pozitif kontrol grubu c) Stem grubu

oklar; yesil; osteoblast, turuncu;osteoklast, mavi; inflamasyon, sar1; apse, siyah;fibrozis

Resim 6. a) Hafif yogunlukta osteoblastik aktivite, H&E (x400) b) orta yogunlukta
osteoblastik aktivite, H&E (X400)

Gruplar osteoblastik aktiviteye gore incelendiginde; stem grubunun %30°u
hafif ve %701 orta olarak, pozitif kontrol grubunun %30’u hafif, %70’i orta olarak
ve negatif kontrol grubunun ise %14,3’1 yok, %85,7’si ise hafif olarak goriilmiistiir.
Bu durumda negatif kontrol grubunun osteoblastik aktivitesinin daha hafif oldugu
sonucuna ulasilmistir (p=0,008). Gruplar arasinda osteoblastik aktivite ortalamasi
acisindan anlamli farklilik vardir (p=0,005). Bu farklilik negatif kontrol ile stem ve

pozitif kontrol gruplar1 arasindaki farktan kaynaklanmistir (Tablo 2, Sekil 3).
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Tablo 2. Gruplarin osteoblastik aktiviteye gore karsilagtiriimasi

Stem Pozitif Negatif
Kontrol Kontrol P
Say1 % Say1 % Say1 %

Yok 0 0 0 0 1 14,3
Ostaoblastik . e 3 30,0 3 30,0 6 857 0,008"
aktivite

Orta 7 70,0 7 70,0 0 0
Median 2a 2a 15 .
Ortalama 1,7¢ 1,72 0,9° 0,005

“Kikare analizi, “*Kruskal Wallis analizi uygulanmgtir. *>“Farklili§in kaynaklandig1 grup

Osteoblastik aktivite
% %85,7

80
70
60
50
40

%70 %70

%30 %30

30
20 %143
- : -
0

Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol

0

® Yok ®Hafif ®mOrta

Sekil 3. Gruplarin osteoblastik aktiviteye gore karsilastiriimasi

Resim 7 Hafif yogunlukta osteoklastik aktivite b) Orta yogunlukta osteoklastik aktivite
H&E (x400)
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Gruplar osteoklastik aktiviteye gore incelendiginde; stem grubunun %20’si
yok, %60°1 hafif ve %20’si orta olarak, pozitif kontrol grubunun %80’1 hafif, %20’si
orta olarak ve negatif kontrol grubunun ise %57,1°1 yok, %42,9’u ise hafif olarak
goriilmistiir. Gruplar arasinda osteoklastik aktivite agisindan anlamli farklilik
goriilmemistir (p=0,074). Gruplar arasinda osteoklastik aktivite ortalamasi agisindan
anlaml farklilik vardir (p=0,032). Bu farklilik sadece pozitif kontrol ile negatif
kontrol arasindaki farktan kaynaklanmistir (Tablo 3, Sekil 4).

Tablo 3. Gruplarin osteoklastik aktiviteye gore karsilagtirilmasi

Stem Pozitif Negatif
Kontrol Kontrol P
Say1 % Say1 % Say1 %

Yok 2 20,0 0 0 4 57,1
Ostaoklastik . rp ¢ 60,0 8 80,0 3 29 0074
aktivite

Orta 2 20,0 2 20,0 0 0
Median 10 1# 0 -

0,032

Ortalama 1,020 1,22 0,4°

“Kikare analizi, “"Kruskal Wallis analizi uygulanmstir. *>“Farklili§in kaynaklandig1 grup

Osteoklastik aktivite
90
%80
80
0 %60
0
60 %57,1
50 %42.,9
40
30
%20 %720 %20

20
10

0

Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol

® Yok mHafif ®Orta

Sekil 4. Gruplarin osteoklastik aktiviteye gore karsilastiriimasi
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Resim 8 a) Hafif derecede inflamasyonun histolojik goriinimii b) Orta derecede

inflamasyonun histolojik goriiniinmii ¢) Siddetli inflamasyonun histolojik gériiniimii H&E

(x400)

Stem grubunun %40’1nda inflamasyon yok iken %50’sinde hafif, %10’unda
orta inflamasyon goriilmiistiir. Pozitif kontrol grubunda bulunanlarin %40’inda hafif,
%350’sinde orta ve %10’unda ise siddetli inflamasyon goriilmistiir. Negatif kontrol
grubunda bulunanlarin higbirinde inflamasyon goriilmemistir. Gruplar arasinda
inflamasyon ve inflamasyon ortalamasi agisindan anlamli farklilik vardir (p<0,001).
Bu farklilik pozitif kontrol ile stem ve negatif kontrol arasindaki farktan
kaynaklanmustir (Tablo 4, Sekil 5).

Tablo 4. Gruplarin inflamasyona gore karsilastiriimasi

Stem Pozitif Negatif
Kontrol Kontrol p
Say1 % Say1 % Say1 %
Yok 4 40,0 0 0 7 100,0
. Hafif 5 50,0 4 40,0 0 .
Inflamasyon <0,001
Orta 1 10,0 5 50,0 0
Siddetli 0 0 1 10,0 0 0
Median 1 2° 0* s
<0,001
Ortalama 0,72 1,7° 02

“Kikare analizi, ““Kruskal Wallis analizi uygulanmgtir. **Farkliligin kaynaklandig grup
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Inflamasyon

120
%100
100
80
60 %50 %50
%40 %40
40
20 I %10 %10
%0 %0 %0 %0 %0
. = =
Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol

H Yok ®Hafif ®mOrta = Siddetli

Sekil 5. Gruplarin inflamasyona gore karsilastirilmast

Resim 9 a) hafif diizeyde fibrozis b) orta diizeyde fibrozis c) siddetli diizeyde fibrozis
H&E boyama (x400)

Negatif kontrol grubunda bulunanlarin %85,7’sinde fibrozis goriillmemis iken
%14,3’tinde hafif derecede fibrozis goriilmiistir. Pozitif kontrol grubunda
bulunanlarin %20’sinde hafif, %70’sinde orta ve %10’unda ise siddetli fibrozis
goriilmistiir. Stem grubunun %70’sinde hafif, %30’unda orta derecede fibrozis

goriilmustiir. Gruplar arasinda fibrozis ve fibrozis ortalamasi agisindan anlaml
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farklilik vardir (p<0,001). Bu farklilik negatif kontrol ile stem ve pozitif kontrol
arasindaki farktan kaynaklanmistir (Tablo 5, Sekil 6).

Tablo 5. Gruplarin fibrozise gore karsilagtirilmasi

Stem Pozitif Negatif
Kontrol Kontrol P
Say1 % Say1 % Say1 %

Yok 0 0 0 0 6 85,7

Hafif 7 70,0 2 20,0 1 14,3
Fibrozis <0,001

Orta 3 30,0 7 70,0 0 0

Siddetli 0 0 1 10,0 0 0
Median 12 2% Ob PN

<0,001

Ortalama 1,32 1,92 0,1°

“Kikare analizi, ““Kruskal Wallis analizi uygulanmstir. *>“Farkliligin kaynaklandig1 grup

Fibrozis
90 %85.,7
80
%70 %70
70
60
50
40
%30
30
%20
20 %143
%10
10
%0 %0 %0 %0 %0
0
Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol

B Yok ®Hafif ®mOrta = Siddetli

Sekil 6. Gruplarin fibrozise gore karsilagtirilmasi
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Resim 10 a) hafif yogunlukta apse b) orta yogunlukta apse H&E boyama (x400)

Pozitif kontrol grubunda bulunanlarin %10’unda hafif, %60’inda orta ve

%30’unda ise siddetli apse goriilmiistiir. Stem grubunun %80’inde apse yok iken

%20’sinde hafif apse goriilmiistiir. Negatif kontrol grubunda bulunan oOrneklerde

apse goriilmemistir. Bununla beraber gruplar arasinda apse olusumu ve apse

olusumuna ait ortalamalar acisindan anlamli farklilik vardir (p<0,001). Bu farklilik

pozitif kontrol ile stem ve negatif kontrol arasindaki farktan kaynaklanmistir (Tablo

6, Sekil 7).

Tablo 6. Gruplarin apseye gore karsilagtirilmasi

Stem Pozitif Negatif
Kontrol Kontrol p
Say1 % Say1 Y% Say1 %

Yok 8 80,0 1 10,0 7 100,0
Apse Hafif 2 20,0 6 60,0 0 0 <0,001

Orta 0 0 3 30,0 0 0
Median 0* 1° 0* o
Ortalama 22 1,2° 0? <0,001

“Kikare analizi, ““Kruskal Wallis analizi uygulanmmsgtir. **“Farkliligin kaynaklandig1 grup
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Apse

120
%100
100
%80
80
%60
60
40 %30
%20
20 %10
%0 - %0 %0
0
Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol
E Yok mHafif ®Orta
Sekil 7. Gruplarin apseye gore karsilastirilmasi
5.3. Immiinohistokimyasal Bulgular
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Resim 11. OPG (+) hiicreler a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) Stem
Grubu (x400)
Pozitif kontrol grubunun %30’unda OPG (+) hiicreler hafif iken %70’inde

orta olarak goriilmiistiir. Negatif kontrol grubunun %14,3’tinde OPG (+) hiicreler
yok iken, %85,7’sinde hafif diizeyde goriilmiistiir. Stem grubunun %30’unda OPG
(+) hiicreler hafif yogunlukta iken %70’inde orta yogunlukta goriilmiistiir. Gruplar
arasinda OPG boyanma agisindan anlaml farklilik goriilmiistiir (p=0,008). Gruplar

arasinda OPG boyanma ortalamasi agisindan anlamli farklilik vardir (p=0,005). Bu
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farklilik negatif kontrol ile stem ve pozitif kontrol arasindaki farktan kaynaklanmistir

(Tablo 7, Sekil 8).

Tablo 7. Gruplarin OPG’ye gore karsilastirilmasi

Pozitif Negatif
Stem
Kontrol Kontrol p
Say1 % Say1 % Say1 %
Yok 0 0 0 0 1 14,3
oPG Hafif 3 30,0 3 30,0 6 85,7 0,008"
Orta 7 70,0 7 70,0 0 0
Median 2,0° 2,02 1,0° -
. . X 0,005
Ortalama 1,7 1,7 0,9
“Kikare analizi, ““Kruskal Wallis analizi uygulanmmstir. *>“Farklihgin kaynaklandig1 grup
OPG
90 %85,7
80
%70 %70
70
60
50
40
%30 %30
30
20 %14,3
w _
%0
0
Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol
® Yok mHafif mOrta
Sekil 8. Gruplarin OPG’ye gore karsilastirilmasi
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Resim 12. RANKL (+) hiicreler a) Negatif kontrol grubu,
Grubu (x400)
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Stem grubunun %20’sinde RANKL (+) hiicreler yok iken %60’inda hafif
%20’sinde orta diizeyde goriilmiistiir. Pozitif kontrol grubunun %80’inde RANKL
(+) hiicreler hafif yogunlukta iken %20’sinde orta olarak goriilmiistiir. Negatif
kontrol grubunun %57,1’inde RANKL (+) hiicreler yok iken, %42,9’unda hafif
olarak goriilmiistiir. Gruplar arasinda RANKL boyanma agisindan anlamli farklilik
goriilmemistir (p=0,074). Gruplar arasinda RANKL boyanma ortalamasi agisindan
anlamli farklilik vardir (p=0,032). Bu farklilik sadece pozitif kontrol ile negatif
kontrol arasindaki farktan kaynaklanmistir (Tablo 8, Sekil 9).

Tablo 8. Gruplarin RANKL’ye gore karsilastiriimasi

Stem Pozitif Negatif
Kontrol Kontrol p
Say1 % Say1 % Say1 %
Yok 2 20,0 0 0 4 57,1
RANKL Hafif 6 60,0 8 80,0 3 429 0,074"
Orta 2 20,0 2 20,0 0 0
Median 1,02 1,08 0° .
0,032
Ortalama 1,0%P 1,22 0,4°

“Kikare analizi, ““Kruskal Wallis analizi uygulanmstir. *>Farkliligin kaynaklandig1 grup
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RANKL

90
80
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60
50 %42,9
40
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%20 %720 %720
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Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol

® Yok mHafif ®mOrta

Sekil 9. Gruplarin RANKL’ye gore karsilastiriimasi
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Resim 13. TRAP (+) hiicreler a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c) Stem
Grubu (x400)

Negatif kontrol grubunun %42,9’unda TRAP (+) hiicreler yok iken,
%357,1’inde hafif olarak goriilmiistiir. Stem grubunun %?20’sinde TRAP (+) hiicreler
yok iken %50’sinde hafif %30’unda orta olarak goriilmiistiir. Pozitif kontrol
grubunun %70’inde TRAP (+) hiicreler hafif yogunlukta iken %30’unda orta olarak
gorilmiistiir. Gruplar arasinda TRAP boyanma yogunlugu a¢isindan anlamli farklilik
gorilmemistir (p=0,173). Gruplar arasinda TRAP boyanma ortalamasi agisindan

anlaml farklilik yoktur (p=0,071). (Tablo 9, Sekil 10).
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Tablo 9. Gruplarin TRAP’a gore karsilastirilmast

Stem Pozitif Negatif
Kontrol Kontrol P
Say1 % Say1 % Say1 %
Yok 2 20,0 0 0 3 42,9
TRAP Hafif 5 50,0 7 70,0 4 57,1 0,173*
Orta 3 30,0 3 30,0 0 0
Median 1,0 1,0 1,0 s
0,071
Ortalama 1,1 1,3 0,6
“Kikare analizi, ““Kruskal Wallis analizi uygulanmistir.
TRAP
80
%70
70
60 %57,1
%50
50 %42.,9
40
%30 %30
30
%20
20
%0 %0
0
Stem Pozitif kontrol Negatif kontrol

B Yok ®Hafif ®Orta

Sekil 10. Gruplarin TRAP’a gore karsilastirilmasi
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6. TARTISMA

Bakteriyel enfeksiyonun neden oldugu kronik apikal periodontitis, ¢cenelerde
en sik goriilen dis hastaligidir ve periapikal doku yikimi, alveolar kemik
rezorpsiyonu ve inflamatuar graniilasyon dokusu olusumu ile kendini gosterir (162).
Apikal periodontitis etyolojisinde kimyasal iiriinler, yabanci cisimler ve mekanik
irritasyon mikroorganizmalar haricindeki dig faktorler olarak inflamatuar
mediatorler, konagin metabolik drilinleri ve sitokinler ise i¢ faktorler olarak
bildirilmigtir (25). Apikal periodontitis etyolojisindeki temel unsurun endodontik
enfeksiyon kaynakli mikroorganizmalar oldugu ortaya konmustur (24). Pulpal
enflamasyonun uzamasityla periapikal dokularin fizyolojisinde, enflamatuar
mediatorler araciligiyla ortaya ¢ikan bir degisim baslar. Cesitli sitokinlerin etkisiyle
aktiflesen ve farklilagan osteoklastlar kemik yikimina neden olur (163).

Kemik, zararl1 olabilecek pro-inflamatuar uyaranlara (travma, enfeksiyon vb.)
maruz kaldiginda, diger doku ve organ sistemlerinde oldugu gibi, dogustan gelen
bagisiklik sistemi tarafindan diizenlenen aymi biyolojik siirecler, lokal onarim ve
kemik iyilesmesini etkilemek icin ortaya c¢ikar (164). Bu olaylar, uyaranla dogrudan
yiizlesen monosit-makrofaj-osteoklast soyunun hiicreleri arasinda devam eden
iletisimi  gerektirir. Boylece makrofa; doniisiim siireci boyunca sitokinlerin,
kemokinlerin ve mezenkimal kok hiicre-osteoblast soyunun hiicrelerinin
hedeflenmesini ve anjiyogenezi destekleyen diger faktorlerin salinimi yoluyla onarim
baslatilir (165, 166). Ek olarak, mezenkimal kokenli hiicreler, proinflamatuar
aktivitelerin ¢6zlilmesini ve normal dokunun yeniden olusturulmasinmi tesvik etmek

i¢in inflamatuar hiicreleri modiile eder (164).
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Periapikal bolge igindeki iltihaplanma, antijeni nétralize etmek icin ortaya
¢ikar. Kemik rezorpsiyonu da bu inflamatuar yanit tarafindan uyarilir ve daha sonra
enfeksiyonu sekestre etmek icin bir bariyer halinde organize edilen bagisiklik
hiicrelerinin infiltrasyonu i¢in alan agilir. Kemik rezorpsiyonu ve kemik olusumu,
osteoklastlarin, osteoblastlarin ve osteositlerin aktivitesini igeren siireclerdir;
sistemik ve yerel kosullardan etkilenirler. Bununla birlikte, apikal periodontitis
sirasinda kemik hemostazi bozulur ve bu da artan kemik rezorpsiyonu oranlarini
destekler (164, 167).

RANKL, normal olarak osteoblastlar ve osteositler tarafindan ve patolojik
olarak lenfositler tarafindan eksprese edilen bir TNF siiper ailesi hiicre ylizeyi
sitokinidir (168). RANKL, osteoklast oOnciilleri ve dendritik hiicreler tizerinde
bulunan RANK'a baglanir. RANK aktivasyonu, osteoklast sagkalimini destekler
(168, 169). B hiicreleri, dendritik hiicreler, MKH'ler ve osteoblastlar tarafindan
tretilen ¢oziinlir bir tuzak reseptdr olan osteoprotegerin (OPG), RANKL ile
yarigmali baglanma yoluyla bu etkileri bloke edebilir (97, 169). Bu nedenle,
RANKL/OPG orani osteoklast aktivitesinde 6nemli bir belirleyicidir (170). Kemik
zedelenmesi  lizerine  makrofajlar, ek inflamatuar hiicreleri  toplamak,
neovaskiilarizasyonu tesvik etmek, MKH goc¢iinii ve farklilagsmasini yonlendirmek ve
yeniden sekillenmeye aracilik etmek icin ¢esitli sitokinler, kemokinler ve biiyiime
faktorlerini serbest birakir (166, 171, 172).

Periapikal hastaliklarda kemik yikiminda ¢esitli enflamatuar medyatdrler ve
hiicresel mekanizmalar rol oynamaktadir. Kemik yapim ve yikimi; kemik alkalen
fosfataz, total ALP, kemik sialoprotein, osteokalsin, osteonektin, hidroksiprolin,

tartarat direngli asit fosfataz (TRAP), pridinolin, N-terminal telopeptid, Tip I
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kollajenin C-terminal telopeptidi (CTX), deoksiprinidolin gibi belirteglerle gosterilir
(173).

Alkalen fosfataz, pirofosfati hidrolize ederek yeni sentezlenen osteoid dokuya
hidroksiapatit kristallerinin yerlegsmesini saglamaktadir (174). Alkalen fosfataz,
kemik metabolizmasi i¢in en yaygin kullanilan belirtectir ve kemik olusumunun ve
osteoblast aktivitesinin kapsamin1 yansitabilir (175). Kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) ise,
kemik biiyiimesi ve mineralizasyonunun diizenleyicileridir (176).

Marending ve ark. spesifik olmayan bagisiklik sisteminin biitlinliigiiniin,
endodontik baglangi¢ tedavisi ve tekrar tedavi sonucu i¢in Onemli bir 6ngoriicii
oldugunu bildirdi (177). Ng ve ark. ayrica spesifik olmayan bagisiklik sisteminin
periapikal dokularin iyilesmesi {lizerindeki etkisini de gosterdi (178). Bu nedenle,
sistemik saglik, dental pulpa ve periapikal iyilesmenin onarici1 yanitini etkileyerek su
iki ana endodontik degiskeni etkileyebilir: Apikal periodontitis prevalansi ve kok
kanal tedavisi siklig1 (179).

Endodontik tedavinin amaci apikal periodontitisi tedavi etmek veya
onlemektir. Kok kanalindaki mikrobiyotayr azaltmak ve yeniden enfeksiyonunu
onlemek klinik basariya yol agabiliyorsa, o zaman konak¢1 faktdrlerin, hastaligin
ciddiyetini belirlemede ve belirli bir hastanin tedaviye nasil yanit verdigini
belirlemede kritik bir rolii olmalidir (28). Immiin sistemin rolii, AP'nin gecikmis veya
bozulmus rezoliisyonu, bagisikligi baskilanmis hastalarin, diyabetik hastalarin
tedaviye yanitt ve AP'min klinik belirtilerinin ciddiyet derecesinde yansitilabilir
(180). Caligmalar, bagisikligi baskilanmis hayvanlarda periapikal enfeksiyonun
yayilmas1 ve daha biiylik periapikal lezyonlarin gelisimi i¢in daha yliksek bir risk

egilimi oldugunu gostermistir (181, 182). Ayrica, konak yanit1 agisindan, periapikal
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lezyonlarin gecikmis veya bozulmus ¢oziiniirligli, AP'nin ilk nedeni ortadan
kaldirildiktan sonra siirekli kemik rezorbe edici sitokin iiretimi ile makrofajlarin
kalic1 aktivasyon durumuna baglanmistir (183). Baslangi¢ periapikal durumunun ve
kok kanal tedavisinin teknik kalitesinin endodontik basari iizerindeki Oneminin
yaninda bu c¢alismalardan elde edilen en énemli sonug, nonspesifik immiin sistemin
endodontik tedavinin etkinligi tizerindeki kesin etkisidir (184).

Konak modiilasyon tedavisi, konak yanitinin yikici yonlerini degistirerek
veya down-regulasyon yaparak doku yikimini azaltmay1 ve koruyucu veya rejeneratif
yanitlar1 yeniden diizenlemeyi amaclayan bir tedavi konseptidir (185).

Bazi fonksiyonel gida tiirlerinin, kok hiicre niglerini aktive eden ve ayrica
oksidatif stres ve inflamasyona karsi koyan bagisiklik hiicre yollarin1 uyarma
yetenekleri araciligiyla viicudun yenilenme kapasitesini artirabilecegi hipotezini
destekleyen kanitlar vardir (186-190). Munoz ve ark., ¢esitli bitki 6zleri igeren besin
takviyesi uygulanmasindan sonra modifiye gingival indeks ve gingival kanama
indeksi ve periodontal cep derinliginde azalma elde etmislerdir (191). Bu bulgulara
dayanarak; AFA, Hippophae Rhamnoides, Fucus Vesiculosus, Panax Notoginseng,
Aloe Macroclada, Piper Nigrum ekstratlari, beta glukan, ve kolostrum igeren bir
karisimi (Stemregen®), apikal periodontitisle gelisen inflamatuar reaksiyonlar1 ve
alveolar kemik rezorpsiyonunu engellemeye yardimci olabilecek ve hastaligin
lyilegsmesine katkida bulunabilecek; tiim bu olasi etkilerinin yaninda medikal ilaglara
kiyasla yan etki riskinin diisiik olmasiyla da avantajli bir ajan adayr olarak
calismamizda degerlendirdik.

Aphanizomenon flos aquae, karoten, beta-karoten, klorofiller, fikosiyaninler,

fikoeritrinler ve 6nemli antioksidan, anti-inflamatuar ve antiproliferatif 6zelliklere
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sahip polifenoller gibi ¢ok c¢esitli mineraller ve pigmentler icerir (192-194). AFA
hem in vivo hem de in vitro modellerde antioksidan ve serbest radikal temizleme
Ozellikleri gosteren zengin bir fikosiyanin kaynagidir; bu ozellikleriyle dogal ve
giiclli bir anti-inflamatuar olarak kabul edilir (195-197). Dis hekimligi alaninda De
Caro ve ark. c¢aligmalarini, oksidatif stres (OS) ile iliskili agiz hastaliklarinin
tedavisine yonelik AFA iceren solventlerin agiz boslugunda topikal uygulama i¢in
yararlt olan biyomekanik ve yapiskan oOzellikleri optimize etmek ve AFA'nin
biyoyararlanimini desteklemek icin tasarlamis fakat AFA’nin agiz hastaliklarinin
iyilesmesi lizerindeki etkisiyle alakali bir analiz yapmamislardir (198). Endodonti
leteratiirlinde AFA ile ilgili ¢calisma bulunmamaktadir.

Kir igdesi (Hippophae Rhamnoides) iyi bir mineral, &zellikle kalsiyum,
fosfor, demir ve potasyumun yani sira C, B1, B2, E, A ve K vitaminleri kaynagidir
(136). Hippophae Rhamnoides’in gesitli hastaliklara kars1 etkili oldugu bilinmesine
ragmen, dis hekimliginde etkinligi ile ilgili sadece birka¢ ¢aligma yapilmistir (199-
201). Le Bell ve ark. Hippophae Rhamnoides yagmin Sjogren sendromlu hastalarin
ag1z mukozasi lizerindeki etkileri incelemek i¢in bir pilot calisma yapmislardir (199).
Wang ise Hippophae Rhamnoides yagi ve kimotripsinin, g¢ocuklarda iilseratif
stomatit tedavisinde etkili oldugunu bildirmistir (200). Pentelescu ve ark. takviye
edici gida olarak Hippophae Rhamnoides kullandiklart bir klinik ¢alisma ile
Hippophae Rhamnoides’in periodontitis tedavisinde lokal tedavi edici araglarla
birlikte yardimci olabilecegini belirtmisler ve viicudun genel bagisiklik yanitinda dis
eti hastalig1 olan hastalara destek sagladigini, iyilesmeyi destekledigini ve viicudun

tepkiselligini gelistirdigini 6ne stirmiislerdir (201).
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Kahverengi deniz yosunlarindan Fucus vesiculosus, fukoidan, amino asitler,
fukoksantin ve diger karotenoidler, klorofiller, ¢oklu doymamis yag asitleri ve
polifenollerce zengindir. Fukoidanlar, kahverengi alglerden ekstrakte edilen
stilfatlanmis polisakkaritler olarak kemik olusumu ve damarlanma ve kok hiicre alimi
siiregclerini  modiile etme potansiyeline sahiptir (202, 203). Fukoidanlar
antimikrobiyal ve antikanser 6zellikleri dahil olmak tiizere ¢ok ¢esitli biyolojik
aktiviteler gosterir (139, 140). Bahsedilen tiim bu biyolojik siirecler, cesitli farkli
dokular veya hastaliklar i¢in temel bir rol oynar ve fonksiyonel kemik dokusunun
korunmasi ve kemik rejenerasyonunun ve onariminin giiclendirilmesinden kemik
tedavisine kadar kemik sagligindaki uygulamalar i¢in 6zellikle ilgi ¢ekicidir (202).
Fucus vesiculosustan ekstrakte edilen fukoidan ile yapilan dis hekimligi aragtirmalari
fukoidanin antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan etkinliginin kanit1 tizerinedir
(204-206).

Cin'in giineybatisinda 400 yildan fazla bir siiredir yetistirilen geleneksel Cin
sifal1 bitkisi Panax notoginseng iizerine yapilan kapsamli farmakolojik ¢alismalar, P.
notoginseng ve aktif bilesenlerinin dolasim sistemi, kardiyovaskiiler sistem, beyin,
damar sistemi, sinir sistemi, metabolizma ve bagisiklik diizenlemesi iizerinde bir¢ok
etkisi oldugunu gostermistir (141, 143). Panax notoginseng, makrofajlarin LPS
kaynakli aktivasyonunu inhibe eder ve in vitro anti-inflamatuar ve immiinosupresif
ozelliklere sahiptir (207, 208). Ek olarak, Panax notoginseng saponinleri, osteogenez
ile iligkili genleri hedefleyerek kemik iligi stromal hiicrelerinin osteogenezini
destekleyebilir (209). Panax notoginseng'den elde edilen 6ziitiin, LPS ile uyarilan
tartarat direncli asit fosfataz pozitif ¢ok cekirdekli hiicrelerin (TRAP (+) hiicreler)

yani osteoklastlarin olusumunu ve rezorbe edici aktivitelerini engelleyebildigi
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bildirilmigtir (210). P. notoginseng ekstraktinin periodontal yumusak doku
tizerindeki etkilerini inceleyen bir arastirmanin sonuglari Panax notoginseng'in,
periodontal hastaliklarda meydana gelen kemik yikimi ve inflamatuar siiregler
tizerinde osteoklast olusumunu inhibe etme ve PDL hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirma gibi terapdtik etkileri oldugunu gostermistir (211).

Stemregen® igeriginde ekstrat olarak kullanilan bitkilerden Aloe
Macroclada’nin kullanimindan sonraki 2 saat i¢inde dolasimdaki kok hiicre sayisinin
53%’e kadar artabildigi ve kok hiicrelerin dolagima katilmasinin genel bagisikliga
katkida bulundugu gosterilmistir (14).

Kolostrum, dogrudan kan dolasimina emildikten sonra kemik iligi kok hiicre
nisinin aktivasyonunu destekleyebilen onceden olusturulmus biiylime faktorleri ve
sitokinler igerir (147-149). Biiyiikbas kolostrum siitii ile diyet takviyesinin genis
kapsamli bagisiklik modiilasyonu saglayabilecegi ayrica doku onariminda ve
bagisikligr arttirmada kullaniminin hem giivenli hem de etkili oldugu bildirilmistir
(15, 212, 213). Calismalar, dis macunu, jel ve gargara seklinde farkli kolostrum
igeren hijyen lriinlerinin primer Sjogren sendromlu ve oral liken planuslu hastalarda
oral mukozal lezyonlar1 tedavi etmedeki ve semptomlarini hafifletmedeki etkinligini
ortaya koymustur (214, 215).

B-glukanlari,  bagisiklik  uyarici,  antienflamatuar,  antimikrobiyal,
antitiimoral, hepatoprotektif, kolesterol diisiiriicii ve ayrica antifibrotik, antidiyabetik
ve hipoglisemik aktivite gibi biyoaktif ve tibbi 6zellikler sergilemesinin yaninda yara
lyilesme siirecini modiile etme ve farelerde yara izini azaltma yetenekleri rapor
edilmistir (216-220). B-glukanlarin koruyucu etkisi, makrofaj aktivasyonu, t-hiicresi

stimiilasyonu, retikiilo-endotelyal sistemin (RES) stimiilasyonu, dogal 6ldiirticii (NK)
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hiicrelerin aktivasyonu, klasik ve alternatif kompleman yollar1 aktivasyonu ve artan
antikor tiretimi dahil olmak tizere bir dizi farkli bagisiklik yolunun katilimi nedeniyle
spesifik olmayan immiinomodiilasyon olarak tanimlanmistir (221). Dis hekimliginde
oral B-glukan ugulamasi ile tedavinin periodontal hastalig1 olan diyabetik sicanlarda
alveolar kemik kaybini azalttigi ve kan sekeri diizeylerini diisiirdiigii gosterilmistir
(222). Benzer bir bagka calismanin sunuglari f-glukan aliminin, periodontal hastalikli
diyabetik hayvanlarda sistemik inflamatuar profili azalttigini, alveolar kemik kaybini
onledigini ve B-hiicre fonksiyonunu iyilestirdigini ortaya koymustur (223).

Piper nigrumun immiin sistemi uyarici etkisi oldugu ve dogal antioksidan
olarak kullanilabilecegi c¢alismalarla desteklenmistir (224-226). Bir hayvan
modelinde Piper nigrum bitkilerinde bulunan piperin alveolar kemik kaybini
geciktirdigi  gosterilmistir  (227). Piper nigrum'un Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve Streptococcus faecalis’e karst iyi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu cesitli calismalarla kanitlanmigtir (228-232).
Kalaiselvam ve ark. Piper nigrumun endodontik enfeksiyonlarda rol oynayan E.
faecalis’e kars1 antibakteriyel etkinligi oldugunu bildirmislerdir (233). Said ve ark.
piper nigrum ugucu yaginin endodontik enfeksiyonlarda yer alan viriilent bakterilere
kars1 antibakteriyel etkisini aragtirmislar ve piper nigrumun E. faecalis kiiltiiriine
kars1 potansiyel antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir (234). Dis
hekimligi ve endodonti literatiiriinde Stemregen® ile ilgili ¢alisma mevcut degildir.
Stemregen® igerigindeki ekstratlarin Ozellikle apikal periodontitis tedavisinde
faydali olabilecegi agik degildir.

Apikal periodontitis ile ilgili ¢esitli hayvan deneylerinin uygulanmasiyla, bir

apikal periodontitis modelinin hizl1 ve basarili bir sekilde olusturulmasi énemli bir
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arastirma yontemidir (235). Ratlarda apikal periodontitis gelisimi, insan iyilesme
siirecini yeniden {reterek, periapikal dokularin histolojik incelemesine ve
numunelerin standardizasyonuna olanak tanir. insanlarda enfekte kanallardan alian
ornekler, rat ¢aligmalarinda agiklanan sonuglara benzer sekilde, apikal periodontitisin
kronik evrelerinde anaerobik bakterilerin prevalansini gostermistir (236-238). Bu
bulgularin yaninda kolay iiremeleri ve bakimlari, diisiik maliyetleri ve daha hizl
biyolojik tepkileri de (239, 240) temel alinarak c¢alismamizda apikal periodontitis
modelinin olusturulmasinda ratlar tercih edildi.

Apikal periodontitis indiiklenen c¢alismalarda birbirine benzer metodlar
uygulanmistir. Cesitli endodontik patojenlerin agilan kavitelere uygulandiktan sonra
oral kaviteye acgik birakildig1 ¢alismalarin (75, 241, 242) yanisira dislerin pulpalari
ekspoz edilerek deney siiresi boyunca herhangi bir uyaran uygulanmadan ve
restorasyon yapilmadan oral kaviteye agik birakildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur
(243-247). Bu calismalarla birlikte Paula-Silva ve ark.nin c¢alismasinin (248)
metodolojisi ve sonuglar1 da goz Oniline alinarak ¢aligmamizda LPS veya patojen
inokulasyonu yapilmadan koroner agiklikla oral kontaminasyon metodu tercih edildi.

Cesitli caligmalarda periapikal lezyonun meydana gelisi ve ulastig1 ebatlar 7,
14, 21, 28, 35 ve 42 giin gibi farkl: siirelerde aragtirilmis ve kiyaslanmistir (106, 107,
249). Lui ve ark., 0-28 giinler arasinda lezyon genisliginin arttigin1 ve sonrasinda
boyutlarinin anlamli sekilde degismedigini bildirmistir (106). Tani-Ishii ve ark. 30
giinliik apikal periodontitis indiiksiyonundan sonra hastaligin kronik evresinin
gozlendigini ve bu asamada, sistemik veya lokal analizleri etkileyebilecek sistemik
ve lokal akut enfeksiyon belirtilerinin mevcut olmadigini bildirmislerdir (238). AP

indiiksiyonunda otuz giin, o sirada gelisimin plato asamasina ulasildigindan,
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inflamatuar ~ silirecin  blylikliigiinii ve yaralanmadan kaynaklanan kemik
rezorbsiyonunu degerlendirmek i¢in yeterli bir siire olarak kabul edilir (250-252). Bu
calismada, apikal periodontitisin meydana gelis siiresiyle alakali bir degerlendirme
yapilmasi hedeflenmedigi ve kronik apikal periodontitis gelisimi i¢in yeterince uzun
oldugu ¢esitli calismalarla desteklendiginden 30 giinliik deney periyodu se¢ildi (86,
251, 253, 254).

Ratlarda oral gavaj yoluyla uygulama modeli, bir su kaynagindaki serbest
mevcudiyetten farkli olarak, hayvan tarafindan yutulacak bilesik miktarmin kesin
kontroline izin verdigi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (255, 256).
Stemregen®’in gavaj yoluyla verilmesi bu ¢alismada da tercih edilen yontemdi.
Uygulama sekli, tedavi sonuclarini etkileyebilecek bir faktordiir. Literatiirde
Stemregen®’in herhangi bir sekilde uygulandigi rat ¢alismasi mevcut olmadigindan
literatiire bu baglamda ilk kez ¢aligmamizin sonuglar1 katki saglayacaktir.

Calismamizda ratlara uygulanacak doz; Stemregen®’in igerigindeki bazi
oziitleri icermesi ve Stemregen® gibi kok hiicre mobilizatorii olmasi 6zellikleriyle
Stemregen®’e benzeyen StemEnhance’nin takviye edici gida olarak farelere
uygulandigr ¢alismanin metodolojisindeki gibi belirlendi ve insanlara verilen dozun
10 kat1 olan 300 mg/kg Stemregen® uyguland1 (257).

Cosme-Silva ve ark. probiyotiklerin apikal periodontitis iizerindeki etkilerini
incelediklerinde biyokimyasal parametrelere bakmislar ve probiyotik alan gruplarda
plazma alkalin fosfataz seviyelerini/aktivitesini daha yiiksek bulurken kalsiyum ve
fosfor seviyelerini tiim gruplarda benzer seviyelerde bulmuslardir (254). Bizim
calismamizda Stem grubunun ALP degeri ortalamasi pozitif kontrol ve negatif

kontrol gruplarindan matematiksel olarak daha yiiksekti fakat gruplar arasinda
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istatiksel olarak anlamli farklilik goézlenmedi (p=0,709). Caligmamizda plazma
kalsiyum konsantrasyonu Cosme-Silva ve ark.nin bildirdikleri sonuglar ile paralel
olarak tiim gruplarda benzerdi ve gruplar arasinda anlamh farklilik yoktu (p=0,147).
Calismamizda pozitif kontrol grubunun P degeri Stem ve negatif kontol gruplarindan
istatiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,001).

Histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemede skorlama tekniginden
yararlanilarak sonuglar semi-kantitatif olarak yorumlanabilmektedir. Kemik yikim
alanlar1, hiicreler, bag dokusu, 6dem, hiperemi veya apse varligi ve ayni sekilde
enflamasyon ve kemik yikiminda rol alan medyatorlerin pek ¢ogu semikantitatif
olarak tespit edilerek hangi hiicrelerle iligkili oldugu gézlemlenmektedir (246, 258).
Caligmamizda, histopatolojik incelemenin ve immiinohistokimyasal yontemle TRAP,
RANKL ve OPG boyamanin avantajlar1 dikkate alinarak osteoblastik aktivite,
osteoklastik aktivite, inflamasyon, fibrozis ve apse olusumu degerlendirildi.

Literatiirde apikal periodontitis modellerinde farkli ajanlarin kemik yikimi
tizerine etkilerini histopatolojik olarak degerlendiren ¢aligsmalar mevcuttur. Dal-
Fabbro ve ark. oral gavaj yoluyla asir1 kafein uygulama protokolii olan ve olmayan
sicanlarda apikal periodontitis gelisimini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda kafeinin
sicanlarda periapikal kemik rezorpsiyon hacmini siddetlendirebildigini ve apikal
periodontitisten kaynaklanan inflamatuar modeli degistirdigini bildirmiglerdir (259).
Cosme-Silva ve ark. probiyotiklerin ¢oklu sus formiiliinlin oral gavaj uygulamasinin
ratlarda indiiklenen apikal periodontitis gelisimini etkileyip etkilemedigini
arastirdiklarinda probiyotik kompleksin, apikal periodontitiste inflamasyonu ve
kemik rezorpsiyonunu modiile ettigini bulmuslardir (260). Bu ¢alismada

histopatolojik olarak abse ve inflamasyon diizeyleri karsilastirildiginda, pozitif
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kontrol grubunun inflamasyon derecesi Stem grubundan ve negatif kontrol
grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Stem grubunun inflamatuar
infiltrat ve abse formasyonunun, pozitif kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha
diisik olmas1 icerdigi bitki ekstrelerinin antioksidan ve antiinflamatuar
Ozelliklerinden kaynaklaniyor olabilir.

Gatej ve ark. probiyotiklerin alveolar kemik kaybina etkisini incelediklerinde
periodontitis olusturulan kontrol grubunun saglikli kontrollere kiyasla 6nemli Slgiide
daha fazla inflamatuar hiicre infiltrat1 ve osteoklastik skor sergiledigini; bununla
birlikte probiyotiklerle tedavi edilen tiim hayvanlarin, saglikli kontrollerle benzer
inflamatuar ve osteoklastik skorlara sahip oldugunu gostermislerdir (261).
Calismamizin histopatolojik incelemesinde pozitif kontrol grubunun osteoklast
skorlamasinin negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak yiliksek oldugu; Stem
grubunun osteoklast skorlamasinin ise pozitif kontrol grubuna goére matematiksel
anlamda daha diisiik oldugu fakat iki grup arasinda anlamli farklilhik olmadigi
gozlendi. Ek olarak calismamizda negatif kontrol grubunun osteoblastik aktivitesi
Stem ve pozitif kontrol gruplarindan anlamli derecede diisiik bulundu. Pozitif kontrol
grubunun osteoblastik aktivitesi ile Stem grubu arasinda istatistiksel olarak fark
goriilmedi.

Calismamizda negatif kontrol grubunun fibrozis diizeyi pozitif kontrol ve
Stem gruplarindan istatistiksel olarak diisiik bulundu. Stem grubunun fibrozis
olusumu pozitif kontrol grubuna gére matematiksel anlamda daha diisiik izlenirken
iki grup arasinda anlamhi farklilik goriilmedi. Stem grubundaki bu fark;

Stemregen®’in dolagimdaki kok hiicre sayisini artirmasi ve bdylece konagin
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bagisiklik yanitini giiclendirerek iyilesme siirecini etkilemesinden kaynaklaniyor
olabilir.

Dal-Fabbro ve ark. asir1 kafein uygulamasinin apikal periodontitis iizerine
etkilerini arastirdiklari caligmalarinda periapikal alanda RANKL ekspresyonunda
kafein grubunda belirgin bir artis tespit ederken OPG ekspresyonunda da artis
gozlemlenmesine ragmen bu farkin anlamli olmadigini bulmuslar ve RANKL-OPG
yolu RANKL'a dogru kaydigindan, daha fazla kemik rezorbe edici hiicre olustugunu;
bunun TRAP (+) hiicreler ile dogrulandigint bildirmiglerdir (259). Liu ve ark.nin
calismasinda, diisilk konsantrasyonda kafeinin RANKL'1 artirdigin1 ve osteoblast
onci hiicrelerinde OPG ekspresyonunu azalttigin1 gostererek in vivo olarak kafeinin,
ratlarda osteoklastogenezi artirdigini ve kemik mineral yogunlugunu azalttigini
bildirmislerdir (262). Metforminin apikal periodontitiste, RANKL/OPG oranini
disiirdiigii, osteoklastlarin sayisini ve kemik rezorbsiyon alanlarini azaltarak
periapikal lezyonlar1 inhibe ettigi 6ne siirlilmiistiir (246). Cosme-Silva ve ark. apikal
periodontitiste probiyotik diyet takviyesinin etkilerini arastirarak diyet takviyesi
uygulanmamis deneysel apikal periodontitisli grubun, probiyotik takviyesi alan gruba
gore daha yogun RANKL diizeyi gosterdigini, OPG diizeyinin her iki grupta da
benzer oldugunu ve TRAP (+) hiicrelerin probiyotik grubunda daha diistik ¢iktigini
bildirmislerdir (260). Calismamizda saglikli negatif kontrol grubu orneklerinde
RANKL (+) hiicre yogunlugunun, apikal periodontitisli pozitif kontrol grubu
orneklerinden istatistiksel olarak daha az oldugu bulundu. Stem grubunun RANKL
(+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubundan matematiksel olarak daha azdi.
RANKL ekspresyonu immunohistokimyasal olarak TRAP (+) hiicre diizeyleri ile

dogrulandi. Caligmamizda Stem grubunun TRAP (+) hiicre yogunlugu ile pozitif
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kontrol grubu arasinda anlamli fark yoktu ancak Stem grubunun TRAP (+) hiicreleri
pozitif kontrol grubundan sayisal olarak azdi. Negatif kontrol grubunun OPG diizeyi
apikal periodontitisin indiiklendigi gruplardan anlamli derecede diisiik izlenirken
hastalik olusturulan gruplarin OPG diizeyleri arasinda fark yoktu. OPG seviyelerinin
sabit olmasina ragmen pozitif kontrol grubunda RANKL ekspresyonunun Stem
grubundan matematiksel anlamda fazla olmast RANKL/OPG oraninin Stemregen

takviyesiyle osteogenezis lehine degistiribilecegini diisiindiirmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Literatiirde, Stemregen®’in periapikal hastaliklarda osteoklastik aktiviteyi
azaltabilecegini ve kemik yapimimi destekleyebilecegini belirten arastirma
bulunmamaktadir. Bu ¢aligma, Stemregen®’in ratlarda deneysel apikal periodontitise
etkilerinin incelendigi ilk arastirma olarak periapikal hastaligin yikim miktarini
azaltmak ve tedavi sonrasi iyilesme siirecini ortaya koymak adina gelecekteki konak
modiilasyon prosediirleri i¢in potansiyel bir temel saglar.

Arastirmamizda Stemregen® icerigindeki; antioksidan, antiinflamatuar
ozelliklerinin yaninda kok hiicrelerin dolagima katilmasiyla genel bagisiklig
artirarak iyilesmeyi hizlandirabilecek, osteoklastlarin farklilasmasina onciililk eden
mediatorleri ve bdylece osteoklast aktivitesini baskilayabilecek bitki 6ziitlerinin
kullanilmasmin apikal periodontitisle birlikte gerceklesen kemik yikiminm
azaltabilecegi diisiincesinden yola c¢ikilmis ve apikal periodontitis indiiklenmis
ratlarda bu ajanlar1 iceren bir gida takviyesi uygulanarak periapikal bolgede
enflamasyonun baskilandigi, kemik yikiminin azaldigi histopatolojik  ve
immunohistokimyasal yontemlerle saptanmistir. Bu hayvan modelinin sonuglarina
dayanarak;

1- Stemregen® takviyesi uygulanarak periapikal bolgede enflamasyonun ve
kemik yikiminin baskilanmasinin miimkiin oldugu,

2- Stemregen®, apikal periodontitiste RANKL/OPG oranin1 degistirerek
osteoklastlarin sayisin1 azaltarak kemik rezorbsiyonu ve periapikal hastaligin
ilerlemesini yavaslatabilecegi sonucuna varildu.

Stemregen®’in  apikal periodontitis {izerine terapétik potansiyelinin

degerlendirildigi ¢alismamizda umut verici sonuglar elde edildi. Stemregen® apikal

73



inflamasyonun siddetini azaltarak daha hizli bir apikal onarim siirecini destekledi. Bu
etki, Stemregen®’in igerigindeki bitki ekstrelerinin; radikal siipiiriicii, antioksidan,
antiinflamatuar ozellikleri ve kok hiicre mobilizasyonunu artirma yetenekleriyle
iligkilendirilebilir. Stemregen® igerigindeki ekstrelerin g¢esitliligi, ayr1 ve/veya
birlikte kullanimi, karisimdaki oranlari, kullanilan doz, siklik, deneysel model ve
ratlarin bagisiklik tepkisini modiile etme yeteneklerinin insanlardan farkli olmasi gibi
siirlamalar nedeniyle calismamizda elde edilen bulgularin insanlara uyarlanabilmesi

ve klinik olarak degerlendirilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

74



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

8. KAYNAKLAR

Siqueira JF, Jr., Rocas IN. Distinctive features of the microbiota associated with different
forms of apical periodontitis. J Oral Microbiol. 2009;1.

Opal SM, DePalo VA. Anti-inflammatory cytokines. Chest. 2000;117(4):1162-72.

Kawashima N, Okiji T, Kosaka T, Suda H. Kinetics of macrophages and lymphoid cells
during the development of experimentally induced periapical lesions in rat molars: a
quantitative immunohistochemical study. J] Endodontic. 1996;22(6):311-6.

Kantarci A, Hasturk H, Van Dyke TE. Host-mediated resolution of inflammation in
periodontal diseases. Periodontol 2000. 2006;40:144-63.

Hakki S. Periodontal tedavide konak modiilasyonu amacli lokal uygulamalar. Turkiye
Klinikleri J Periodontol-Special Topics. 2015;1(3):52-8.

Drapeau C, Benson KF, Jensen GS. Rapid and selective mobilization of specific stem cell
types after consumption of a polyphenol-rich extract from sea buckthorn berries (Hippophae)
in healthy human subjects. Clin Interv Agin. 2019;14:253-63.

Iyer SS, Rojas M. Anti-inflammatory effects of mesenchymal stem cells: novel concept for
future therapies. Exp Opin Biol Therapy. 2008;8(5):569-81.

Kemp KC, Hows J, Donaldson C. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells. Leukemia
& lymphoma. 2005;46(11):1531-44.

Viaandnen HK. Mesenchymal stem cells. Ann Med 2005;37(7):469-79.

Jensen GS, Hart AN, Zaske LA, Drapeau C, Gupta N, Schaeffer DJ, et al. Mobilization of
human CD34+ CD133+ and CD34+ CDI133(-) stem cells in vivo by consumption of an
extract from Aphanizomenon flos-aquae--related to modulation of CXCR4 expression by an
L-selectin ligand? Cardiovascular revascularization medicine : including molecular
interventions. 2007;8(3):189-202.

Irhimeh MR, Fitton JH, Lowenthal RM. Fucoidan ingestion increases the expression of
CXCR4 on human CD34+ cells. Experimental Hematol 2007;35(6):989-94.

Fitton JH, Stringer DN, Karpiniec SS. Therapies from Fucoidan: An Update. Marine Drugs.
2015;13(9):5920-46.

Zhang JS, Zhang BX, Du MM, Wang XY, Li W. Chinese preparation Xuesaitong promotes
the mobilization of bone marrow mesenchymal stem cells in rats with cerebral infarction.
Neural Regener Res 2016;11(2):292-7.

Drapeau C, Benson KF, James J, Jensen GS. Aloe macroclada from Madagascar triggers
transient bone marrow stem cell mobilization. J Stem Cell Res Ther. 2015;5(287):2.

Webster, Gill A, Lehrke P. Development of a combined bovine colostrum and immune-
stimulatory carbohydrate nutraceutical for enhancement of endogenous stem cell activity.
Open Nutraceuticals J. 2013;6(1).

Cramer DE, Wagner S, Li B, Liu J, Hansen R, Reca R, et al. Mobilization of hematopoietic
progenitor cells by yeast-derived beta-glucan requires activation of matrix metalloproteinase-
9. Stem cells (Dayton, Ohio). 2008;26(5):1231-40.

75



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Gomes B, Herrera DR. Etiologic role of root canal infection in apical periodontitis and its
relationship with clinical symptomatology. Brazilian oral research. 2018;32(suppl 1):e69.

Kakehashi S, Stanley HR, Fitzgerald RJ. The Effects Of Surgical Exposures Of Dental Pulps
In Germ-Free And Conventional Laboratory Rats. Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol.
1965;20:340-9.

Moller AJ, Fabricius L, Dahlén G, Ohman AE, Heyden G. Influence on periapical tissues of
indigenous oral bacteria and necrotic pulp tissue in monkeys. Scand J Dental Res
1981;89(6):475-84.

Braz-Silva PH, Bergamini ML, Mardegan AP, De Rosa CS, Hasseus B, Jonasson P.
Inflammatory profile of chronic apical periodontitis: a literature review. Acta Odontol Scand

2019;77(3):173-80.

Nair PN. On the causes of persistent apical periodontitis: a review. Int Endod J.
2006;39(4):249-81.

Sundqvist GK, Eckerbom MI, Larsson AP, Sjogren UT. Capacity of anaerobic bacteria from
necrotic dental pulps to induce purulent infections. Infect Immun 1979;25(2):685-93.

Kakehashi S, Stanley H, Fitzgerald R. The effects of surgical exposures of dental pulps in
germ-free and conventional laboratory rats. Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol.
1965;20(3):340-9.

Sundqvist G. Bacteriological studies of necrotic dental pulps: Umea University; 1976.

Stashenko P. The role of immune cytokines in the pathogenesis of periapical lesions. Dental
Traumatology. 1990;6(3):89-96.

Khan AA. The Puzzle of Orofacial Pain 2007. 75-90 p.

Hargreaves KM, Cohen S, Berman LH. Cohen's pathways of the pulp: Mosby Elsevier; 2011.
Nair PN. Pathogenesis of apical periodontitis and the causes of endodontic failures. Critical
reviews in oral biology and medicine : an official publication of the American Association of

Oral Biologists. 2004;15(6):348-81.

Kumar V, Abbas AK, Aster JC. Robbins basic pathology e-book: Elsevier Health Sciences;
2017.

Medzhitov R. Toll-like receptors and innate immunity. Natur Rev Immunol 2001;1(2):135-
45.

Akira S, Uematsu S, Takeuchi O. Pathogen recognition and innate immunity. Cell
2006;124(4):783-801.

Marton 1J, Kiss C. Protective and destructive immune reactions in apical periodontitis. Oral
Microbiol Immunol 2000;15(3):139-50.

Schmid-Schénbein GW. Analysis of inflammation. Ann Rev Biomed Engineering 2006;8:93-
131.

Arulselvan P, Fard MT, Tan WS, Gothai S, Fakurazi S, Norhaizan ME, et al. Role of

Antioxidants and Natural Products in Inflammation. Oxidative Med Cell Long.
2016;2016:5276130.

76



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Nauseef WM. How human neutrophils kill and degrade microbes: an integrated view.
2007;219(1):88-102.

Van Dyke TE, Vaikuntam J. Neutrophil function and dysfunction in periodontal disease. Curr
Opin n Periodont. 1994:19-27.

Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S. Cellular and molecular immunology E-book: Elsevier
Health Sciences; 2014.

van OQOosterhout AJ, Bloksma N. Regulatory T-lymphocytes in asthma. Eur Resp J.
2005;26(5):918-32.

Damoiseaux J. Regulatory T cells: back to the future. Netherl J] Med. 2006;64(1):4-9.

Mosmann TR, Coffman RL. TH1 and TH2 cells: different patterns of lymphokine secretion
lead to different functional properties. Ann Rev Immunol 1989;7:145-73.

Janeway CA. J., Paul Travers, Mark Walport, and Mark J Shlomchik. Immunobiology: the
immune system in health disease. 2001.

Croft M, Swain SL. B cell response to T helper cell subsets. II. Both the stage of T cell
differentiation and the cytokines secreted determine the extent and nature of helper activity. J
Immunol1991;147(11):3679-89.

Nabholz M, MacDonald HR. Cytolytic T lymphocytes. Annual Rev Immunol. 1983;1:273-
306.

Benacerraf B, Germain RN. A single major pathway of T-lymphocyte interactions in antigen-
specific immune suppression. Scand J Immunol 1981;13(1):1-10.

Duke O, Panayi GS, Janossy G, Poulter LW. An immunohistological analysis of lymphocyte
subpopulations and their microenvironment in the synovial membranes of patients with
rheumatoid arthritis using monoclonal antibodies. Clin Exper Immunol. 1982;49(1):22-30.

Kong YC. T-cell balance in organ targets. Immunol Today. 1983;4(11):304-5.

Stashenko P, Yu SM. T helper and T suppressor cell reversal during the development of
induced rat periapical lesions. J Dent Res 1989;68(5):830-4.

Bishop GA, Hostager BS. B lymphocyte activation by contact-mediated interactions with T
lymphocytes. Curr Opin Immunol 2001;13(3):278-85.

Liapatas S, Nakou M, Rontogianni D. Inflammatory infiltrate of chronic periradicular
lesions: an immunohistochemical study. Int Endod J. 2003;36(7):464-71.

Marton 1J, Kiss C. Characterization of inflammatory cell infiltrate in dental periapical lesions.
Int Endod J. 1993;26(2):131-6.

Bergenholtz G, Lekholm U, Liljenberg B, Lindhe J. Morphometric analysis of chronic
inflammatory periapical lesions in root-filled teeth. Oral Surgery, Oral Medicine, And Oral

Pathology. 1983;55(3):295-301.

Walton RE, Ardjmand K. Histological evaluation of the presence of bacteria in induced
periapical lesions in monkeys. J Endodontic 1992;18(5):216-27.

77



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Lee BA, Lee HS, Jung YS, Kim SW, Lee YW, Chang SH, et al. The effects of a novel
botanical agent on lipopolysaccharide-induced alveolar bone loss in rats. J Periodon
2013;84(8):1221-9.

Granucci F, Foti M, Ricciardi- Castagnoli P. Dendritic cell biology. J Advances in
immunology. 2005;88:193-233.

Carrillo C, Pefiarrocha M, Pefiarrocha M, Vera F, Pefiarrocha D. Immunohistochemical study
of Langerhans cells in periapical lesions: correlation with inflammatory cell infiltration and
epithelial cell proliferation. Medicina Oral, Patolog Oral Y Cirugia Bucal. 2010;15(2):e335-
9.

Ramachandran Nair PN, Pajarola G, Schroeder HE. Types and incidence of human periapical
lesions obtained with extracted teeth. Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol, Oral Radiol,
Endodontics. 1996;81(1):93-102.

Yasuda H. [Bone and bone related biochemical examinations. Bone and collagen related
metabolites. Receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL)]. Clin Calc. 2006;16(6):964-
70.

Parkin J, Cohen B. An overview of the immune system. Lancet 2001;357(9270):1777-89.

Tomar N, De RK. A brief outline of the immune system. Methods in molecular biology
(Clifton, NJ). 2014;1184:3-12.

Sunde PT, Tronstad L, Eribe ER, Lind PO, Olsen I. Assessment of periradicular microbiota
by DNA-DNA hybridization. Endodont & Dent Traumatol 2000;16(5):191-6.

Coli¢ M, Gazivoda D, Vucevi¢ D, Vasiliji¢ S, Rudolf R, Luki¢ A. Proinflammatory and
immunoregulatory mechanisms in periapical lesions. Mol Immunol. 2009;47(1):101-13.

Kawashima N, Stashenko P. Expression of bone-resorptive and regulatory cytokines in
murine periapical inflammation. Arch Oral Biol 1999;44(1):55-66.

Silva TA, Garlet GP, Lara VS, Martins W, Jr., Silva JS, Cunha FQ. Differential expression of
chemokines and chemokine receptors in inflammatory periapical diseases. Oral Microbiol
Immunol 2005;20(5):310-6.

Bracks IV, Armada L, Gongalves LS, Pires FR. Distribution of mast cells and macrophages
and expression of interleukin-6 in periapical cysts. J Endodontic. 2014;40(1):63-8.

Huang GT, Do M, Wingard M, Park JS, Chugal N. Effect of interleukin-6 deficiency on the
formation of periapical lesions after pulp exposure in mice. Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol,
Oral Radiol, Endodont. 2001;92(1):83-8.

Araujo-Pires AC, Francisconi CF, Biguetti CC, Cavalla F, Aranha AM, Letra A, et al.
Simultaneous analysis of T helper subsets (Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, Tth, Trl and Tregs)
markers expression in periapical lesions reveals multiple cytokine clusters accountable for
lesions activity and inactivity status. J Appl Oral Sci FOB. 2014;22(4):336-46.

Garlet GP. Destructive and protective roles of cytokines in periodontitis: a re-appraisal from
host defense and tissue destruction viewpoints. J Dent Res 2010;89(12):1349-63.

de Oliveira Rodini C, Batista AC, Lara VS. Comparative immunohistochemical study of the
presence of mast cells in apical granulomas and periapical cysts: possible role of mast cells in
the course of human periapical lesions. Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol, Oral Radiol,
Endodontics. 2004;97(1):59-63.

78



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Drazi¢ R, Sopta J, Mini¢ AJ. Mast cells in periapical lesions: potential role in their
pathogenesis. J Oral Pathol Med 2010;39(3):257-62.

de Noronha Santos Netto J, Pires FR, da Fonseca EC, Silva LE, de Queiroz Chaves Lourengo
S. Evaluation of mast cells in periapical cysts, dentigerous cysts, and keratocystic
odontogenic tumors. J Oral Pathol Med 2012;41(8):630-6.

Andrade AL, Nonaka CF, Gordon-Nunez MA, Freitas Rde A, Galvio HC.
Immunoexpression of interleukin 17, transforming growth factor 1, and forkhead box P3 in
periapical granulomas, radicular cysts, and residual radicular cysts. J Endodontic.
2013;39(8):990-4.

IThan Hren N, Than A. T lymphocyte activation and cytokine expression in periapical
granulomas and radicular cysts. Archives Oral Biol 2009;54(2):156-61.

de Carvalho Fraga CA, Alves LR, de Sousa AA, de Jesus SF, Vilela DN, Pereira CS, et al.
Thl and Th2-like protein balance in human inflammatory radicular cysts and periapical
granulomas. J Endodontic. 2013;39(4):453-5.

Fukada SY, Silva TA, Garlet GP, Rosa AL, da Silva JS, Cunha FQ. Factors involved in the T
helper type 1 and type 2 cell commitment and osteoclast regulation in inflammatory apical
diseases. Oral Microbiol Immunol 2009;24(1):25-31.

Aranha AM, Repeke CE, Garlet TP, Vieira AE, Campanelli AP, Trombone AP, et al.
Evidence supporting a protective role for th9 and th22 cytokines in human and experimental
periapical lesions. J Endodontic. 2013;39(1):83-7.

Oseko F, Yamamoto T, Akamatsu Y, Kanamura N, Iwakura Y, Imanishi J, et al. IL-17 is
involved in bone resorption in mouse periapical lesions. Microbiol Immunol 2009;53(5):287-
94.

Abdulkhaleq LA, Assi MA, Abdullah R, Zamri-Saad M, Taufiq-Yap YH, Hezmee MNM.
The crucial roles of inflammatory mediators in inflammation: A review. Veterinary World.
2018;11(5):627-35.

Majno G, Joris I. Cells, tissues, and disease: principles of general pathology: Oxford
University Press; 2004.

Kumar V, Cotran RS, Robbins SL. Basic pathology. J Philadelphia. 1997;5:25-40.

Medzhitov R. Origin and physiological roles of inflammation. Nature. 2008;454(7203):428-
35.

Margal JR, Samuel RO, Fernandes D, de Araujo MS, Napimoga MH, Pereira SA, et al. T-
helper cell type 17/regulatory T-cell immunoregulatory balance in human radicular cysts and
periapical granulomas. J Endodontic 2010;36(6):995-9.

Hernandez-Rios P, Pussinen PJ, Vernal R, Hernandez M. Oxidative Stress in the Local and
Systemic Events of Apical Periodontitis. Frontiers in physiology. 2017;8:869.

Jakovljevic A, Andric M, Nikolic N, Coric V, Krezovic S, Carkic J, et al. Levels of oxidative
stress biomarkers and bone resorption regulators in apical periodontitis lesions infected by
Epstein-Barr virus. Int Endod J. 2018;51(6):593-604.

Dezerega A, Madrid S, Mundi V, Valenzuela MA, Garrido M, Paredes R, et al. Pro-oxidant
status and matrix metalloproteinases in apical lesions and gingival crevicular fluid as

79



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

potential biomarkers for asymptomatic apical periodontitis and endodontic treatment
response. J Inflammation 2012;9(1):8.

Silva MJ, Sousa LM, Lara VP, Cardoso FP, Junior GM, Totola AH, et al. The role of iNOS
and PHOX in periapical bone resorption. J Dent Res 2011;90(4):495-500.

Cintra LT, Samuel RO, Azuma MM, de Queiréz AO, Ervolino E, Sumida DH, et al. Multiple
Apical Periodontitis Influences Serum Levels of Cytokines and Nitric Oxide. J Endodontic.
2016;42(5):747-51.

van't Hof RJ, Armour KJ, Smith LM, Armour KE, Wei XQ, Liew FY, et al. Requirement of
the inducible nitric oxide synthase pathway for IL-1-induced osteoclastic bone resorption.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2000;97(14):7993-8.

Lee SK, Huang H, Lee SW, Kim KH, Kim KK, Kim HM, et al. Involvement of iNOS-
dependent NO production in the stimulation of osteoclast survival by TNF-alpha. Exper Cell
Res 2004;298(2):359-68.

Graves DT, Oates T, Garlet GP. Review of osteoimmunology and the host response in
endodontic and periodontal lesions. J Oral Microbiol. 2011;3.

Jakovljevic A, Knezevic A, Karalic D, Soldatovic I, Popovic B, Milasin J, et al. Pro-
inflammatory cytokine levels in human apical periodontitis: Correlation with clinical and
histological findings. Aus Endodontic J 2015;41(2):72-7.

Zhang J, Huang X, Lu B, Zhang C, Cai Z. Can apical periodontitis affect serum levels of
CRP, IL-2, and IL-6 as well as induce pathological changes in remote organs? Clin Oral
Invest 2016;20(7):1617-24.

Jurisic V, Terzic T, Colic S, Jurisic M. The concentration of TNF-alpha correlate with
number of inflammatory cells and degree of vascularization in radicular cysts. Oral Diseases.
2008;14(7):600-5.

Kitaura H, Kimura K, Ishida M, Kohara H, Yoshimatsu M, Takano-Yamamoto T.
Immunological reaction in TNF-o-mediated osteoclast formation and bone resorption in vitro

and in vivo. Clin Developmental Immunol 2013;2013:181849.

Lopez-Castejon G, Brough D. Understanding the mechanism of IL-1f secretion. Cytokine &
Growth Factor Reviews. 2011;22(4):189-95.

Nakamura I, Jimi E. Regulation of osteoclast differentiation and function by interleukin-1.
Vitamins and Hormones. 2006;74:357-70.

Boyle WJ, Simonet WS, Lacey DL. Osteoclast differentiation and activation. Nature
2003;423(6937):337-42.

Khosla ~S.  Minireview: = the = OPG/RANKL/RANK  system. Endocrinology.
2001;142(12):5050-5.

Bartold PM, Cantley MD, Haynes DR. Mechanisms and control of pathologic bone loss in
periodontitis. Periodontol 2000. 2010;53:55-69.

Wang R, Luo H, Yang D, Yu B, Guo J, Shao L, et al. Osteoblast Jmjd3 regulates
osteoclastogenesis via EphB4 and RANKL signalling. Oral Diseases. 2022.

80



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Jules J, Zhang P, Ashley JW, Wei S, Shi Z, Liu J, et al. Molecular basis of requirement of
receptor activator of nuclear factor kB signaling for interleukin 1-mediated
osteoclastogenesis. The Journal of biological chemistry. 2012;287(19):15728-38.

Son A, Kang N, Oh SY, Kim KW, Muallem S, Yang YM, et al. Homer2 and Homer3
modulate RANKL-induced NFATc1 signaling in osteoclastogenesis and bone metabolism. J
Endocrinol 2019;242(3):241-9.

Wada T, Nakashima T, Hiroshi N, Penninger JM. RANKL-RANK signaling in
osteoclastogenesis and bone disease. Trends in Mol Med 2006;12(1):17-25.

Boyce BF, Xing L. Functions of RANKL/RANK/OPG in bone modeling and remodeling.
Arch Biochem Biophysics 2008;473(2):139-46.

Belibasakis GN, Rechenberg DK, Zehnder M. The receptor activator of NF-xB ligand-
osteoprotegerin system in pulpal and periapical disease. Int Endod J. 2013;46(2):99-111.

de Moraes M, de Lucena HF, de Azevedo PR, Queiroz LM, Costa Ade L. Comparative
immunohistochemical expression of RANK, RANKL and OPG in radicular and dentigerous
cysts. Archives Oral Biol 2011;56(11):1256-63.

Liu L, Wang L, Wu Y, Peng B. The expression of MCP-1 and CCR2 in induced rats
periapical lesions. Arc Oral Biol 2014;59(5):492-9.

Zhang R, Huang S, Wang L, Peng B. Histochemical localization of Dickkopf-1 in induced rat
periapical lesions. J Endodontic 2014;40(9):1394-9.

da Silva RA, Ferreira PD, De Rossi A, Nelson-Filho P, Silva LA. Toll-like receptor 2
knockout mice showed increased periapical lesion size and osteoclast number. J Endodontic
2012;38(6):803-13.

Carneiro E, Parolin AB, Wichnieski C, Rosa EA, Silva Neto UX, Westphalen VP, et al.
Expression levels of the receptor activator of NF-«B ligand and osteoprotegerin and the
number of gram-negative bacteria in symptomatic and asymptomatic periapical lesions. Arch
Oral Biol 2017;73:166-71.

Salinas-Mufioz M, Garrido-Flores M, Baeza M, Huaman-Chipana P, Garcia-Sesnich J,
Bologna R, et al. Bone resorptive activity in symptomatic and asymptomatic apical lesions of
endodontic origin. Clin Oral Invest 2017;21(8):2613-8.

Santos S, Couto LA, Fonseca JM, Xavier FCA, Figueiredo ACL, Freitas VS, et al.
Participation of osteoclastogenic factors in immunopathogenesis of human chronic periapical
lesions. J Oral Pathol Med 2017;46(9):846-52.

Armada L, Marotta Pdos S, Pires FR, Siqueira JF, Jr. Expression and Distribution of
Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B, Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa
B Ligand, and Osteoprotegerin in Periradicular Cysts. J Endodontic. 2015;41(8):1281-7.

Fan R, Sun B, Zhang CF, Lii YL, Xuan W, Wang QQ, et al. Receptor activator of nuclear
factor kappa B ligand and osteoprotegerin expression in chronic apical periodontitis: possible
association with inflammatory cells. Chin Med J2011;124(14):2162-6.

Dentino A, Lee S, Mailhot J, Hefti AF. Principles of Periodontol. Periodontol 2000.
2013;61(1):16-53.

Rawlinson SC, Boyde A, Davis GR, Howell PG, Hughes FJ, Kingsmill VJ. Ovariectomy vs.
hypofunction: their effects on rat mandibular bone. J Dent Res 2009;88(7):615-20.

81



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Zhou S, Yang Y, Ha N, Zhang P, Ma X, Gong X, et al. The Specific Morphological Features
of Alveolar Bone. J Craniofacial Surg 2018;29(5):1216-9.

Chen X, Wang Z, Duan N, Zhu G, Schwarz EM, Xie C. Osteoblast-osteoclast interactions.
Connective Tissue Research. 2018;59(2):99-107.

Datta HK, Ng WF, Walker JA, Tuck SP, Varanasi SS. The cell biology of bone metabolism.
J Clin Pathol 2008;61(5):577-87.

Capulli M, Paone R, Rucci N. Osteoblast and osteocyte: games without frontiers. Arch
Biochem Biophysics. 2014;561:3-12.

Florencio-Silva R, Sasso GR, Sasso-Cerri E, Simdes MJ, Cerri PS. Biology of Bone Tissue:
Structure, Function, and Factors That Influence Bone Cells. BioMed Res Inter 2015; 2015:
421746.

Kim JM, Lin C, Stavre Z, Greenblatt MB, Shim JH. Osteoblast-Osteoclast Communication
and Bone Homeostasis. Cells. 2020;9(9).

Franz-Odendaal TA, Hall BK, Witten PE. Buried alive: how osteoblasts become osteocytes.
Developmental dynamics : an official publication of the American Association of
Anatomists. 2006;235(1):176-90.

Eroschenko VP, Di Fiore MS. DiFiore's atlas of histology with functional correlations:
Lippincott Williams & Wilkins; 2013.

Clarke B. Normal bone anatomy and physiology. CJASN. 2008;3: 131-139.

Soares IMV, Fernandes GVO, Larissa Cordeiro C, Leite Y, Bezerra DO, Carvalho MAM, et
al. The influence of Aloe vera with mesenchymal stem cells from dental pulp on bone
regeneration: characterization and treatment of non-critical defects of the tibia in rats. Journal
of applied oral science : revista FOB. 2019;27:¢20180103.

Shah VK, Shalia KK. Stem cell therapy for acute myocardial infarction-long term 24 months
follow-up. J Clin Trials Cardiol. 2014;1:1-5.

Zheng R, Geng T, Wu DY, Zhang T, He HN, Du HN, et al. Derivation of feeder-free human
extended pluripotent stem cells. Stem Cell Reports. 2021;16(7):1686-96.

Dicker A, Le Blanc K, Astrom G, van Harmelen V, Gotherstrom C, Blomgqvist L, et al.
Functional studies of mesenchymal stem cells derived from adult human adipose tissue.
Experimental Cell Research. 2005;308(2):283-90.

Young HE, Mancini ML, Wright RP, Smith JC, Black AC, Jr., Reagan CR, et al.
Mesenchymal stem cells reside within the connective tissues of many organs. Developmental
dynamics : an official publication of the American Association of Anatomists.
1995;202(2):137-44.

Tsai MS, Hwang SM, Chen KD, Lee YS, Hsu LW, Chang Y]J, et al. Functional network
analysis of the transcriptomes of mesenchymal stem cells derived from amniotic fluid,
amniotic membrane, cord blood, and bone marrow. Stem Cells (Dayton, Ohio).
2007;25(10):2511-23.

Merino JJ, Cabana-Mufioz ME, Pelaz MJ. The Bluegreen Algae (AFA) Consumption over 48
Hours Increases the Total Number of Peripheral CD34+ Cells in Healthy Patients: Effect of
Short-Term and Long-Term Nutritional Supplementation (Curcumin/AFA) on CD34+ Levels
(Blood). J Personal Med 2020;10(2).

82



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

Li XD, Wang JS, Chang B, Chen B, Guo C, Hou GQ, et al. Panax notoginseng saponins
promotes proliferation and osteogenic differentiation of rat bone marrow stromal cells. J
Ethnopharmacol 2011;134(2):268-74.

Amato A, Terzo S, Marchesa P, Maffongelli A, Martorana M, Scoglio S, et al. Spasmolytic
Effects of Aphanizomenon Flos Aquae (AFA) Extract on the Human Colon Contractility.
Nutrients. 2021;13(10).

Reznigek V, Pliek J, editors. Sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.)-the effective source
of vitamine C. Proceedings of the Fifth Conference on Medicinal and Aromatic Plants of
Southeast European Countries,(Sth CMAPSEEC), Brno, Czech Republic, 2-5 September,
2008; 2008: Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno.

Olas B, Kontek B, Malinowska P, Zuchowski J, Stochmal A. Hippophae rhamnoides L.
Fruits Reduce the Oxidative Stress in Human Blood Platelets and Plasma. Oxidative
Medicine And Cellular Longevity. 2016;2016:4692486.

Fatima T, Snyder CL, Schroeder WR, Cram D, Datla R, Wishart D, et al. Fatty acid
composition of developing sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) berry and the
transcriptome of the mature seed. PloS one. 2012;7(4):e34099.

Lin Y, Qi X, Liu H, Xue K, Xu S, Tian Z. The anti-cancer effects of fucoidan: a review of
both in vivo and in vitro investigations. Canc Cell Inter 2020;20:154.

Atashrazm F, Lowenthal RM, Woods GM, Holloway AF, Dickinson JL. Fucoidan and
cancer: a multifunctional molecule with anti-tumor potential. Marine Drugs.
2015;13(4):2327-46.

Obluchinskaya ED, Pozharitskaya ON, Zakharova LV, Daurtseva AV, Flisyuk EV, Shikov
AN. Efficacy of Natural Deep Eutectic Solvents for Extraction of Hydrophilic and Lipophilic
Compounds from Fucus vesiculosus. Molecules (Basel, Switzerland). 2021;26(14).

Cabral EM, Mondala JRM, Oliveira M, Przyborska J, Fitzpatrick S, Rai DK, et al. Influence
of molecular weight fractionation on the antimicrobial and anticancer properties of a fucoidan
rich-extract from the macroalgae Fucus vesiculosus. Int J Biolog Macromol 2021;186:994-
1002.

Ma L, Wang WQ, Shi R, Zhang XM, Li X, Yang YS, et al. Effects of organic acids on the
chemotaxis profiles and biocontrol traits of antagonistic bacterial endophytes against root-rot

disease in Panax notoginseng. Antonie van Leeuwenhoek. 2021;114(11):1771-89.

Sha M, Zhou Y, Zhang H, Li Y, Qin Q. Study on differences of chemical components in
different parts of Panax notoginseng. ] Mod Chin Med. 2018;20:832-6.

Xu C, Wang W, Wang B, Zhang T, Cui X, Pu Y, et al. Analytical methods and biological
activities of Panax notoginseng saponins: Recent trends. J Ethnopharmacol 2019;236:443-65.

Thapa BR. Health factors in colostrum. Indian J Pediatrics. 2005;72(7):579-81.

Godhia ML, Patel N. Colostrum—its Composition, Benefits as a Nutraceutical-A Review. J
Current Research in Nutrition Food Science J. 2013;1(1):37-47.

Pakkanen R, Aalto J. Growth factors and antimicrobial factors of bovine colostrum. J
International Dairy Journal 1997;7(5):285-97.

83



147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Tokuyama H, Tokuyama Y, Migita S. Isolation of two new proteins from bovine colostrum
which stimulate epidermal growth factor-dependent colony formation of NRK-49F cells.
Growth factors (Chur, Switzerland). 1990;3(2):105-14.

Stelwagen K, Carpenter E, Haigh B, Hodgkinson A, Wheeler TT. Immune components of
bovine colostrum and milk. J Animal Sci 2009;87(13 Suppl):3-9.

Rusu D, Drouin R, Pouliot Y, Gauthier S, Poubelle PE. A bovine whey protein extract
stimulates human neutrophils to generate bioactive IL-1Ra through a NF-kappaB- and
MAPK-dependent mechanism. Journal Nutrit 2010;140(2):382-91.

Grip J, Steene E, Einar Engstad R, Hart J, Bell A, Skjeveland I, et al. Development of a
novel beta-glucan supplemented hydrogel spray formulation and wound healing efficacy in a
db/db diabetic mouse model. Eur J Pharma Biopharma 2021.

Li B, Allendorf DJ, Hansen R, Marroquin J, Ding C, Cramer DE, et al. Yeast beta-glucan
amplifies phagocyte killing of iC3b-opsonized tumor cells via complement receptor 3-Syk-
phosphatidylinositol ~ 3-kinase pathway. J Immunol (Baltimore, Md : 1950).
2006;177(3):1661-9.

Meghwal M, Goswami TK. Piper nigrum and piperine: an update. Phytotherapy Research :
PTR. 2013;27(8):1121-30.

Dahigaonkar K, Yelpure CS, Syed NF, Wajid FA. Use of spices in treatment of dental
infections. J] World J Pharmaceut Res. 2018;7(4):1-12.

Karthikeyan G, RV G, Thangavelu L. Antimitotic activity of Piper nigrum on clinical isolates
of candida. Int J Res Pharma Sci 2019;10(2).

Badmaev V, Majeed M, Prakash L. Piperine derived from black pepper increases the plasma
levels of coenzyme Q10 following oral supplementation. J Nutrit Biochem 2000;11(2):109-
13.

Zutshi RK, Singh R, Zutshi U, Johri RK, Atal CK. Influence of piperine on rifampicin blood
levels in patients of pulmonary tuberculosis. J Assoc Physicians India. 1985;33(3):223-4.

Zutshi R, Singh R, Zutshi U, Johri R, Atal C. Influence of piperine on rifampicin blood levels
in patients of pulmonary tuberculosis. J The Journal of the Association of Physicians of India.
1985;33(3):223-4.

Dal-Fabbro R, Cosme-Silva L, Rezende Silva Martins de Oliveira F, Capalbo LC, Plazza FA,
Ervolino E, et al. Effect of red wine or its polyphenols on induced apical periodontitis in rats.
Int Endod J. 2021;54(12):2276-89.

Gilinay A, Arpag OF, Atilgan S, Yaman F, Atalay Y, Acikan I. Effects of caffeic acid
phenethyl ester on palatal mucosal defects and tooth extraction sockets. Drug Design,
Development Therapy. 2014;8:2069-74.

Pretel H, Lizarelli RF, Ramalho LT. Effect of low-level laser therapy on bone repair:
histological study in rats. Lasers in Surgery And Medicine 2007;39(10):788-96.

Remmele W, Stegner HE. Recommendation for uniform definition of an immunoreactive
score (IRS) for immunohistochemical estrogen receptor detection (ER-ICA) in breast cancer
tissue]. Der Pathologe. 1987;8(3):138-40.

84



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Lin X, Chi D, Meng Q, Gong Q, Tong Z. Single-Cell Sequencing Unveils the Heterogeneity
of Nonimmune Cells in Chronic Apical Periodontitis. Front Cell Developmental Biol.
2021;9:820274.

Bezerra MC, Carvalho JF, Prokopowitsch AS, Pereira RM. RANK, RANKL and
osteoprotegerin in arthritic bone loss. Braz J Med Biol Res 2005;38(2):161-70.

Loi F, Cérdova LA, Pajarinen J, Lin TH, Yao Z, Goodman SB. Inflammation, fracture and
bone repair. Bone 2016;86:119-30.

Kumagai K, Vasanji A, Drazba JA, Butler RS, Muschler GF. Circulating cells with
osteogenic potential are physiologically mobilized into the fracture healing site in the
parabiotic mice model. J Orthopaedic Res: 2008;26(2):165-75.

Mountziaris PM, Spicer PP, Kasper FK, Mikos AG. Harnessing and modulating
inflammation in strategies for bone regeneration. Tissue engineering Part B, Reviews.
2011;17(6):393-402.

Holland R, Gomes JEF, Cintra LTA, Queiroz I OA, Estrela C. Factors affecting the periapical
healing process of endodontically treated teeth. J Appl Oral Sci FOB. 2017;25(5):465-76.

Arboleya L, Castafieda S. Osteoimmunology: the study of the relationship between the
immune system and bone tissue. Reumatol Clin 2013;9(5):303-15.

Lee SK, Lorenzo J. Cytokines regulating osteoclast formation and function. Curr Opin
Rheumatol 2006;18(4):411-8.

Criscitiello C, Viale G, Gelao L, Esposito A, De Laurentiis M, De Placido S, et al. Crosstalk
between bone niche and immune system: osteoimmunology signaling as a potential target for
cancer treatment. Cancer Treatment Reviews. 2015;41(2):61-8.

Hoch AI, Binder BY, Genetos DC, Leach JK. Differentiation-dependent secretion of
proangiogenic factors by mesenchymal stem cells. PloS one. 2012;7(4):e35579.

Porter JR, Ruckh TT, Popat KC. Bone tissue engineering: a review in bone biomimetics and
drug delivery strategies. Biotechnol Progress. 2009;25(6):1539-60.

Swaminathan R. Biochemical markers of bone turnover. Clinica chimica acta; Int J Clin
Chem 2001;313(1-2):95-105.

Ebeling PR, Akesson K. Role of biochemical markers in the management of osteoporosis.
Best practice & research Clin Rheumatol. 2001;15(3):385-400.

Montazeri-Najafabady N, Ghasemi Y, Dabbaghmanesh MH, Talezadeh P, Koohpeyma F,
Gholami A. Supportive Role of Probiotic Strains in Protecting Rats from Ovariectomy-
Induced Cortical Bone Loss. Probiotics Antimicrobial Proteins. 2019;11(4):1145-54.

Scholz-Ahrens KE, Ade P, Marten B, Weber P, Timm W, Agil Y, et al. Prebiotics, probiotics,
and synbiotics affect mineral absorption, bone mineral content, and bone structure. J Nutrit
2007;137(3 Suppl 2):838-846.

Marending M, Peters OA, Zehnder M. Factors affecting the outcome of orthograde root canal
therapy in a general dentistry hospital practice. Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol, Oral
Radiol, Endodontics. 2005;99(1):119-24.

85



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

Ng YL, Mann V, Rahbaran S, Lewsey J, Gulabivala K. Outcome of primary root canal
treatment: systematic review of the literature - Part 2. Influence of clinical factors. Int Endod
J.2008;41(1):6-31.

Segura-Egea JJ, Martin-Gonzalez J, Castellanos-Cosano L. Endodontic medicine:
connections between apical periodontitis and systemic diseases. Int Endod J
2015;48(10):933-51.

Fouad AF, Burleson J. The effect of diabetes mellitus on endodontic treatment outcome: data
from an electronic patient record. ] Am Dent Assoc 1939; 2003;134(1):43-51

Fouad A, Barry J, Russo J, Radolf J, Zhu Q. Periapical lesion progression with controlled
microbial inoculation in a type I diabetic mouse model. J Endodontic. 2002;28(1):8-16.

Kohsaka T, Kumazawa M, Yamasaki M, Nakamura H. Periapical lesions in rats with
streptozotocin-induced diabetes. J] Endodontic. 1996;22(8):418-21.

Metzger Z, Huber R, Slavescu D, Dragomirescu D, Tobis I, Better H. Healing kinetics of
periapical lesions enhanced by the apexum procedure: a clinical trial. J Endodontic.
2009;35(2):153-9.

Cotti E, Schirru E, Acquas E, Usai P. An overview on biologic medications and their possible
role in apical periodontitis. J Endodontic. 2014;40(12):1902-11.

Reddy MS, Geurs NC, Gunsolley JCJAop. Periodontal host modulation with antiproteinase,
anti- inflammatory, and bone- sparing agents. A systematic Review. 2003;8(1):12-37.

Wang Y, Chang CF, Chou J, Chen HL, Deng X, Harvey BK, et al. Dietary supplementation
with blueberries, spinach, or spirulina reduces ischemic brain damage. Exper Neurol.
2005;193(1):75-84.

Gemma C, Mesches MH, Sepesi B, Choo K, Holmes DB, Bickford PC. Diets enriched in
foods with high antioxidant activity reverse age-induced decreases in cerebellar beta-
adrenergic function and increases in proinflammatory cytokines. J Neurosci
2002;22(14):6114-20.

Mikirova NA, Jackson JA, Hunninghake R, Kenyon J, Chan KW, Swindlehurst CA, et al.
Circulating endothelial progenitor cells: a new approach to anti-aging medicine? J
Translational Med2009;7:106.

Shytle RD, Ehrhart J, Tan J, Vila J, Cole M, Sanberg CD, et al. Oxidative stress of neural,
hematopoietic, and stem cells: protection by natural compounds. Rejuvenation Research.
2007;10(2):173-8.

Bachstetter AD, Jernberg J, Schlunk A, Vila JL, Hudson C, Cole MJ, et al. Spirulina
promotes stem cell genesis and protects against LPS induced declines in neural stem cell
proliferation. PloS one. 2010;5(5):e10496.

Muiioz CA, Kiger RD, Stephens JA, Kim J, Wilson AC. Effects of a nutritional supplement
on periodontal status. Compendium of continuing education in dentistry (Jamesburg, NJ :
1995). 2001;22(5):425-428.

Nuzzo D, Presti G, Picone P, Galizzi G, Gulotta E, Giuliano S, et al. Effects of the

Aphanizomenon flos-aquae Extract (Klamin®) on a Neurodegeneration Cellular Model.
Oxidative Med Cell Long 2018;2018:9089016.

86



193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Kamat JP, Boloor KK, Devasagayam TP. Chlorophyllin as an effective antioxidant against
membrane damage in vitro and ex vivo. Biochimica et Biophysica Acta 2000;1487(2-3):113-
27.

Scoglio S, Lo Curcio V, Catalani S, Palma F, Battistelli S, Benedetti S. Inhibitory effects of
Aphanizomenon flos-aquae constituents on human UDP-glucose dehydrogenase activity. J
Enzyme Inhibition Med Chem2016;31(6):1492-7.

Bhat VB, Madyastha KM. C-phycocyanin: a potent peroxyl radical scavenger in vivo and in
vitro. Biochem Biophy Res Commun 2000;275(1):20-5.

Romay C, Gonzélez R. Phycocyanin is an antioxidant protector of human erythrocytes
against lysis by peroxyl radicals. J Pharma Pharmacol 2000;52(4):367-8.

Bhat VB, Madyastha KM. Scavenging of peroxynitrite by phycocyanin and phycocyanobilin
from Spirulina platensis: protection against oxidative damage to DNA. Biochem Biophysical
Res Commun 2001;285(2):262-6.

De Caro V, Murgia D, Seidita F, Bologna E, Alotta G, Zingales M, et al. Enhanced In Situ
Availability of Aphanizomenon Flos-Aquae Constituents Entrapped in Buccal Films for the
Treatment of Oxidative Stress-Related Oral Diseases: Biomechanical Characterization and In
Vitro/Ex Vivo Evaluation. Pharmaceutics. 2019;11(1).

Le Bell A, Soderling E, Rantanen I, Yang B, Kallio H. Effects of seabuck thorn oil on the
oral mucosa of Sjogren's syndrome patients: a pilot study. J Dent Res 2002;81:104-106.

Wang L. Sea buckthorn oil and chymotrypsin are effective in treating ulcerative stomatitis of
children. J Hippophae. 1992;5:32-4.

Pentelescu C, Pop DM, Colceriu L, Deleanu A. Utilizarea Catinei (Hippophae Rhamnoides)
In Tratamentul Gingivitei Acute. J Clujul Medical. 2012;85(2).

Wang F, Xiao Y, Neupane S, Ptak SH, Romer R, Xiong J, et al. Influence of Fucoidan
Extracts from Different Fucus Species on Adult Stem Cells and Molecular Mediators in In
Vitro Models for Bone Formation and Vascularization. Marine Drugs. 2021;19(4).

Cui C, Wang P, Cui N, Song S, Liang H, Ji A. Stichopus japonicus Polysaccharide,
Fucoidan, or Heparin Enhanced the SDF-1a/CXCR4 Axis and Promoted NSC Migration via
Activation of the PI3K/Akt/FOXO3a Signaling Pathway. Cell Mol Neurobiol
2016;36(8):1311-29.

Jun JY, Jung MJ, Jeong IH, Yamazaki K, Kawai Y, Kim BM. Antimicrobial and Antibiofilm
Activities of Sulfated Polysaccharides from Marine Algae against Dental Plaque Bacteria.
Marine drugs. 2018;16(9).

Ayrapetyan ON, Obluchinskaya ED, Zhurishkina EV, Skorik YA, Lebedev DV,
Kulminskaya AA, et al. Antibacterial Properties of Fucoidans from the Brown Algae Fucus
vesiculosus L. of the Barents Sea. Biology. 2021;10(1).

Merino JJ, Parmigiani-Izquierdo JM, Toledano Gasca A, Cabafia-Mufioz ME. The Long-
Term Algae Extract (Chlorella and Fucus sp) and Aminosulphurate Supplementation
Modulate SOD-1 Activity and Decrease Heavy Metals (Hg(++), Sn) Levels in Patients with
Long-Term Dental Titanium Implants and Amalgam Fillings Restorations. Antioxidants
(Basel, Switzerland). 2019;8(4).

87



207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

Rhule A, Navarro S, Smith JR, Shepherd DM. Panax notoginseng attenuates LPS-induced
pro-inflammatory mediators in RAW264.7 cells. Journal of ethnopharmacology.
2006;106(1):121-8.

Jin UH, Park SG, Suh SJ, Kim JK, Kim DS, Moon SK, et al. Inhibitory effect of Panax
notoginseng on nitric oxide synthase, cyclo-oxygenase-2 and neutrophil functions.
Phytotherapy research : PTR. 2007;21(2):142-8.

Li XD, Chang B, Chen B, Liu ZY, Liu DX, Wang JS, et al. Panax notoginseng saponins
potentiate osteogenesis of bone marrow stromal cells by modulating gap junction intercellular
communication activities. Cell Physiol Biochem 2010;26(6):1081-92.

Kim HR, Cui Y, Hong SJ, Shin SJ, Kim DS, Kim NM, et al. Effect of ginseng mixture on
osteoporosis in ovariectomized rats. Immunopharmacol Immunotoxicol 2008;30(2):333-45.

Jang YJ, Kim ME, Ko SY. n-Butanol extracts of Panax notoginseng suppress LPS-induced
MMP-2 expression in periodontal ligament fibroblasts and inhibit osteoclastogenesis by
suppressing MAPK in LPS-activated RAW264.7 cells. Arch Oral Biology.
2011;56(11):1319-27.

Boesman-Finkelstein M, Finkelstein RA. Passive oral immunisation of children. Lancet
(London, England). 1989;2(8675):1336.

Stephan W, Dichtelmiiller H, Lissner R. Antibodies from colostrum in oral immunotherapy.
Journal of clinical chemistry and clinical biochemistry Zeitschrift fur klinische Chemie und
klinische Biochemie. 1990;28(1):19-23.

Tenovuo J. Clinical applications of antimicrobial host proteins lactoperoxidase, lysozyme and
lactoferrin in xerostomia: efficacy and safety. Oral Diseases. 2002;8(1):23-9.

Pedersen AM, Andersen TL, Reibel J, Holmstrup P, Nauntofte B. Oral findings in patients
with primary Sjogren's syndrome and oral lichen planus--a preliminary study on the effects of
bovine colostrum-containing oral hygiene products. Clinical oral investigations.
2002;6(1):11-20.

Brown GD, Gordon S. Fungal beta-glucans and mammalian immunity. Immunity.
2003;19(3):311-5.

Hunter KW, Jr., Gault RA, Berner MD. Preparation of microparticulate beta-glucan from
Saccharomyces cerevisiae for use in immune potentiation. Letters in Applied Microbiology.
2002;35(4):267-71.

Robbins E, Seeley R. Cholesterol lowering effect of dietary yeast and yeast fractions. Journal
of Food Science. 1977;42(3):694-8.

Trepel F. [Dietary fibre: more than a matter of dietetics. II. Preventative and therapeutic
uses]. Wiener klinische Wochenschrift. 2004;116(15-16):511-22.

Grip J, Steene E, Engstad RE, Hart J, Bell A, Skjeveland I, et al. Development of a novel
beta-glucan supplemented hydrogel spray formulation and wound healing efficacy in a db/db
diabetic mouse model. European journal of pharmaceutics and biopharmaceutics : official
journal of Arbeitsgemeinschaft fur Pharmazeutische Verfahrenstechnik eV. 2021;169:280-91.

Zekovi¢ DB, Kwiatkowski S, Vrvi¢ MM, Jakovljevi¢ D, Moran CA. Natural and modified

(1-->3)-beta-D-glucans in health promotion and disease alleviation. Critical reviews in
biotechnology. 2005;25(4):205-30.

88



222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

Silva Vde O, Lobato RV, Andrade EF, de Macedo CG, Napimoga JT, Napimoga MH, et al.
B-Glucans (Saccharomyces cereviseae) Reduce Glucose Levels and Attenuate Alveolar Bone
Loss in Diabetic Rats with Periodontal Disease. PloS one. 2015;10(8):e0134742.

de OSV, Lobato RV, Andrade EF, Orlando DR, Borges BDB, Zangeronimo MG, et al.
Effects of B-Glucans Ingestion on Alveolar Bone Loss, Intestinal Morphology, Systemic
Inflammatory Profile, and Pancreatic B-Cell Function in Rats with Periodontitis and Diabetes.
Nutrients. 2017;9(9).

Giilgin I. The antioxidant and radical scavenging activities of black pepper (Piper nigrum)
seeds. Int J Food Sci Nutrition. 2005;56(7):491-9.

Nahak G, Sahu R. Phytochemical evaluation and antioxidant activity of Piper cubeba and
Piper nigrum. J Journal of Appl Pharma Sci 2011;1(8):153.

Sarker M. Induction of Humoral Immunity Through the Enhancement of IgM Production in
Murine Splenic Cells by Ethanolic Extract of Seed of Piper nigrum L. J Scientific Res
2012;4(3):751-6.

Dong Y, Huihui Z, Li C. Piperine inhibit inflammation, alveolar bone loss and collagen fibers
breakdown in a rat periodontitis model. J Period Res 2015;50(6):758-65.

Sweta V, Geetha R. In vitro antibacterial activity of Clove and Pepper on Streptococcus
mutans. Asian J Pharma Clin Res 2015;8(5).

Bellamkonda P, Koothati RK, Bee A, Desai A, Aarthi G, Aarthi R. Evaluation of
Antimicrobial Activity of Extracts of Terminalia chebula and Piper nigrum against
Streptococcus mutans: An In Vitro Study. J Pharma Res Int . 2021:218-24.

Karsha PV, Lakshmi OB. Antibacterial activity of black pepper (Piper nigrum Linn.) with
special reference to its mode of action on bacteria. Ind J Nat Products Res 2010;1(2):213-5.

Kaho ZM, Kadum AR, Hadi AAJJoPS, Research. Evalution of antibacterial activity of Piper
nigrum extract against Streptococcus mutans and Escherichia coli. J Pharma Sci Res
2019;11(2):367-70.

Hakim RF, Alwi F. Effect of Black Pepper Extract (Piper nigrum L) towards Streptococcus
Mutans Growth. Dentika: Dental Journal. 2020;23(1):13-7.

Kalaiselvam R, Soundararajan K, Rajan RM, Deivanayagam K, Arumugam C, Ganesh A.
Comparative Evaluation of the Anti-bacterial Efficacy of Herbal Medicaments and Synthetic
Medicaments Against Enterococcus faecalis using Real-time Polymerase Chain Reaction.
Cureus 2019;11(7):e5228.

Said SM, Aidin ZZ, Baharin SA, Jantan I. Effects of Spice Oils on Endodontal Bacteria. Int
Conference Nat Products 2014; Malaysia 2014: 186.

Chen S, Lei H, Luo Y, Jiang S, Zhang M, Lv H, et al. Micro-CT analysis of chronic apical
periodontitis induced by several specific pathogens. Int Endod J 2019;52(7):1028-39.

Stashenko P, Wang CY, Tani-Ishii N, Yu SM. Pathogenesis of induced rat periapical lesions.
Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol. 1994;78(4):494-502.

Kakehashi S, Stanley HR, Fitzgerald RJ. The Effects of Surgical Exposures of Dental Pulps

in Germ-Freeand Conventipnal Laboratory Rats. Oral Sur, Oral Med, Oral Pathol.
1965;20:340-9.

89



238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

Tani-Ishii N, Wang CY, Tanner A, Stashenko P. Changes in root canal microbiota during the
development of rat periapical lesions. Oral Microbiol Immunol. 1994;9(3):129-35.

Dammaschke T. Rat molar teeth as a study model for direct pulp capping research in
dentistry. Labor Animals. 2010;44(1):1-6.

Gibbs RA, Weinstock GM, Metzker ML, Muzny DM, Sodergren EJ, Scherer S, et al.
Genome sequence of the Brown Norway rat yields insights into mammalian evolution.
Nature. 2004;428(6982):493-521.

Garlet TP, Fukada SY, Saconato IF, Avila-Campos MJ, da Silva TA, Garlet GP, et al. CCR2
deficiency results in increased osteolysis in experimental periapical lesions in mice. J
Endodontic. 2010;36(2):244-50.

Fukada SY, Silva TA, Saconato IF, Garlet GP, Avila-Campos MJ, Silva JS, et al. iNOS-
derived nitric oxide modulates infection-stimulated bone loss. J Dental Res
2008;87(12):1155-9.

Qian H, Guan X, Bian Z. FSH aggravates bone loss in ovariectomised rats with experimental
periapical periodontitis. Mol Med Rep. 2016;14(4):2997-3006.

Minhoto GB, Khoury RD, Orozco EIF, Prado RF, Valera MC. Effect of chronic
unpredictable stress on the progression of experimental apical periodontitis in rats. Int Endod
J2021;54(8):1342-52.

Sousa NG, Cardoso CR, Silva JS, Kuga MC, Tanomaru-Filho M, Faria G. Association of
matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN) with the expression of matrix
metalloproteinases-1, -2 and -9 during periapical lesion development. Arch Oral Biol
2014;59(9):944-53.

Liu L, Zhang C, Hu Y, Peng B. Protective effect of metformin on periapical lesions in rats by
decreasing the ratio of receptor activator of nuclear factor kappa B ligand/osteoprotegerin. J
Endodontic. 2012;38(7):943-7.

Brilhante Wolle CF, de Aguiar Zollmann L, Etges A, Vitalis GS, Leite CE, Campos MM.
Effects of the antioxidant agent tempol on periapical lesions in rats with doxorubicin-induced
cardiomyopathy. J Endodont . 2012;38(2):191-5.

Paula-Silva FWG, Ribeiro-Santos FR, Petean IBF, Manfrin Arnez MF, Almeida-Junior LA,
Carvalho FK, et al. Root canal contamination or exposure to lipopolysaccharide differentially
modulate prostaglandin E 2 and leukotriene B 4 signaling in apical periodontitis. J Appl Oral
Sci FOB. 2020;28:¢20190699.

Suzuki N, Takimoto K, Kawashima N. Cathepsin K Inhibitor Regulates Inflammation and
Bone Destruction in Experimentally Induced Rat Periapical Lesions. J Endodon
2015;41(9):1474-9.

Azuma MM, Gomes-Filho JE, Ervolino E, Cardoso CBM, Pipa CB, Kawai T, et al. Omega-3
Fatty Acids Reduce Inflammation in Rat Apical Periodontitis. J Endodontic. 2018;44(4):604-
8.

Dal-Fabbro R, Marques-de-Almeida M, Cosme-Silva L, Ervolino E, Cintra LTA, Gomes-

Filho JE. Chronic alcohol consumption increases inflammation and osteoclastogenesis in
apical periodontitis. Int Endod J. 2019;52(3):329-36.

90



252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

2509.

260.

261.

262.

Samuel RO, Gomes-Filho JE, Azuma MM, Sumida DH, de Oliveira SHP, Chiba FY, et al.
Endodontic infections increase leukocyte and lymphocyte levels in the blood. Clin Oral
Invest 2018;22(3):1395-401.

Gomes-Filho JE, Wayama MT, Dornelles RC, Ervolino E, Coclete GA, Duarte PC, et al.
Effect of raloxifene on periapical lesions in ovariectomized rats. J Endodontic.
2015;41(5):671-5.

Cosme-Silva L, Dal-Fabbro R, Cintra LTA, Ervolino E, Plazza F, Mogami Bomfim S, et al.
Reduced bone resorption and inflammation in apical periodontitis evoked by dietary
supplementation with probiotics in rats. Int Endod J. 2020;53(8):1084-92.

Folwarczna J, Janas A, Cegieta U, Pytlik M, Sliwinski L, Matejczyk M, et al. Caffeine at a
Moderate Dose Did Not Affect the Skeletal System of Rats with Streptozotocin-Induced
Diabetes. Nutrients. 2017;9(11).

Shin J, Choi Y, Kim J, Yu AR, Shin JS, Choi YY, et al. High doses of caffeine reduce in vivo
osteogenic activity in prepubertal rats. Journal of anatomy. 2015;227(1):10-20.

Drapeau C, Antarr D, Ma H, Yang Z, Tang L, Hoffman RM, et al. Mobilization of bone
marrow stem cells with StemEnhance improves muscle regeneration in cardiotoxin-induced
muscle injury. Cell cycle (Georgetown, Tex). 2010;9(9):1819-23.

Chuang FH, Tsai CC, Chen JH, Chen KK, Chen YK, Lin YC. Long-term sequential receptor
activator of NF-kB ligand (RANKL) and osteoprotegrin (OPG) expression in
lipopolysaccharide-induced rat periapical lesions. Journal of oral pathology & medicine :
official publication of the International Association of Oral Pathologists and the American
Academy of Oral Pathology. 2012;41(2):186-93.

Dal-Fabbro R, Cosme-Silva L, Capalbo LC, Chaves-Neto AH, Ervolino E, Cintra LTA, et al.
Excessive caffeine intake increases bone resorption associated with periapical periodontitis in
rats. Int Endod J. 2021;54(10):1861-70.

Cosme-Silva L, Dal-Fabbro R, Cintra LTA, Ervolino E, Prado ASD, Oliveira DP, et al.
Dietary supplementation with multi-strain formula of probiotics modulates inflammatory and
immunological markers in apical periodontitis. Journal of applied oral science : revista FOB.
2021;29:220210483.

Gatej SM, Marino V, Bright R, Fitzsimmons TR, Gully N, Zilm P, et al. Probiotic
Lactobacillus rhamnosus GG prevents alveolar bone loss in a mouse model of experimental
periodontitis. Journal of clinical Periodontol. 2018;45(2):204-12.

Liu SH, Chen C, Yang RS, Yen YP, Yang YT, Tsai C. Caffeine enhances osteoclast
differentiation from bone marrow hematopoietic cells and reduces bone mineral density in
growing rats. Journal of orthopaedic research : official publication of the Orthopaedic
Research Society. 2011;29(6):954-60.

91



9. EKLER

Ek 1: Etik Kurul Belgesi

Evrak Tarih ve Sgyii £23.2021-1452 ‘IIIIlI"IlII"IIl‘I
oo -
E‘ -Ti’_ “ B MU KDRS SN
c m TE

= FIRAT U'NIVERSITESI
’ HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU
KARART ART
Crtunum Tanka Oturum Saat Ctunm Sayist
18.03.2021 10:00 202105

Hayvan Denevlen Yerel Etik Kuruhu 18.03.2021 tarihinde saat 10:00°da Kumul Bagkam Prof. Dr. Mustafa
1581 bagkanlizmda, asagda imzalan buluman kural Gyelerinin kattmlanyla toplanarak gimdemdeki
konulan gériismily ve asagidak kararlan alomgtr.

Dr. Ogr. Uyesi Mevlat Sinan OCAK tarafindan yaritilecek olan "Ratlarda deneysel
olarak olusmrulan apikal periodontitis iizerinde Stemregen® konak medilasyon
terapisinin  etkileri" baghkh arastuma projenizde 27 ader erkek  Spargue-Dawiey
Rat lullanslacag: ve hayvanlar fizerinde yapilacak gingimlerde hayvan kmliamm etifi ilkelenne
wyulacagi tarafimzdan bevan edilnugtr. Bu cergevede agafida 15nu bulunan aragtirmacilara adt
projenin "Frrat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonerpesi" geregi alt ay
arabiklarla Hayvan Dmeylm Yerel Etik Knruluna bilgi verilmesi }amyla uygun olduguna oy
barligi ile karar v

1. Dr. Oar. Uyesi Me'.lut Sinan QCAK

2. Arg. Gor. Dt. Fatma GONULLU
3. Dog. Dr. Serkan DUNDAR

Kurul Uyeleri:

Prof. Dr. Mustafa {SSI _

Prof. Dr. Gillsiim OKSUZTEPE

Prof Dr. Sinan CANPOLAT

Prof Dr. Asive BASUSTA

Dog. Dr. Serkan DUNDAR. (Katlmad:)
Dog. Dr. Burcu GUL BAYKALIR

Dr Oér. Uyesi Esef BOLAT (Buhmmad)
Vet. Hek. Ebru GOKDERE

Omr UYGUR
Murat DAGHAN (Bulummads)
Bagkan =
Prof Dr. Mustafa ISST
Kumul Bagkam

Prof. Dr. Giilsiim OKSUETEPE Prof. Dr. Sinan CANPOLAT
Prof. Dr. Asiye BASUSTA Deog. Dr. Buren GUL BAYEALIR.
Ebru GOEDERE Omur UYGUR

92



EKk 2: Orjinallik Raporu

RATLARDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN APIKAL
PERIODONTITIS UZERINDE STEMREGEN® KONAK
MODULASYON TERAPISININ ETKILERI

CRijiMALLK RAPCRU

9 w7 %3 W

BEMZERLIK ENDEKS] INTERMET KAYMAKLARI  YAYINLAR SGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

Submitted to Firat Universitesi 2
%%

Ogrenci Odevi

-~ N -

acikbilim.yok.gov.tr %2

internet Kaynag

abakus.inonu.edu.tr 1
internet Kaynag %
¥ M3g
www.genedirex.com 1
internet Kaynag %
dergipark.org.tr 1
in bern%t I‘Ee)iy nag & < oG
Submitted to Kahramanmaras Siitcii imam <o 1
University

Ogrenci Odevi

~

Submitted to Istanbul University <%1

Ogrenci Odevi

Submitted to Cankiri Karatekin University <%1

Ogrenci Odevi

93



