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1. OZET

Bu caligmanin amaci rutin beslenmeye ek olarak besin takviyesi ile konak
modiilasyonunun saglandigr apikal periodontitise bagli inflamasyon/rezorpsiyon
arasindaki iligkiyi degerlendirmektir.

79 adet Sprague-Dawley rat kontrol (n=7), apikal periodontitis (n=12), bitkisel
yag (n=12), serum fizyolojik (n=12), probiyotik (n=12), propolis (n=12) ve E vitamini
(n=12) olmak iizere 7 gruba ayrildi. Apikal periodontitis indiiksiyonu i¢in kontrol
grubu disindaki gruplarlarda alt ¢cene 1. azi dislerinin pulpalar1 agiz ortamina agik
birakildi. Besin takviyesi gruplarinda sirastyla 0.5 ml bitkisel yag, 1 ml serum
fizyolojik, 109 CFU L.rhamnosus, 100 mg / kg propolis, 60 mg/kg E vitamini
uygulandi. 30. giin sonunda kan alinip ratlar sakrifiye edildi ve kanlar biyokimya
analizi i¢in laboratuvara gonderildi. Histopatolojik yontem ile osteoblastik,
osteoklastik, inflamasyon, fibrozis, anjiogenez ve apse olusumu degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal boyama teknikleri kullanilarak OPG, RANKL ve TRAP
diizeyleri incelendi. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS istatistik paket programi
(IBM SPSS Versiyon 22.0) kullanildi.

Biyokimyasal degerlendirmelerde tiim gruplarda serum ALP ve P degerlerinde
herhangi bir degisiklik olugsmadig tespit edildi (p>0.05). Serum Ca diizeyleri apikal
periodontitis olusturulan ratlarda farklihk gosterdi (p<0.01). Histopatolojik
degerlendirmede besin takviyelerinin; osteoblastik aktivite (p=0.044), osteoklastik
aktivite (p=0.0456), inflamasyon (p<0.0001), fibrozis (p<0.0001) ve anjiogenez
(p<0.0148) parametreleri lizerine farkl etkileri oldugu tespit edilirken, apse olusumu
lizerine etkinliginin  olmadig1  belirlendi  (p>0.05). Immiinohistokimyasal

degerlendirmelere gore kontrol ve deney gruplar1 arasinda OPG ve TRAP degerleri



acisindan istatiktiksel olarak bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Besin takviyesi
uygulanan gruplarda RANKL diizeyi apikal periodontitis grubuna gore anlamli
derecede az bulundu (p<0.01).

Besin takviyesi uygulamalar1 deneysel olarak olusturulmus apikal periodontitis
tizerinde antiinflamatuar ve antirezorptif etki gostermistir.
Anahtar Kelimeler: Apikal periodontitis, konak modiilasyonu, bitkisel yag,

probiyotik, propolis, E vitamini.



2. ABSTRACT

Investigation of the Relationship Between Apical Periodontitis and Host
Modulation Provided by Nutritional Supplement

The aim of this study was to evaluate the relationship between host modulation
provided with nutritional supplementation in addition to routine nutrition and
inflammation/resorption due to apical periodontitis.

79 Sprague-Dawley were divided to 7 groups as rats control (n=7), apical
periodontitis (n=12), vegetable oil (n=12), physiological saline (n=12), probiotic
(n=12), propolis (n=12) and vitamin E (n=12). For apical periodontitis induction, the
pulps of the mandibular first molars were left open to the oral environment in
experimental groups other than the control group. In nutritional supplement
administration groups; 0.5 ml vegetable oil, 1 ml physiological saline, 10° CFU
L.rhamnosus, 100 mg / kg propolis, 60 mg/kg vitamin E were administered,
respectively. At the end of the 30th day, blood was taken and the rats were sacrificed
and the blood was sent to the laboratory for biochemistry analysis. Osteoblastic,
osteoclastic, inflammation, fibrosis, angiogenesis and abscess formation were
evaluated by histopathological method. OPG, RANKL and TRAP levels were
analyzed using immunohistochemical staining techniques. SPSS statistical package
program (IBM SPSS Version 22.0) was used to evaluate the data.

Biochemical evaluations revealed no change in serum ALP and P values in all
groups (p>0.05). Serum Ca levels differed in rats with apical periodontitis (p<0.01).
In the histopathological evaluation, it was determined that nutritional supplements had
different effects on osteoblastic activity (p=0.044), osteoclastic activity (p=0.0456),

inflammation (p<0.0001), fibrosis (p<0.0001) and angiogenesis (p<0.0148)



parameters, but had no effect on abscess formation (p>0.05). According to the
immunohistochemical evaluations, there was no statistical difference between the
control and experimental groups in terms of OPG and TRAP values (p>0.05). RANKL
level was found to be significantly lower in the nutritional supplement group compared
to the apical periodontitis group. (p<0.01).

Nutritional supplement applications showed anti-inflammatory and
antiresorptive effects on experimentally induced apical periodontitis.

Keywords: Apical periodontitis, host modulation, vegetable oil, probiotic,

propolis, vitamin E.



3. GIRIS

Dis pulpasi, agiz boslugunda bulunan mikroorganizmalardan mine ve dentin
ile korunmasina ragmen; dis ¢iiriigii, kirik veya operatif prosediirler dis pulpasinin
mikroorganizmalara ve tirinlerine maruz kalmasina sebep olurken ayn1 zamanda lokal
bir inflamatuar yanit1 da tetikler. Bu enfeksiyon ve inflamasyonun ilerlemesi pulpanin
nekrozu ve bunun sonucunda periapikal dokularin tutulumu ile periapikal lezyon
olusturur. Periapikal lezyonlarda, baslangicta akut inflamatuar yanita c¢esitli
yogunluklarda kisa agri, dis yiiksekligi ve perkiisyona kars1 hassasiyet eslik eder. Doku
degisiklikleri hiperemi ve nétrofil gogii ile karakterizedir ve genellikle periodontal
ligament ile sinirlidir. Periapekste irritanlarin siirekli varligi ile akut yanit, kronik
inflamatuar hiicreler ve fibroblastlarla graniilomat6z bir doku olusumuna kayar: apikal
graniilom gibi. Bu durum asemptomatiktir ve periapikal kemik rezorpsiyonu sonucu
radyografide radyoliisent alan goriilebilir. Bir graniilom gizli kalabilir veya iyi
anlagilmamis mekanizmalarla inflamatuar kistlere doniisebilir. Kistler, tabakalasmis
skuamoz epitel ile kapli, degisken kalinlikta ve fibroz kapsiil ile kapl, tam geligmis
bosluklar ortaya koyan kistler olarak teshis edilir. Periapikal dokulardaki bu patolojik
degisiklikler, enfekte dis pulpasindan apikal foramen yoluyla ¢ikan bakteriyel iiriinlere
kars1 konake1 savunma reaksiyonunun klinik sonucudur. Bu yanit, polimorfontikleer
16kositlerin, monositlerin, lenfositlerin, plazmanin ve mast hiicrelerinin enfekte
bolgelere siirekli gocii ile karakterizedir ve periapikal dokulara mikrobiyal invazyonu
biiyiikk Ol¢lide oOnler. Bu immiinolojik yanit, periapikal kemigin yikimi disinda,
viicuttaki bakteriyel enfeksiyonlara karsi diger reaksiyonlara benzer goriinmektedir.
Bu baglamda, immiin hiicrelerin bulunmasi ve bunun sonucunda inflamatuar

mediatorlerin liretimi konakgiy1 patojen invazyonundan korusa da, paradoksal olarak



periapikal kemik rezorpsiyonunun g¢ogunu agiklayabilir (1). Son yillarda immiin
sistem ile kemik metabolizmasi arasindaki iligkinin incelenmesine olanak saglayan
osteoklast fonksiyonu ile iliskili ¢esitli kemik hastaliklarinin kontroliinde kullanilan
tiimor nekroz faktor (TNF) ailesine ait i¢ dnemli molekiil; niikleer faktér kappa B (NF-
kP) nin reseptor aktivatorii (RANK), onun ligandi (RANKL) ve RANKL’1inhibe eden
osteoprotegerin (OPG) kesfedildi (2).

Apikal periodontitisin 6nemli bir 6zelligi, lezyon olusumu ve genislemesi ile
sonuglanan kemik rezorpsiyonudur (3). Kemik rezorpsiyonunun kontrol altina
alinmaya c¢alisildig1 periodontal hastaliklarda, destekleyici konak modulasyon
tedavilerinin RANKL/OPG oranin1 azaltmakta yararli olacag diigiiniilmektedir (4).
Osteoklast farklilasmasi ve kemik rezorbe edici aktivite, NF-kf3 ligand1 (RANKL) ve
osteoprotegerin (OPG) reseptor aktivatoriiniin etkisi ile kontrol edilir. RANKL,
osteoklast farklilagmasini ve olgunlagsmasini desteklemek i¢in osteoklast Oncii
hiicrelerinin ylizeyinde ifade edilen RANK'a baglanir. OPG, RANKL baglanmasi igin
RANK ile rekabet eder, osteoklast aktivasyonunu ve dolayisiyla kemik
rezorpsiyonunu inhibe eder (3).

Biyolojide 'konak', bir parazitin ge¢imini veya barimmasini saglayan canli bir
hayvan veya bitki olarak tanimlanir. Istilact veya tehdit edici faktdr; bir kommensal
veya simbiyotik ¢iftin daha biiyiik, daha gii¢lii veya baskin tiyesi, bir doku, parca veya
embriyonun baska birinden nakledildigi bir birey. Bu nedenle, 'konak yanit1', istilac
veya tehdit edici faktorlere karsi canli hayvan veya bitkinin viicudunun tepkisini temsil
eder. Bagisiklik tepkisinin manipiilasyonu; istenmeyen reaksiyonlar1 bastirmak igin,
otoimmiinite, alerji veya greft reddi gibi durumlarda arzu edilir. Koruyucu stiregleri

uyarmak i¢in bulasict hastalik durumunda da gereklidir. Bu hedeflere ulagsmak i¢in



stratejiler topluca 'konak yanitinin modiilasyonu' olarak adlandirilir ve tedavide yeni
bir kavram saglar. Bu yaklasimin amaci, konagin dogal savunma mekanizmalarini
destekleyerek inflamatuar sistemin seyrini, konagin yanitin1 degistirerek konagin
bulasict ajanlarla savasmasina yardimci olmaktir. Diger anti-enfektif silahlarla
karsilastirildiginda, konak yanit modiilasyonunun daha az yan etkisi vardir, invaziv
degildir ve kompleks uygulama yontemleri gerektirmez (5).

Osteoklast farklilasmasini ve aktivasyonunu inflamatuar medyatorler araciligi
ile baskilayabilecek bir konak modiilasyon ajanin kullanilmasimin periapikal
dokularda olusan yikimi azaltabilecegi ongiirtilmektedir (6). Baz1 konak modiilatorleri
hem antimikrobiyal hem de anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olabilir ve bu nedenle
hastalik patolojisinin bir¢ok yoniinii kontrol etmek ve tedavi etmek i¢in yararli olabilir
(7).

Yenilebilir tohumlar ve filizlerden elde edilen bitkisel yaglar, flavonoidler
(heliannone, quercetin, kaempferol, luteolin, apigenin), fenolik asitler (kafeik asit,
klorojenik asit, kafeoilkinik asit, gallik asit, protokatesik, kumarik, ferulik asit ve
sinapik asitler), eser elementler ve vitaminler gibi iyi bir antioksidan kaynagidir. Son
birka¢ yilda, aycigcegi tohumu ve filizinden flavonoidler, fenolik asitler tanimlanmig
ve farmasoétik faaliyetlerine katkida bulundugu gosterilmistir (8-12). Aygicegi tohumu,
antioksidan, antimikrobiyal, antidiyabetik, antihipertansif, antiinflamatuar ve yara
iyilestirici Ozelliklere sahip ©nemli bir besin, mineral, antioksidan ve vitamin
kaynagidir (13).

Probiyotikler, yeterli miktarlarda uygulandiginda konagin sagligina fayda
saglayan ve saglik-hastalik siirecine miidahale edebilen mikroorganizmalardir.

Probiyotikler insan saghigini gelistirmeye odaklanmis antiinflamatuar ajanlar olarak



kullanilmistir. Yapilan bir ¢calismada sistemik probiyotik uygulamasi alindiginda, rat
modelinde apikal periodontitiste Onemli Olgiide azalmis inflamasyon ve kemik
rezorpsiyonu ortaya ¢iktigi bildirilmistir (14).

Propolis, bal arilarinin canli bitkilerden topladigi ve kovanlarinin yapiminda
kullandiklar1 recineli bir iirlindiir. Tanenler, flavonoidler ve ucucu yaglar gibi
propolisin ¢esitli bilesenleri, farmakolojik 6zelliklerle iliskilendirilmistir. Bunlarin
bakteriyel hiicre duvarlar1 ve lipopolisakkarit gibi spesifik bilesenleri tizerinde etkili
oldugu ve oral biyofilmin protein icerigini azalttig1 bildirilmektedir. Propolisin
antimikrobiyal ozelliklerine ek olarak, anti-inflamatuar aktivite ve antipsoriatik ve
analjezik etkiler bildirilmistir. Bu nedenle propolis, inflamasyon ve alveoler kemik
kaybinin inhibisyonunda rol oynayabilir (7).

E vitamini (a-tokoferol), lipit peroksidasyonunu ve iltithaplanmasini 6nleyen,
iskemik ve hipoksik dokular1t koruyan ve immiin sistemi uyarict bir serbest radikal
temizleyici olarak islev goriir (15). Oksijen radikallerinin varligimin kronik
inflamasyon ve periodontal hastalik ile iliskili doku hasarinda merkezi bir rol oynadig:
One stiriilmistiir (16). E vitamini antioksidan 6zelliginin yaninda IL(interl6kin)-1, I1L-
6, TNF- o ve PGE2 (prostaglandin E2) gibi kemik kaybini artirdig1 bildirilen pro-
inflamatuar mediatorlerin tiretimini yani kemik yikim siirecini baskilamaktadir (17).
Hayvan ¢alismalar1 sonucunda elde edilen bulgular, E vitamininin (a-tokoferoliin)
kemigin kalsiyum miktarin1 arttirdigini ve mekanik 6zelliklerini gelistirdigini
gostermektedir. Ayrica E vitamininin (a-tokoferol) kemik olusumu lizerine yararh
etkileri oldugunu belirten ¢aligmalar da literatiirde mevcuttur (18, 19).

Bunlardan yola c¢ikilarak c¢alismamizda, normal diyete ek olarak besin

takviyeleri ile apikal periodontitise bagli inflamasyon/rezorpsiyon siiregleri incelendi



ve konak modiilatorii olarak bitkisel yag, probiyotikler, propolis ve E vitamini
kullanildi.

Bu calismanin amaci rutin beslenmeye (ad libitum) ek olarak bitkisel yag,
probiyotik, propolis ve E vitamini takviyesi ile konak modiilasyonunun saglandigi
apikal  periodontitise = bagli  inflamasyon/rezorpsiyon  arasindaki iliskiyi
degerlendirmektir. Calismamizin sifir hipotezi; konak modiilasyon tedavisinde
kullandigimiz besin takviyelerinin inflamasyon/rezorpsiyon siireglerine etkisi

olmayacag seklinde belirlendi.

3.1. Genel Bilgiler

3.1.1. Apikal Periodontitis

Apikal periodontitis, diinya ¢apinda yaygin bir enfeksiy6z hastaliktir ve dental
pulpadaki mikrobiyal enfeksiyonun neden oldugu periapikal dokularda inflamatuar bir
yanit ve kemik yikimi ile karakterizedir (20-22). Apikal periodontitis esasen kok kanal
sisteminin enfeksiyonunun neden oldugu mikrobiyal kokenli inflamatuar bir
hastaliktir  (23). Kimyasal ve fiziksel faktorler periradikiiler inflamasyonu
indiikleyebilmesine ragmen, c¢ok sayida bilimsel kanit, apikal periodontitisin
ilerlemesi ve devam etmesi i¢in enfeksiyonun gerekli oldugunu gostermektedir (24).
Endodontik enfeksiyon, ya pulpa nekrozunun bir sonucu olarak (gliriik, travma,
periodontal hastalik veya iyatrojenik cerrahi prosediirlerin bir sonucu olarak) ya da
onceki endodontik tedavinin bir sonucu olarak, yalnizca konak¢i savunmasindan
yoksun kok kanallarindan gelisir (25). Endodontik mikrobiyoloji ¢alismalarinda
mantarlar, arkeler ve viriisler bulunmasina ragmen bakteriler, apikal periodontitisin

patogenezinde rol oynayan birincil mikroorganizmalardir. Farkli endodontik



enfeksiyon tiplerinde 100 cins ve 9 filuma ait 450'den fazla bakteri tiirii ve filotipi
tespit edilmesine ragmen yiiksek verimli siralama teknolojisi, bu sayilarin daha da
yiiksek olabilecegini ortaya c¢ikarilmistir. Bu nedenle, apikal periodontitis, bakteriyel
enfeksiyon hastaligi olarak kabul edilir (26, 27). Endodontik enfeksiyon siirecinin ileri
asamalarinda, bakterilerin Oncelikle biyofilm yapilarinda organize oldugu
gozlenmistir. Sonug olarak, apikal periodontitis, biyofilm kaynakli agiz hastaliklari
grubuna dahil edilmistir (28). Kok kanal sistemini kolonize eden bakteriler, apikal ve
lateral foramenlerin yani sira iyatrojenik kok perforasyonlart yoluyla periradikiiler
dokulara erisim saglar. Bakteri ve konak savunmasiin karsilagsmasi sonucunda
periradikiiler dokularda inflamatuar ve immiinolojik reaksiyonlar meydana gelir (Sekil
1). Koruyucu olmasina ragmen, bu savunma mekanizmalar1 yikici olabilir ve apikal
periodontitis gelisimine neden olabilir.

Bakteriyel ve konake¢i ile ilgili birka¢ faktdre bagli olarak, endodontik
enfeksiyonlar, akut veya kronik apikal periodontitis formlarina neden olabilir. Ancak,
histopatolojik kosullar her zaman klinik semptomlarla korele olmadigindan apikal
periodontitis klinik olarak semptomatik veya asemptomatiktir. Bir kez inflamasyon
basladiktan sonra, hastalik siireci ¢evreyi degistirir ve baskin tiirlerin se¢imi de dahil
olmak tizere bakteri ekolojisinin 6zelliklerini etkiler. Apikal periodontitisin nedeni
bakteriyel enfeksiyon olmasina ragmen, hastaligin ilerlemesi, ciddiyeti, tedaviye yaniti
ve konak¢inin enfeksiyona karst direncine miidahale eden konakg ile iligkili hastalik

degistiriciler tarafindan etkilenebilir (Sekil 1) (26, 27).
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Sekil 1. Apikal periodontitis olusum dongiisii (25)

3.1.1.1. Apikal Periodontitisin Etiyolojisi

Nekrotik bir kok kanalinda bakteri olusumu ilk olarak 17. yiizyilda Hollandal1
amatOor mikroskop Tlreticisi Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723) tarafindan
gbzlemlendi ve ¢iiriik bir digin kok kanallarinin kendisine canli gibi goriinen “yumusak
bir madde ile dolduruldugunu” bildirmistir. Bu organizmalara “hayvanlar” adin1 verdi
(29). Bununla birlikte, bakterilerin hastalik nedenselliginde oynadigi rol o zamanlar
siiphe gotiirmezdi ve Ozellikle Almanya'da Robert Koch'un ve Fransa'da Louis
Pasteur'un ¢abalarina dayanarak bunun ortaya ¢ikmasi yaklagik 200 yil aldi. Gergekten
de, bakteri ve apikal periodontitis arasindaki neden-sonug iliskisi ilk olarak 1894'te
Almanya, Berlin'deki Koch laboratuvarinda ¢alisan Amerikali dis hekimi Willoughby
Dayton Miller tarafindan onerildi (30). Kok kanal orneklerinin bakteriyoskopik
incelemesi ile Miller, temel bakteriyel morfotipleri (kok, basil ve spirilla veya
spiroketler) tanimladi ve endodontik mikrobiyotanin koronal, orta ve apikal kok kanali
kisimlarindaki farkliliklar1 bildirdi. Apikal apselerde yiiksek oranda gozlenen

spiroketlerin bu hastalikta etiyolojik rol oynadigindan siiphelenildi. Miller'in 151k
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mikroskobu altinda gordiigli bakterilerin ¢ogu, o zamanlar mevcut olan teknoloji
kullanilarak yetistirilemedi. Muhtemelen anaerobik bakterilerdi ve ancak 50 ila 100
yil sonra anaerobik kiiltiir tekniklerinin ortaya c¢ikmasiyla basarili bir sekilde
yetistirildiler. Bu arada, kok kanali da dahil olmak iizere ¢esitli ortamlarda yasayan
cok sayida bakteri tirii bugiin yetistirilmeyi beklemektedir (31, 32). Miller,
bulgularina dayanarak, bakterilerin apikal periodontitisin nedeni olabilecegini 6ne
stirdii.

Bu klasik calismadan yaklagik 70 yil sonra, Miller'm varsayimlar1 1965'te,
geleneksel ve mikropsuz ratlarin dis pulpalarinin agiz bosluguna maruz kalmaya
tepkisini arastiran Kakehashi ve arkadaslarimin bir g¢alismasinda kesin olarak
dogrulandi (33). Histolojik olarak, tiim konvansiyonel ratlarda pulpa nekrozu ve apikal
periodontitis lezyonlarinin gelistigini, oysa mikropsuz ratlarin pulpalarinin sadece
canli kalmadigini, ayn1 zamanda sert doku olusumu ile kendilerini tamir ettigini
belirlediler. Bakteri yoklugunda, dentin benzeri doku, maruz kalan alan1 kapatmis ve
canli pulpalar1 agiz boslugundan yeniden izole etmistir. Bakterilerin apikal
periodontitis etiyolojisindeki temel rolii, travma sonrasi pulpalar1 nekrotik hale gelen
dislerin kok kanallarinda meydana gelen bakterileri degerlendirmek i¢in anaerobik
kiltiir teknikleri uygulayan Sundqvist (1976) tarafindan yapilan bagka bir klasik
calismada daha da dogrulanmistir (34). Bakterilerin sadece apikal periodontitisin
radyografik kanitin1 gosteren dislerin kok kanallarinda bulunmasi, bu hastaligin
enfeksiyoz etiyolojisini dogrulamistir. Anaerobik bakteriler, izole edilen suslarin
%90"1ndan fazlasini olusturmaktadir. Sundqvist'in ¢alismasi ayrica, kok kanalindaki
nekrotik pulpa dokusunun ve durgun doku sivisinin, enfeksiyon yoklugunda apikal

periodontitis lezyonlarini indiikleyemedigini ve siirdiiremeyecegini gostermistir.
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1981'de Moller ve arkadaslari, apikal periodontitisin mikrobiyal nedenselligine
dair daha fazla gii¢lii kanit ortaya koymuslardir (21). Maymunlarda yaptiklari ¢alisma,
apikal periodontitis lezyonlarinin sadece pulpalar1 devitalize ve enfekte olan dislerde
gelistigini, buna karsin cansiz fakat enfekte olmayan pulpalar1 olan dislerde
periradikiiler dokularda 6nemli patolojik degisiklikler gostermedigini bildirmislerdir.
Apikal periodontitis gelisimi i¢in mikroorganizmalarin énemini dogrulamanin yani
sira, bu calisma ayn1 zamanda nekrotik pulpa dokusunun kendi basma apikal
periodontitis lezyonlarint indiikleyemedigini ve koruyamadigini da dogrulamstir.
Endodontik mikrobiyoloji arastirmacilarinin, apikal periodontitisin ana etken maddesi
olan bir tiir veya tiirler grubunu bulmalar1 uzun siiredir devam eden bir istek olmustur.
Bununla birlikte, kiiltiir ve molekiiler tanimlama yontemlerinin yani sira morfolojik
calismalarin getirdigi bilgiler biriktik¢e, apikal periodontitisin esas olarak kok kanal
duvarlarina yapisan karisik ve organize bakteri topluluklarindan kaynaklandigina dair
kanitlar ortaya ¢ikmistir. Bu, Siqueira ve Rocgas't apikal periodontitis etiyolojisine
patojen olarak topluluk kavramini uygulamaya sevk etti (35). Bu konsepte dayanarak,
hastalik prognozu, toplulugu olusturan tiirler arasindaki bilesime, bolluga,
etkilesimlere ve patojeniteye baglidir. Kok kanallarinin mikrobiyal kolonizasyon
paternlerinin morfolojik ¢alismalari, glinlimiizde biyofilm benzeri yapilar olarak kabul
edilen bakteriyel yogunlagmalar bildirmistir (36-38). Bununla birlikte, Ricucci ve
Siqueira tarafindan yapilan bir calismada, intraradikiiler ve ekstraradikiiler
biyofilmlerin prevalansi arastirilirken bunlarin primer ve tedavi sonrasi apikal
periodontitis ile iliskisi kurulmaya c¢alisilmistir (28). Bu c¢alismada apikal
periodontitisli tim dislerde bakteriyel enfeksiyon meydana gelmis ve bu da hastaligin

enfeksiy0z etiyolojisini dogrulanmistir. Ayn1 zamanda bakteriler, tedavi edilmemis ve
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tedavi edilmis dislerin apikal segmentindeki biyofilmlerde yiiksek prevalansta

organize oldugu gozlenmistir.

3.1.1.2. Klinik Ozellikleri

3.1.1.2.1. Semptomatik Apikal Periodontitis (Akut Apikal Periodontitis)

Akut apikal periodontitis, periodonsiyumun periapikal dokularin, genellikle
geri dontisimsiiz pulpitis ve pulpal nekrozdan kaynaklanan inflamatuar bir
durumudur. Kimyasal ve fiziksel faktorler pulpitise neden olabilse de, ¢cogu vakanin
genellikle ¢iiriik veya travmaya bagli mikrobiyal bir nedeni vardir (39). Etkilenen bir
disin periapikal bolgesinde bazi bakterilerin varlig1 gosterilmis olmasina ragmen akut
apikal periodontitis; bulasici bir siire¢ olmaktan ¢ok, agirlikli olarak inflamatuar bir
stiregtir (40). Akut apikal periodontitisli hastalar genellikle orta ila siddetli agriya
sahiptir ve bu da acil tedavi ihtiyacina neden olur (41). Bu durum, genellikle apikal
periodonsiyumda, 1sirma, perkiisyon veya palpasyona agrili bir yanit da dahil olmak
tizere klinik semptomlar iireten bir iltihaplanma olarak tanimlanir. Apikal radyoliisent
bir alanla iligkili olabilir veya olmayabilir. Bu dis, pulpa duyarlilik testlerine yanit
verebilir veya vermeyebilir ve disin radyografisi veya goriintiisii tipik olarak en
azindan genislemis bir periodontal ligament boslugu sergileyecektir ve koklerin biri

veya tliimii ile baglantili bir apikal radyoliisensi gosterebilir veya gostermeyebilir (42).

3.1.1.2.2.Asemptomatik Apikal Periodontitis (Kronik Apikal Periodontitis)

Kronik apikal periodontitis pulpa kokenli apikal periodonsiyumun
inflamasyonu ve yikimi olarak tanimlanir; apikal radyoliisent bir alan olarak goriiniir
ve klinik semptomlar iiretmez. Bu dis genellikle pulpa duyarlilik testlerine yanit

vermez ve disin radyografisi veya goriintiisii apikal radyoliisensi sergileyecektir. Dis
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genellikle 1sirma basincina duyarli degildir ancak perkiisyonda hastaya farkli
hissettirebilir. Bazen hasta hafif hassasiyet bildirebilir. Kronik apikal periodontitisin

semptomlari hastalar arasinda farklilik gosterebilir (42).

3.1.2. Enfeksiyon ve inflamatuar yamt

Mikrobiyal etkilesimin apikal periodontitisin patogenezinde 6nemli bir rol
oynadigina dair literatiirde kanitlar bulunmaktadir (43, 44). Mikroorganizmalar
dogrudan doku hasarina neden olabilir ve salgilariyla (enzimler, eksotoksinler,
metabolik son tiriinler) immiinolojik yanit1 baslatabilirler (3, 45).

Apikal periodontitise neden olan immiinolojik yanit farkli viriilans faktorlerine
gore degisilikler gostermektir. Total pulpa nekrozu sonucunda ortaya ¢ikan apikal
periodontitis gelisiminde veniillerin ¢okmesine ve kan akiginin durmasi ile pulpal
interstisyel basingta genel bir artisa bagl olarak pulpa bogma teorisine ve kontamine
olmayan nekrotik pulpanin kan akisinin kesilmesine neden oldugu sonucuna varan
hayvan ve insan ¢alismalarina dayanmaktadir (46-48). Kasitli olarak cansizlastirilan
veya kazara travmatize edilen pulpa genellikle enfekte olmadikg¢a periapikal
inflamasyonu indiikleyemezler (21, 34, 49). Vital pulpa ciiriik veya diger yollardan
dolay1 enfekte olursa periapikal inflamasyon gelisebilir, ancak kok kanalinin apikal
kisminda vital pulpa doku hala mevcuttur (50, 51). Pulpa enfekte oldugunda, birgok
dogustan gelen ve adaptif bagisiklik hiicresi aktive olur ve sitokinler, kemokinler ve
noropeptitler dahil olmak {izere yiliksek miktarlarda cesitli inflamatuar aracilari serbest
birakir. Pulpa iltihab1 yayildik¢a, inflamatuar mediatorler periapikal dokularin
patobiyolojisini degistirmeye baglar, vazodilatasyon, artmis vaskiiler gecirgenlik,
immiinoinflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ve kemik rezorpsiyonuyla kendini

gosterir.  Klinik  olarak, apikal periodontitisin radyografik muayenesinde
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gozlemlenebilir degisiklikler, periodontal ligament (PDL) araliginin genislemesi veya
kemik rezorpsiyonuna bagli apikal osteolitik lezyonlarin gelismesidir. Kemik kaybi
esas olarak aktive edilmis osteoklastlardan kaynaklandigi bilinmektedir. Osteoklast
progenitor hiicre farklilagsmasini ve aktivasyonunu indiikleme kabiliyetine sahip IL-1,
IL-6, IL-11, IL-17 ve TNF-a gibi birgok sitokin bulunmustur (52, 53). Periapikal
dokularda inflamasyonun neden oldugu kemik rezorpsiyonuna, kok kanalindan
mikrobiyal istilanin yayilmasina Kkarsi esasen bir savunma hatti olusturan
immiinoinflamatuar hiicrelerin toplanmasi eslik eder (54). Apikal periodontitis
patogenezinde, dogal ve kazanilmis immiin yanitlarin yani sira periapikal dokulardaki
duyusal sinir yamtimda igerir. Insan periradikiiler lezyonlarinda bulunan
immiinoinflamatuar hiicreler, lenfositler, makrofajlar, nétrofiller, plazma hiicreleri,
dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri ve dendritik hiicrelerden olusur ve ilk iki tip

cogunluktadir (55, 56).

3.1.2.1. Dogal immiin Yamt

Dogustan gelen bagisiklik, efektor hiicreler (makrofajlar, dendritik hiicreler,
noétrofiller, monositler, epitel hiicreleri ve endotel hiicreleri) tarafindan iiretilen
sitokinler, kemokinler ve hiicre yiizeyi reseptorlerini igerir. Lipopolisakkarit (LPS),
bakteriyel niikleik asitler, fimbrialar ve proteazlar gibi mikropla iliskili efektor
hiicreleri aktive eden molekiiler modellerdir. Efektor hiicreler, model tanima
reseptorleri aracilifiyla molekiiler modelleri tanimlar ve bunlara yanit verir. Konak
hiicreler tarafindan bir kez tanindiklarinda, cesitli hiicre ici sinyal yollarin1 aktive
ederler. Dogustan gelen bagisiklik tepkisinin erken aktivasyonu, sitokin tepkilerinin
ortaya ¢ikarilmasi seklindedir. Sitokinler, periodontal hiicrelerdeki degisiklikleri ve

ayrica hiicre dis1 matrisin bilesenlerinin doniisiimiinii ve bozulmasim tetikler (57).
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Ektraselliiler matriks bilesenlerinin parcalanma {irtinleri makrofajlar1 aktive eder ve
daha fazla kendi kendine yeten sitokin salgilanmasina neden olur (58). Artan regiile
sitokin ekspresyonu, vaskiiler degisiklikler, polimorfoniikleer noétrofillerin (PMN'ler)
aktivasyonu ve gogl ile sonuglanir ve sonugta osteoklastogenez ve osteoklast
aktivasyonuna yol agar (59).

Proinflamatuar sitokinler inflamatuar yanit1 giiclendirmek icin diger
inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu diizenlerler. IL-1 ve TNF-a, dogustan gelen
immiin yanittaki anahtar proinflamatuar sitokinlerden bazilaridir. Lokositleri ve
endotel hiicrelerini aktive ederler, kemokinlerin, prostaglandinlerin ve matris
metalloproteinazlarin (MMP) {iretimini uyarirlar. IL-1B, MMP'lerin indiiklenmesi
yoluyla kemik rezorpsiyonunun ve bag dokusu bozulmasinin giiclii bir indiikleyicisi
olarak periodontal hastaligin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (60, 61). TNF-a,
ayn1 zamanda kemik rezorpsiyonunu indiikleyen ve PGE2 ve MMP sekresyonunu
yukari regiile eden bir proinflamatuar sitokindir. Offenbacher ve arkadaglarina gore
LPS gibi bakteriyel iirtinler IL-1 ve TNF-a ekspresyonunu indiikler, inflamasyonu
giiclendiren sitokinler, kemokinler ve siklooksijenaz {iriinlerinin iiretimini ytikseltir
(62). Inflamatuar aracilarin seviyeleri belirli bir esige ulastiginda, kemik rezorpsiyon

yollar1 aktive olur (63).

3.1.2.2. Kazamilmis immiin Yamt

Ilk dogustan gelen bagisiklik tepkisinde iiretilen sitokinler, spesifik antijen
yapilarmin T ve B hiicresi tarafindan taninmasi yoluyla adaptif bagisiklik tepkisi
yollarim1 aktive eder. Sitokin ortami, belirli efektor T hiicre alt kiimelerinin
farklilagsmasini belirler. Antijen sunan hiicreler (APC'ler), farklilasmamis CD4+ T

hiicreleri (ThO) hiicrelerine spesifik antijenler sunar. Th (T helper) 1, Th2, Th17, Treg
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(Diizenleyici T) hiicreleri gibi CD4+ T hiicrelerinin farkli alt kiimelerine farklilasirlar.
Her T hiicresi alt kiimesi, bagisiklik tepkisinin farkli yonlerini diizenleyen ve hastalik
ilerlemesinin dinamiklerini etkileyen benzersiz sitokin salgilama profili ile iliskilidir.
Thl hiicreleri, fagositik makrofajlar ve NK hiicreleri ve CD8+ T hiicreleri gibi
sitotoksik hiicrelerden olusan patojenik mikroorganizmalara karsi hiicre aracili
bagisikligin aktivasyonundan sorumlu bir sitokin olan interferon (IFN) -y iiretir. Th2
hiicreleri, sitokinlerin (IL-4, IL-5 ve IL-13) salgilanmasi yoluyla hiimoral (antikor
aracili) bagisiklig1 ve mast hiicre aktivitesini diizenler ve B hiicresi yanitin1 koordine
eder. Treg hiicreleri, transforme edici biliylime faktorii (TGF) —f ve IL-10'un
salgilanmasinin aracilik ettigi bir immiinosupresif etkiye sahiptir. Diger T hiicresi alt
kiimeleri {izerinde diizenleyici bir islevi vardir. Bu hiicreler asemptomatik apikal
periodontitis lezyonlarinda artar ve bu nedenle hastalik patogenezinde rol
oynayabilirler (64). IL-10, ikili rolii olan diizenleyici bir aracidir. Thl ve Th2
yanitlarini, makrofaj ve dentritik hiicre fonksiyonlarini baskilar ve Thl hiicrelerinden,
Th2 hiicrelerinden, PMN'lerden ve NK hiicrelerinden sitokin iiretimini asag regiile
eder. Bununla birlikte, B hiicrelerini de aktive edebilir. IL-10 biyolojisinin bu farkli
yonleri muhtemelen yerel sitokin ortamina baglidir. ThO hiicreleri ayrica Thl7
hiicrelerine farklilasabilir ve AAP'de proinflamatuar yanitlart giiglendirdiklerine
inanilmaktadir. Hiicre disi1 bakterilere karst bagisiklik tepkilerine aracilik eden
proinflamatuar sitokinler 1L-17 ve IL-22 iiretirler (65). IL-17, IL-13 ve TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinlerle ortak bircok aktiviteye sahiptir, onlarla sinerjistik
aktiviteye sahiptir ve ekspresyonlarmi indiikler (66). IL-17, periodontal hastalikta

noétrofil infiltrasyonunu aktive eder ve MMP'leri yukari regiile eder. Bununla birlikte,
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muhtemelen nétrofil fonksiyonu iizerindeki etkileri yoluyla, kemik homeostazinda IL-

17'nin koruyucu bir rolii de ileri stirtilmustiir (67).

3.1.2.3. Duyusal Immun Yamt

Baz1 birincil afferent duyusal sinir lifleri, ¢esitli tahris ediciler tarafindan
uyarildiktan sonra, vazodilatasyona, protein ekstravazasyonuna ve bagisiklik
hiicrelerinin toplanmasina ve diizenlenmesine aracilik eden ndropeptitleri serbest
birakir. Bu durum norojenik inflamasyon olarak adlandirilir (68, 69). Norojenik
inflamasyonun indiiklenmesindeki temel néropeptidler, vazodilatasyon i¢in kalsitonin
geni ile iligkili peptid (CGRP) ve protein ekstravazasyonunun indiiklenmesi igin
supstant P (SP) 'dir. inflamasyon varliginda, afferent liflerin filizlenmesini ve
noropeptid salinimini tetikleyen inflamatuvar mediyatorlerde lokal artiglar meydana
gelir, bu degisiklikler nérojenik Inflamasyona yol agar (69-72). inflamasyonun ilk
belirtilerinin (vazodilatasyon ve artmis vaskiiler gegirgenlik) agiga ¢ikmasina neden
olan noropeptidlerin temel islevlerinin yani sira, bu noropeptidlerin inflamasyon
stirecindeki roliiniin artik ¢ok daha karmasik oldugu bilinmektedir.

Kronik apikal periodontitis lezyonlarmin gelisiminde, néropeptitler ayrica
immiin regiilasyon, kemik rezorpsiyonu ve yara iyilesmesinde rol oynar. Yeterli
konsantrasyonlarda SP varligi, makrofajlardan 1L-1, TNF-a ve IL-6 salgilanmasini
arttir. Ayrica T-lenfosit proliferasyonunu uyarir ve T hiicreleri tarafindan antijen
kaynakli IFN-y tretimini arttirir (73). SP gibi belirli noéropeptitler, immiin ve
inflamatuar yanitlar1 aktive ederlerken, CGRP, vazoaktif bagirsak peptidi (VIP) ve
noropeptid Y (NPY) gibi diger néropeptidler, inflamatuar yanitlari inhibe eder. CGRP

ve diger inflamatuar mediatorler, eikosanoidler ve bradikinin gibi néropeptidler
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arasindaki sinerjistik etkilesimler, immiin yanitta bu molekiiller arasinda karmasik bir
etkilesim oldugunu diistindiiriir (73-75).

Kronik apikal periodontitis lezyonlarinda, makrofajlar ve lenfositler dahil
olmak tizere belirli bagisiklik hiicrelerinde SP ve CGRP i¢in spesifik reseptorler
eksprese edilir. Hem CGRP hem de VIP, osteoklastik fonksiyonlar1 baskilayarak
kemik rezorpsiyonunu inhibasyonunda etkindir. Apikal periodontitis lezyonlarinda
VIP seviyesi artarken lezyon boyutu azalmaktadir. Osteoklast hiicre kiiltiirti
calismalari, daha yiiksek VIP konsantrasyonlarinin varliginin, kemik rezorpsiyon
bosluklari olusturma yeteneklerinde bir azalmaya yol acarak, hizli sitoplazmik
kasilmaya ve hiicre hareketliliginin azalmasina neden oldugunu gostermistir. VIP,
TNF-a, IL-6 ve IL-12 iiretimini bloke etmek i¢in makrofajlar tizerinde bir etki gosterir,
bu da VIP'nin apikal periodontitis lezyonlarinin biiyiimesini kontrol etmede bir rolii
olabilecegini disiindiiriir (70). Kok kanal enfeksiyonunun neden oldugu apikal
periodontitisin patogenezindeki baslica dogal ve adaptif immiin yanitlar ve norojenik

inflamasyon Sekil 2'de gosterilmektedir.
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Sekil 2. Apikal periodontitisin patogenezinde baslica dogal ve adaptif immiin yanitlar ve ndrojenik

inflamasyon (42)
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3.1.3. Bagisiklik Sistemi

Bagisiklik; hastalifa, Ozelliklede enfeksiydoz hastaliga karsi bir direngtir.
Enfeksiyonlara karsi dirence aracilik eden hiicre, doku ve molekiillerin toplamina
bagisiklik sistemi denir ve bu hiicre ve molekiillerin enfeksiy6z mikroplara karsi
koordineli reaksiyonu bagisiklik tepkisidir (76). Bununla birlikte, konak savunmast;
doku homeostazi ve sistem biitlinliigliniin korunmasinda bagisiklik sisteminin genel
islevinin yalnizca bir tezahiiriidiir. Aslinda, bagisiklik sistemi gelisme, iireme ve yara
tyilesmesi gibi temel fizyolojik siireclerin ayrilmaz bir pargasidir ve bagisiklik sistemi
ile metabolizma, merkezi sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistem gibi diger viicut
sistemleri arasinda yakin bir etkilesim oldugu agiktir (77). Konak savunma
mekanizmalari, enfeksiyonlara karsi ilk korumaya aracilik eden dogal bagisikliktan ve
daha yavas gelisen ve daha sonra enfeksiyonlara kars1 daha etkili savunmaya aracilik
eden adaptif bagisikliktan olusur (76). Ayrica, bagisiklik hiicrelerinin ve faktorlerinin
etkileri konak savunmasi ile sinirh degildir, gelisim, doku homeostazisi ve onarimina
kadar uzanir. Ek olarak, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi yaygin olarak bagisiklik
sisteminin bir parcast olarak kabul edilmeyen stromal ve mezenkimal hiicrelerin
oynadig1 6nemli immiinolojik islevler vardir. Bunun da 6tesinde, herhangi bir antijene
verilen yanitin tipini tanimlamada ¢evrenin inflamatuar durumunun 6nemli oldugu ve
bagisiklik sisteminin aslinda hem steril hem de enfeksiy6z durumda doku
homeostazinin korunmasi ve restorasyonu i¢in ¢ok dnemli oldugu artik bilinmektedir

(77).
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3.1.3.1. Periapikal Hastaligin Olusmasinda Bagisiklik Sisteminin Rolii

Periapikal lezyonlar, bir dizi immiin ve yapisal hiicre i¢ceren yumusak doku
lezyonunun (Graniilasyon dokusu) gelisimi ile birlikte dinamik bir kemik rezorpsiyonu
ve birikimi siirecini temsil eder. Bu periapikal lezyon igindeki bagisiklik hiicreleri
arasinda lenfositler, makrofajlar, noétrofiller, plazma hiicreleri ve mast hiicreleri
bulunurken yapisal hiicreler fibroblastlar1 ve osteoblastlari i¢erir. Bunlara ek olarak,
endotel hiicreleri ve osteoklastlar, inflamatuar siirecin ilerlemesinde onemli bir rol
oynar. Bazen bu lezyon olusum alaninda epitel hiicreleri bulunur ve daha 6nce
belirtildigi gibi kistik olusumlaraa yol agabilir (78).

Periapikal hastalikta bagisiklik sisteminde 2 sekilde yanit ortaya cikabilir.
Bunlardan birisi olan dogustan gelen immiinolojik hiicreler ve faktorlerin, periapikal
lezyonlarin baslangi¢ gelisiminde kritik bir rol oynadig1 goriilmektedir. Caligmalarda,
bu hiicrelerin baskilanmasinin, hayvan modellerinde lezyon olusumunun 6nemli
6l¢iide bozulmasina neden oldugunu gosterilmistir (79, 80).

Diger bir yamit olarak adaptif bagisikligin rolli, konakei, viriilent oral
bakterilerin 6nemli bakteriyel yiikiine maruz kaldiginda ortaya cikar. Bu nedenle,
adaptif bagisiklikta rol alan T ve B hiicrelerinden yoksun hayvanlarin mo'ya maruz
birakilmast sonrasi siddetli sislikler gelistigi ve yaygin enfeksiyonlar goriildigi
bildirilmistir (81, 82).

Bununla birlikte, ¢ogu durumda, bakteriyel tahris edici maddeler o kadar
siddetli degildir ve immiinolojik yanit, dnemli bir morbidite olmaksizin onu kontrol
etme yetenegine sahiptir. Cesitli immiinolojik faktorler ve ilerleyen mikrobiyal tahris
edici maddeler arasindaki denge, periapikal lezyonun tam boyutunu belirler. Cogu

hayvan caligmasinda, lezyonun boyutu 4-6 hafta i¢inde belirli bir radyografik veya
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histolojik diizeye ulasir ve daha sonra deneyin geri kalani igin stabil oldugu
goriilmiistiir (83-85). Bu denge, ortaya ¢ikan yaniti titre etmek i¢in uyum iginde
hareket eden proinflamatuar ve antiinflamatuar hiicreler ve molekiiler aracilar
tarafindan korunmaktadir. Immiinolojik denge, pulpitis ve diger inflamasyon
tiirlerinde oldugu kadar apikal periodontitis durumunda da kritiktir ve inflamasyonun
yan etkilerini sinirlar. Bu siireg, iltihabin koruyucu islevini saglar ve yikici etkilerini

smirlar (78).

3.1.4. Konak Modiilasyonu

Konak modiilasyonu, bir hastaligi tedavi etmek i¢in konak olan insan
viicudunun durumunu veya islevini degistirmeyi amaclayan terap6tik bir kavrami
icermektedir. Hastalikta konagin inflamatuar yanitinin modiilasyonu, anti-inflamatuar,
anti-oksidan, modiilator maddelerin yardimiyla yikimi Onleyen veya iyilestiren
bagigiklik yanitini degistirmeyi onermektedir (86). Temelde modiilasyon tedavisi,
proinflamatuar ve antiinflamatuar faktorler arasindaki dengeyi yeniden kurmayi,
hastaligin gelisimini durdurmayr ve iyilesmeye elverisli bir ortam yaratmayi

amaclamaktadir. (Sekil 3) (87).
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Sekil 3. Konak inflamatuar yanit tedavisinin eylem yollarinin sentezi (88)



Elbette bu terapi, tedaviye ek olarak gelir, altin standart, enfeksiyon
kaynaklarinin uzaklastirilmasidir. Konagin inflamatuar immiin yanitinin modiilasyon

terapisinde kullanilan temel ajan siniflamalar1 (88) (Sekil 4).
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NSAID'ler: steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar; SDD: alt antimikrobiyal dozlarda doksisiklin; ®-
3/6 PUFA: omega 3/6 ¢oklu doymamis yag asitleri; EPA: eikosapentaenoik asit; DHA:
dokosaheksaenoik asit (88).

Sekil 4. Modiilasyon terapisi i¢in kullanilan ana madde siniflari.

3.1.4.1. Tedaviye Ek Yontem Olarak Konak Modiilasyonu

Istenmeyen reaksiyonlar1 bastirmak igin bagisiklik tepkisinin manipiilasyonu,
otoimmiinite, alerji veya greft reddi gibi durumlarda arzu edilir. Koruyucu siirecleri
uyarmak icin bulasict hastalik durumunda da gereklidir. Bu hedeflere ulasmak i¢in
stratejiler topluca konak yanitinin modiilasyonu olarak adlandirilir ve tedavide yeni bir
kavram saglar (89, 90). Bu yaklasimin arkasindaki mantik, konaga dogal savunma
mekanizmalarini destekleyerek bulasici ajanlara karsi miicadelesinde yardimei olmak

veya inflamatuar sistemlerin seyrini degistirerek yanitim1 degistirmektir. Enfeksiyona
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kars1 diger silahlarla karsilastirildiginda, konak yanit modiilasyonu potansiyel olarak
daha az yan etkiye sahiptir, invaziv degildir ve karmasik uygulama yontemleri
gerektirmez (91, 92).

Hastalik durumunda konak sistemin kendisi, hasar almadan dengeye gelmek
icin belki de en iyi sistemdir; ilag veya benzeri seyler alarak degilde, konakg¢i bagisiklik
tepkisini dogal yollarla giiclendirerek, yani saglikli bir yasam tarz1 ile (Or. sigara
igmemek, yeterli diyet Onciilleri, antioksidan vitaminler, uygun viicut agirhgin

korumak vb.) bagisiklik sistemini gelistirerek miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir

(93).

3.1.5. Konak Modiilasyon Ajanlari

3.1.5.1. Bitkisel Yag

Bitkisel yaglar, cesitli doymus ve doymamis yag asitleri, fosfatidler,
pigmentler, steroller ve tokoferollerin karmasik bir karisimidir. Doymus ila doymamis
yag asitlerinin orani insan beslenmesi i¢in zorunludur. Kat1 ve sivi yaglar normal
giinliik tiiketimin bir parcasidir. Bitkisel yaglar 6nemli bir enerji kaynagidir ve insan
beslenmesinde Onemli yere sahiptirler. Geleneksel tipta; bronsit, 6dem, soguk
alginligl, oksiiriik ve yaniklarin tedavisinde kullanilan yenilebilir yaglar, viicutta
sentezlenmeyen esansiyel yag asitlerinin tasiyicist olarak énemli bir rol oynar ancak
hiicre zarlarinin biitiinliigiinii koruyabilmek amaciyla sentez i¢in de gereklidirler (94).

Aycicegi (Helianthus annuus L.) yagi, diinyanin en 6nemli bes bitkisel yag
tirlinli arasindadir. Q (omega) -3'lin Q-6 yag asidine orani, kardiyovaskiiler, kalp ve
diger saglik avantajlari i¢in kritik 6neme sahiptir (94, 95). Ay¢icek yagi, tohumlardan

fiziksel veya kimyasal ekstraksiyon ile elde edilir. Aycicek yagi PUFA (Coklu
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doymamig yag asitleri), linoleik asit (C18:2) (%48,3—74,0) bakimindan ve MUFA
(tekli doymamus yag asitleri), oleik asit (C18:1) (%14,0-39,4) bakimindan yiiksektir.
Aycigek yagi, yiiksek konsantrasyonda PUFA'larin yani sira nispeten yiiksek E
vitamini ve fitosterol seviyelerinin varligi nedeniyle ¢ok degerlidir. Biyoaktif
seskiterpen laktonlar (en biiylik bitki sekonder metabolit siniflarindan birisidir)
bunlarin varlig1 aycicek yaginda da gosterilmektedir ve antiinflamatuar, antikanser,
antimikrobiyal &zelliklerine ek olarak, antiprotozoal etkisi ile 6zel ilgi ¢ekmislerdir
(95). Aygicegi, olumlu saglik etkilerinden dolay1 fonksiyonel bir gida veya nutrasotik
olarak kabul edilmistir, ancak tam potansiyeli heniiz bilinmemektedir. Aygigeginin
farmakolojik ¢alismalarda gesitli hastaliklar i¢in iyilestirici 6zelliklere sahip oldugu

bulunmustur (Sekil: 5) (96).

- Auti-infammatory

Sekil 5. Aygicek yagimin farmakolojik ve saglik yararlari (96).

3.1.5.1.1. Bitkisel Yag ve Agiz Saghgina Etkisi

Genel saglik yapisi tizerindeki olumlu etkilerinin yani sira, dis ¢liriimesini, dis

eti kanamasini ve agiz kokusunu onlemek i¢in geleneksel bir yontem olan yag ile
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calkalama oOnerilmektedir (97-102). Hastalar tekrar tekrar agiz dokulari lizerinde
olumlu bir etki tanimladilar ve bu fenomen ig¢in heniiz net bir bilimsel agiklama
olmamasina ragmen, bir¢ok popiiler bilimsel kaynak, prosediirii agiz hijyeninin giinliik
bir takviyesi olarak tanitiyor. Yemeklik yaglarin koruyucu dis hekimliginde etkileri
konusunda ¢ok sayida arastirma bulgusu olmasi beklenebilirdi, ancak yalnizca birkag
bilimsel ¢alisma var. Agirlikli olarak dogal kozmetikler alanindaki bazi1 agiz bakim
miistahzarlari, igerik olarak "agiz yagindan" dis macununa veya tiikiiriik ikamelerine
kadar degisen bitkisel yaglar igerir (103). Bitkisel yaglarin etkinligine iliskin 6nceki
bulgular ve literatiir tartismali oldugundan ve daha fazla arastirma gerektirdiginden,
dagilimlarinin daha ¢ok ampirik bir uygulamaya dayandigini belirtmek onemlidir.
Bununla birlikte, birka¢ calisma, bitkisel yaglarin oral biyofilm birikimini engelleme
ve alveol kemigi ve yumusak doku iizerinde koruyucu bir etkiye sahip olma

potansiyelini bilimsel olarak kanitlamaya ¢alismaktadir (100, 101, 104, 105).

3.1.5.2. Probiyotikler

Probiyotik terimi, "yasam i¢in" anlamima gelen Latince'den tiiretilmistir.
Probiyotikler patojenik olmayan, faydali, canli bakteri ve mayalardir. En yaygin
kullanilan  probiyotikler ~Lactobacillus, Bifidobacterium ve Saccharomyces
boulardii'dir. Lactobacillus ve Bifidobacterium zorunlu fakiiltatif anaeroblar olan
Gram pozitif gubuklardir ve S. boulardii bir mayadir (106).

Probiyotikler, yeterli miktarda uygulandiginda konake¢iya saglik yarari
saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanir ve tarihi, insanlarin sagliklari i¢in
fermente siit igtikleri ylizyillar oncesine dayanmaktadir. 1899'da Paris'teki Pauster
Enstitiisti'nden Henry Tessler tarafindan, emzirilen bebeklerin bagirsaklarinda

bebeklerin daha az ishal ataklar1 gecirmesine sebep olan probiyotiklerden birisi olan
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bifidobakterileri kesfetmistir. 1907'de probiyotiklerin saglik yarar1 i¢in kullanilmasi
fikrini ilk oneren Eli Metchnikoff ¢alismalarinda agiz yoluyla alinan laktobasil’lerin,
patojen bakterilerin yerini aldigini ve insan sagligi iizerinde olumlu etkiler gosterip,
yasam sliresini uzattigini belirtmistir (107-109).

Lactobacilluslarin, en dikkat ¢ekenleri L. acidophilus, L. rhamnosus, L.
bulgaricus, L. reuteri ve L. casei iceren birka¢ ayri tiir igerir. Benzer sekilde
probiyotiklerde en yaygin olarak kullanilan Bifidobacterium tiirleri arasinda B.

Animalis, B. infanti, B. lactis ve B. longum bulunur (108).

3.1.5.2.1. Probiyotikler ve Agiz Saghgina Etkisi

Probiyotikler, uygun dozlarda uygulandiginda konakg¢iya saglik yarari
saglayan canli mikroorganizma kiiltiirleri olarak tanimlanir ve periodontal tedaviye ek
olarak kullanimlar1 da arastinlmistir; henliz tam olarak aydinlatilamayan
mekanizmalar yoluyla hem antimikrobiyal hem de immiinomodiilatér etkileri
kanitlandig: bildirilmistir (106, 110).

Farkli probiyotik kiiltiirlerin, oral mikrobiyomun saglikli bir durumla uyumlu,
ancak yalnizca tedavi sirasinda etkili olacak sekilde homeostazini geri kazandirdig
gosterilmistir (111). Probiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesi, degistirilmis mikrobiyal
sinyallesmeyi ve konagin miiteakip bagisiklik tepkisini igerir. Laktobasillerin
periodontopatojenlere karsi inflamatuar yaniti modiile ettigi gosterilmistir (112). Bir
dizi ¢aligmada, Lactobacillus tiirlerinin P. gingivalis'e kars1 inflamatuar yanita aracilik
ederek IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeylerini diisiirdiigiinti gostermistir (113).

Probiyotiklerin, deneysel olarak indiiklenmis periodontitisli farelerde alveolar

kemik kaybini azalttigi bildirilmistir (114). Spesifik olarak, B. subtilis (CH201) ile
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probiyotik takviyesi sadece kemik kaybini degil, ayn1 zamanda atagsman kaybini da

azalttig1 bildirilmistir (115).

3.1.5.3. Propolis

Propolis genel olarak “ar1 tutkali” olarak bilinir ve arilarin farkli bitki
tiirlerinden biriktirdigi re¢ineli maddeye verilen genel bir isimdir. “Propolis” kelimesi
Yunanca “pro” savunma ve “polis” sehir veya topluluk anlamina gelir (116). Propolis
hiicre duvarini sertlestirir ve aseptik bir i¢ ortama katkida bulunur (117). Propolis ve
ozleri, antiseptik, antiinflamatuar, antioksidan, antibakteriyel, antimikotik, antifungal,
antiiilser, antikanser ve immiinomodiilator 6zellikleri nedeniyle ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ¢ok sayida uygulamaya sahiptir. Esas olarak recine (%50), mum (%30),
ugucu yaglar (%10), polen (%5) ve diger organik bilesiklerden (%5) olusur (118).
Fenolik bilesikler, esterler, flavonoidler, terpenler, beta-steroidler, aromatik aldehitler
ve alkoller propoliste bulunan &nemli organik bilesiklerdir (119). igerisinde on iki
farkli flavonoid (pinocembrin, acacetin, chrysin, rutin, luteolin, kaempferol, apigenin,
mirisetin, katesin, naringenin, galangin ve kersetin), iki fenolik asit (kafeik asit ve
sinnamik asit) ve stilben tiirevi (resveratrol) bulunmaktadir (120). Propolis ayrica B1,
B2, B6, C ve E vitaminleri gibi énemli vitaminleri ve magnezyum (Mg), kalsiyum
(Ca), potasyum (K), sodyum (Na), bakir (Cu), ¢inko gibi faydali mineralleri de igerir.
(Zn), manganez (Mn) ve demir (Fe). Siiksinik dehidrojenaz, glukoz-6-fosfataz,
adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi birkag enzim de propoliste mevcuttur (121).

Bir¢ok calismada gastrointestinal bozukluklar, jinokolojik rahatsizliklar, agiz
saglig, onkolojik rahatsizliklar ve dermatolojik rahatsizliklarda propolisin sagliga

faydalar1 oldugu bildirilmistir (122).
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3.1.5.3.1. Propolisin Agiz Saghgina Etkisi

Calismalar, propolisin antibakteriyel 6zelliklerinden dolay1 bakteriyel plak
gelisimini ve periodontitise neden olan patojenleri kisitlayabilecegini gostermistir
(123). Propolis soliisyonlari, klorheksidine kiyasla insan diseti fibroblastlari tizerinde
secici olarak daha diisiik sitotoksik etki gdsterir. Bunun yani sira propolis igeren
gargaralarin cerrahi yaralarin iyilesmesinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bu, gargara
olarak kullanilan soliisyonlarda propolis kullanimini tesvik etmektedir (124). Propolis
soliisyonu dis fir¢alarin1 dezenfekte etmek igin de kullanilabilir (125). Ayrica, dis
macunu jelinin %3'liik etanolik 6z, bir grup hastada dis plaginin neden oldugu dis eti
iltihabina kars1 daha fazla etki gostermistir (126).

Bretz ve arkadaslar1 propolis ve kalsiyum hidroksitin ratlarda dis pulpasinin
yara iyilesmesi tlizerindeki etkisini karsilastirmistir ve c¢alismanin sonucunda
propolisin, inflamatuar reaksiyonlar, bakteriyel kontaminasyon, fibroblast varligi ve
onarici dentin olusumu agisindan istiin oldugunu bildirmiglerdir (127). Propolisin,
kollajen miktarini, tiiriinii ve yogunlugunu artirarak oral iilserlerde ve dis pulpasinda
yara iyilesmesini destekledigi bildirilmistir (128, 129). Propolis ayrica iyilesmenin
inflamatuar fazinda mast hiicrelerinin iiretimini de azaltmistir (130).

Propolis, ratlarda periodontitis ile iliskili alveolar kemik kaybini1 6nemli dl¢iide
azaltmistir (131, 132). Ek olarak, propolis ve propolis tiirevli bilesiklerin, travmatik
dis yaralanmalan ile iliskili kemik rezorpsiyonunun tedavisinde potansiyel olarak
yararlt olan RANKL ile ilgili sinyal yollarinin reseptor aktivatoriinii diizenleyerek
osteoklastogenezi ve kemik emilimini engelledigi gosterilmistir (133, 134). Propolis

ve iliskili fenolikleri, ¢esitli mekanizmalar yoluyla kemik emilimini azaltmistir.
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Propolis, yeni osteoklastlarin olusumunu ve olgunlasmasini (aktin halkalarinin

olusumu) dogrudan engelleyerek osteoklastogenezi azaltmistir (131, 132, 135).

Propolis
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Sekil 6. Dis hekimliginde propolisin potensiyel kullanimlariin 6zeti
Propolisin ¢iiriik, supragingival plak, dis eti iltihab1 ve periodontitis tedavisinde etkili oldugu
gosterilmistir. Propolis ayrica kavite, kanal ici, kok kanali ve pulpa medikamenti olarak da etkilidir.

Propolis, yara iyilesmesini hizlandirmada ve kemik erimesini 6nlemede de faydalidir (136).

3.1.5.4. E Vitamini (dl-a-tokoferol)

Vitaminler viicutta liretimi saglanamayan disaridan takviye olarak aldigimiz ve
organizmanin canliligimi siirdiirmesi i¢in gerekli olan besinler aracalig: ile viicuda
alinir. 1925 yilinda Bishop ve Evans adli caligmacilar farelerin iiremelerine destek olan
farkli bir maddeden bahsetmislerdir. Bahsedilen bu madde vitamin D’den sonra
bulundugu i¢in alfabetik siraya gore vitamin E olarak adlandirilmistir (137).

E vitamininin iki ana tiirdesi vardir, her biri dort farkli analoga (alfa, beta, gama
ve delta) sahip tokoferoller ve tokotrienollerdir (138). E vitamini tiirdeslerinden a-

tokoferol, memeli dokusunda ve serumunda en yaygin tiirdestir ve en yliksek
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biyoaktiviteye sahiptir. E vitamini (esas olarak o-tokoferol), hastaliklarin 6nlenmesi
i¢cin bir takviye olarak yaygin kullanilmaktadir ve gesitli ¢alismalar, insan sagligin
iyilestirmede E vitamini takviyesinin faydali etkisini géstermistir (139). E vitamini,
lipid peroksidasyonunu ve inflamasyonu inhibe eder, iskemik ve hipoksik dokulari

korur ve immiino-uyarici olan bir serbest radikal temizleyici olarak islev goriir (133).

3.1.5.4.1. E Vitamini ve Agiz Saghgina Etkisi

E vitamininin gingivektomi yapilan dislerde yara alaninin iyilesmesi
tizerindeki incelendigi bir calismada E vitamininin yara iyilesmesini hizlandirdigi
bildirilmistir. Yara iyilesmesi 6zellikle 2 ila 7 giin arasinda kayda deger bulunmustur
ve Kklinik olarak oldugu kadar mikroskobik olarak da gozlemlenmistir. E vitamininin
yara iyilesmesi lizerindeki etki mekanizmasi bilinmemesine ragmen, son arastirmalara
dayanarak bagisiklik sisteminin giiclendirdigi varsayilmaktadir (140-144).

Besin takviyesi olarak E vitamininin sistemik uygulamasinin, pulpa dokusunun
tyilesme tepkisini arastirmak i¢in planlanan bir calismada kontrol grubu ve E vitamini
verilen deney grubunda pulpa reaksiyonlari, 1 ve 3 giin sonra nispeten benzer
bulunmustur. 1, 2 ve 4 haftalik takiplerde ise E vitamini takviyesi yapilan hayvanlarin
pulpa reaksiyonlari, pulpa dokularinin diizenli goériiniimii ve operasyon bolgelerine
bitisik onarict dentin olusum alanlari ile iyilesme gosterdigi bildirilmistir. E vitamini
takviyesi yapilan hayvanlarin ayrica daha az siddetli pulpitis varlig1 daha az sekilde

ortaya ¢ikarken periapikal lezyon goriilmemistir (145).
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4. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismanin tiim deneyleri Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 08.01.2021 tarihli ve 123 karar numaral1 etik kurul izni ile yiirtitiildi.
Deneysel asamalar Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde, analiz
asamalar1 Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Patoloji Laboratuvarlarinda

gergeklestirildi.

4.1. Deney Hayvanlar1 ve Calisma Dizaym

Bu ¢alismada 79 adet 0.5-1 yas araliginda Spraque Dawley cinsi erkek ratlar
kullanildi. Ratlar Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nden (FUDAM)
temin edildi. Deney hayvanlariin tiimii deney stiresince 22-24 °C ortam kosullarinda
yem ve su kisitlamasinin olamadig1 polietilen kafeslerde 6zel havalandirma sistemi
bulunan odalarda barindirildi. Denekler rastgele 7 gruba ayrildi.

1. Kontrol Grubu (K) (n=7): Bu gruptaki denklere 30 giin boyunca ad libitum
disinda higbir islem yapilmadi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan 6rnekleri
alind1 sonrasinda sakrifiye edildi ve sag mandibular kemigi alind1.

2. Apikal Periodontitis Grubu (AP) (n=12): Bu gruptaki deneklere
calismanin 0. giinii sag mandibular birinci az1 disine apikal periodontitis indiiksiyonu
(pulpa ekspozu yolu ile) sonrasit 30 giin boyunca ad libitum disinda higbir islem
yapilmadi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan drnekleri alind1 sonrasinda
sakrifiye edildi ve sag mandibular kemigi alindi.

3. Apikal Periodontitis ve Bitkisel Yag Grubu (AP + BY) (n=12): Bu
gruptaki deneklere ¢aligmanin 0. giinii sag mandibular birinci azi disine apikal

periodontitis indiiksiyonu sonras1 30 giin boyunca ad libitum disinda bitkisel yag gavaj
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seklinde uygulandi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan ornekleri alindi
sonrasinda sakrifiye edildi ve sa§ mandibular kemigi alindi.

4. Apikal Periodontitis ve Probiyotik Grubu (AP + PBTK) (n=12): Bu
gruptaki deneklere calismanin 0. giinii sa§ mandibular birinci az1 disine apikal
periodontitis indiiksiyonu sonrasi 30 giin boyunca ad libitum disinda probiyotik gavaj
seklinde uygulandi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan ornekleri alindi
sonrasinda sakrifiye edildi ve sa§ mandibular kemigi alindi.

5. Apikal Periodontitis ve Propolis Grubu (AP + PPS)(n=12): Bu gruptaki
deneklere ¢alismanin 0. giinii sag mandibular birinci az1 disine apikal periodontitis
indiiksiyonu sonrast 30 giin boyunca ad libitum disinda propolis gavaj seklinde
uygulandi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan 6rnekleri alindi sonrasinda
sakrifiye edildi ve sag mandibular kemigi alindu.

6. Apikal Periodontitis ve E Vitamini Grubu (AP + E VIT) (n=12): Bu
gruptaki deneklere c¢aligmanin 0. giinii sag mandibular birinci az1 disine apikal
periodontitis indiiksiyonu sonrasi 30 giin boyunca ad libitum diginda E vitamini gavaj
seklinde uygulandi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan ornekleri alindi
sonrasinda sakrifiye edildi ve sag mandibular kemigi alindi.

7. Apikal Periodontitis ve Serum Fizyolojik Grubu (AP + SF) (n=12): Bu
gruptaki deneklere calismanin 0. giinii sag mandibular birinci az1 disine apikal
periodontitis indiiksiyonu sonrast 30 giin boyunca ad libitum disinda serum fizyolojik
gavaj seklinde uygulandi. 30 giinliik diizenek sonunda deneklerden kan ornekleri
alind1 sonrasinda sakrifiye edildi ve sag mandibular kemigi alindi. 30 giin boyunca
deney hayvanlarinin saghik durumlart (davranig, viicut agirligi, deri ve sag

degisiklikleri, yiyecek ve su tiiketimi, idrar ve digkilama) giinliik olarak kontrol edildi.
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4.2. Deneysel Periapikal Lezyon Olusturulmasi

Negatif kontrol grubu hari¢ diger gruplardaki 72 ratin anestezi dozu
hesaplariin yapilmasi i¢in canli agirliklar1 6l¢iildii. Deneklere 0. giinde ketamin (5
mg/kg, Ketasol % 10, Richter pharma, Avusturya) ve ksilazin (45 mg/kg, Rompun %2
BAYER, Brezilya) ile kas i¢inden anestezi uygulandi. Anestezinin derinligi parmak
sikistirma testi ile kontrol edildi. Caligmadaki negatif kontrol grubu disindaki tiim
deneklerin sag mandibular birinci az1 dislerinde, taginabilir bir diizenek yardimai ile 0.5
mm ¢apinda rond karbiir frez (Jet Karbiir /4; Kavo Kerr Grubu, Orange, CA, ABD) ile
okliizal ylizeyinde kavite hazirlandi. Hazirlanan kavite ile koronal pulpa agiga
c¢ikarildi, 10 numarali K (Dega-Videya, Guangdong, Cin) ege ile diizensiz hale getirildi

ve 30 giin boyunca agiz bosluguna acik tutuldu.

Sekil 7.Apikal periodontitis indiikksiyonu ve koronal pulpa ag¢ikliginin saglanmast
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4.3. Besin Takviyelerinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Bitkisel Yag
Aygicek yag1 (SOLE Aycicek yagi- Tekirdag/ Tiirkiye) 0.5 ml olacak sekilde
giinliik olarak oral gavaj yapildi. ilk 1 ml olarak diisiiniilmesine ragmen ishal yapici

etki ile karsilasmamak adina 0.5 ml olarak uygulama yapilmistir.

Sekil 8. Bitkisel yag gavaj
Serum Fizyolojik

Serum fizyolojik (Pro-fleks % 0.9’luk izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi) 1 ml

olacak sekilde giinliik olarak gavaj yapildi.

G

BA -t
— R !

=

&

Sekil 9. Serum fizyolojik gavaj
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Probiyotik
Probiyotik olarak, 10° CFU L.rhamnosus (MAFLOR Damla, Mamsel,
Danimarka) 1 ml olacak sekilde oral gavaj ile giinliik olarak (30 giin boyunca)

hayvanlara uygulandi.

Sekil 10. Probiyotik gavaj
Propolis

100 mg / kg propolis (Fanus Organik Su Bazli Propolis / Trabzon-Tiirkiye) 1
ml olacak sekilde hazirlandi ardindan homejenlik elde etmek igin vortekslendi ve

giinliik olarak oral gavaj yapildi.

Sekil 11. Propolis gavaj
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E Vitamini

Toz halde bulunan 60 mg/kg dl-a-tokoferol asetat (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) hassas terazide tartildi serum fizyolojik eklenerek vorteks cihazinda
cOzdiirtildii. Cozdiiriilmiis E vitaminden 1 ml olacak sekilde ve giinde 1 kez oral gavaj

olarak verildi.

Sekil 12. E vitamini gavaj

4.4. Kan Orneklerinin Elde Edilmesi ve Sakrifikasyon

Deneyin son giinii 45 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazinin kas i¢i verilmesi
ile anestezi saglandiktan sonra 10 cc’lik enjektorler ile intrakardiyak kan alma iglemi
yapildi. Alinan kan 6rnekleri piht1 aktivatorii bulunan vakumlu tiiplere aktarildi daha
sonra 10 dk boyunca 3000 devirde santrifiij (NF 200, Niive, Tiirkiye) islemi yapildi.
Santriifiij edilen kan O6rneklerinin serumlar1 eppendorflara alindi ve analiz giiniine

kadar -80 °C de saklandi.

4.5. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Deneklerin histokimyasal ve immiinohistokimyasal analizlerininin yapilmasi

icin kafatasinin yumsak doku diseksiyonu yapilarak sag alt mandibular kemikleri
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alindi. Daha sonrasinda analizler yapilana kadar 6rnekler % 10’luk formaldehit igeren

steril kaplara yerlestirildi.

4.6 Biyokimyasal Analiz

Deneklerden alinan serum orneklerinden fosfor (P), kalsiyum (Ca), alkalen
fosfotaz (ALP) degerlerine otoanalizor cihazinda (Advia 2400 Siemens) bakildi ve
biyokimyasal analizler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Labaratuari’nda

yapildi.

4.7. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Analiz

Alian dokular %10’luk formaldehitte fikse edildikten sonra %10’luk formik
asit (OSTEOFAST 1, BIOGNOST® Zagreb, Hirvatistan) i¢inde 72 saat bekletilerek
dekalsifikasyonlar1 saglandi. Ornekler rutin takip isleminden sonra parafin bloklara
gomiiliip sagittal diizlemde 4 um kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitler
etlivde 65°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 151k mikroskobu (DM 4000 B; Leica, Wetzlar, Almanya)
altinda incelenerek fotograflandi. Sag birinci mandibular molarin periapikal bélgesinin
durumunu kontrol etmek i¢in hematoksilen-eozin boyali kesitlerde, inflamasyon,
osteoklastik ve osteoblastik aktivite, fibrozis, anjiogenez ve apse yogunluklari 0-3

arasinda semikantitatif olarak skorlandi ve degerlendirildi (146-149).
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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 skorlamasi:
skor=0 (inflamatuar hiicre, yok)
skor=1 (hafif yogunlukta inflamatuar

hiicre)

skor=2 (orta yogunlukta inflamatuar
hiicre)

skor=3(siddetli yogunlukta inflamatuar
hiicre).

Fibrozis skorlamasi:

skor=0 (yok)

skor=1 (hafif yogunlukta)

skor=2 (orta yogunlukta)

skor=3 (siddetli yogunlukta)
Anjiogenez skorlamasi:

Skor=0 (yok)

skor=1 (hafif yogunlukta)

skor=2 (orta yogunlukta)

skor=3 (siddetli yogunlukta).

Apse skorlamasi:

skor=0 (yok)

skor=1 (hafif yogunlukta)

skor=2 (orta yogunlukta)

skor=3 (siddetli yogunlukta)

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 (Tartrate-direnli asit
fosfataz)(201r-5205,Sunredbio(SRB) Technology, Sanghay, Cin) ile boyandi.
Boyanan kesitler 151tk mikroskobu (Olympus, BXS53-Japonya) ile incelendi.

Incelemede goriilen osteoblast ve osteoklast yogunlugu esas alinarak skorlama yapildi.
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Yogunluk 0: yok, +1: hafif, +2: orta, +3: siddetli yogunlukta olacak sekilde semi-

kantitatif olarak skorlandi (14).

4.8. istatiksel Analizler

Calismada orneklem sayisi, alfa hata 0.05 ve %95 giicte G*Power paket
programi yardimi ile kontrol grubunda 7 (n=7) ve uygulama gruplarinda 72 (n=12)
toplamda 79 adet rat olacak sekilde belirlendi (150). Verilerin degerlendirilmesinde
SPSS istatistik paket programi (IBM SPSS Versiyon 22.0) kullanildi (151). Calismada,
kan parametrelerinin analizinde veriler igin parametrik testlerin 6n sartlarindan
normallik varsayimina uygunluk “Shapiro-Wilk™ testi ile varyanslarin homojenligi ise
“Levene” testi ile kontrol edildi. Gruplar aras1 farkliliklar tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve gruplarin ikili karsilastirmalarinda post-hoc analizi olarak “Tukey” testi
kullanildi. Veriler gruplar igin ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Histo-
patolojik ve immuno-histokimyasal olarak skorlanan parametrelerin yiizde
karsilagtirilmasinda Pearson ki-kare ve/veya Fisher Exact ki-kare testleri kullanildu.
Veriler frekans ve yiizde olarak sunuldu. Skorlamalarin rakamsal karsilastirmalari igin
Kruskal Wallis ve Dunn testi kullanild: Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak

kabul edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Biyokimyasal Bulgular

Deneysel apikal periodontitis olusturulan ratlarda bitkisel yag, propolis,
probiyotik (Laktobasillus rhamnosus) ve E vitamini (dl-a-tokoferol) besin
takviyelerinin serum alkalen fosfotaz (ALP), kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) diizeyleri
incelendi. Apikal periodontitis olusturulan ratlarda uygulanan besin takviyelerinin
serum ALP iizerine herhangi bir degisiklik olusturmadig: tespit edildi (Sekil 13;
p>0.05). Ratlarda ortalama serum ALP diizeyleri 175,24+41,3 U/L olarak belirlendi. En
diisiik serum ALP diizeyi besin takviyesi uygulanmamis olan apikal periodontitis
grubu ratlarda 166,1+42,6 U/L olarak olgiiliirken, en yiiksek deger 182.9+45,3 U/L ile
E vitamini uygulanan ratlarda tespit edilmesine karsin istatistiksel bir fark

belirlenmedi (Sekil 13; p>0.05).
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Veriler her bir grup i¢in bar grafiklerde ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Gruplar arasi
farkliilk Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile karsilastirilmistir (p<0.05). AP: Apikal
Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus
GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.

Sekil 13. Apikal periodontitis modeli olusturulan ratlarda, serum alkalen fosfataz degisimi.
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Serum Ca diizeyleri deneysel apikal periodontitis olusturulan ratlarda farklilik
gosterdi (Sekil 14; p=0.0017). Kontrol grubu, apikal periodontitis grubu, bitkisel yag,
serum fizyolojik, probiyotik, propolis ve E vitamini gruplarinda serum Ca diizeyleri
sirasiyla; 10.39, 10.14, 9.59, 9.53, 9.55, 9.92 ve 9.51, mg/dl olarak tespit edildi.
Gruplar aras1 yapilan ¢oklu karsilastirmalarda serum Ca diizeyi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bitkisel yag (p=0.031), serum fizyolojik (p=0.022), probiyotik
(p=0.028) ve E vitamini (p=0.015) gruplarinda daha diisiik bulundu (Sekil 14). Apikal
periodontitis grubu ile diger gruplar arasinda ¢oklu karsilastirmalarda istatistiki bir
fark tespit edilmezken (p>0.05), apikal periodontitis grubu ile probiyotik ve E vitamini
gruplariin yapilan ikili karsilagtirmalarda farklilik belirlendi (Sekil 15). Probiyotik
uygulanan ratlarda serum Ca diizeyleri besin takviyesi uygulanmamis olan apikal
periodontitis grubuna kiyasla %5.8 oraninda diisiik bulundu (Sekil 15 Panel A;
p=0.0117). Serum Ca diizeyleri ratlarda, besin takviyesi uygulanmamis olan apikal
periodontitis grubuna gore propolis tedavisi ile degismezken (Sekil 15 Panel B;

p>0.05), E vitamini tedavisi ile %6.2 oraninda azaldi (Sekil 15 Panel C; p=0.0057).
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Veriler her bir grup igin bar grafiklerde ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. ®  Farkli
barlarda farkli harfi tagiyan gruplar arasi farklilik istatistiki olarak anlamlidir. Gruplar aras1 farklilik Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve post hoc Tukey testi ile karsilastirilmistir (p<0.05). AP: Apikal
Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus
GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.

Sekil 14. Apikal periodontitis modeli olusturulan ratlarda, serum kalsiyum seviyelerinin degisimi.
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Veriler her bir grup i¢in bar grafiklerde ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Gruplar arasi
farklillk bagimsiz 6rneklerde T Testi (Student t test) ile karsilastirilmistir (p<0.05). AP: Apikal
Periodontitis; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.

Sekil 15. Apikal periodontitis modeli olusturulan ratlarda, probiyotik (A), Propolis (B) ve E vitamini
(C) besin takviyelerinin serum kalsiyum seviyeleri ilizerine etkisi.
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Deneysel apikal periodontitis olusturulan ratlarda bitkisel yag, propolis,
probiyotik (Laktobasillus rhamnosus) ve E vitamini (dl-a-tokoferol) besin
takviyelerinin serum P diizeyleri kontrol, apikal periodontitis grubu, bitkisel yag,
serum fizyolojik, probiyotik, propolis ve E vitamini gruplarinda sirasiyla; 7.95, 7.82,
7.42,7.30,7.38, 7.47 ve 7.38 mg/dL olarak belirlendi. Apikal periodontitis olusturulan
ratlarda uygulanan besin takviyelerinin serum P diizeyleri iizerine herhangi bir etkisi

olmadigi gortldi (Sekil 16; p>0.05).
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Veriler her bir grup i¢in bar grafiklerde ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Gruplar arasi
farklilik Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve post hoc Tukey testi ile kargilastirilmistir (p<0.05).
AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus
rhamnosus GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.

Sekil 16. Apikal periodontitis modeli olusturulan ratlarda, serum P seviyelerinin degisimi.
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5.2. Histopatolojik Bulgular

Ratlarda deneysel apikal periodonditis tedavisinde bitkisel yag probiyotik,
propolis ve E vitamini takviyelerinin histopatolojik olarak; osteoblastik aktivite
(p=0.044), osteoklastik aktivite (p=0.0456), inflamasyon (p<0.0001), fibrozis

(p<0.0001) ve anjiogenez (p<0.0148) parametreleri lizerine farkl etkileri oldugu tespit

edilirken, apse olusumu iizerine bir etkinligi olmadigi belirlendi (p>0.05).

Sekil 17. Kontrol Grubu (K) H&E Boyama a) 40X Biiyiitme-Siyah ok; fibrotik alan genisligi b) 200X
Biiytlitme-Kirmizi ok; vaskiilerizasyon, yesil ok; osteoklast

Sekil 18. Apikal Periodontitis Grubu (AP) H&E Boyama a) 40X Biiyiitme-Siyah ok; fibrotik alan
genisgligi b) 200X Biiylitme-Kirmizi ok; vaskiilerizasyon, mavi ok; fibrozis
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Sekil 19. Apikal Periodontitis ve Bitkisel Yag (AP+BY) H&E Boyama a) 40X Biiyiitme-Siyah ok;
fibrotik alan genisligi b) 200X Biiyiitme-Kirmizi ok; vaskiilerizasyon, mavi ok; fibrozis

Sekil 20. Apikal Periodontitis ve Serum Fizyolojik (AP+SF) H&E Boyama a) 40X Biiytitme-Siyah ok;
fibrotik alan genisligi b) 200X Biiyiitme-Kirmiz1 ok; vaskiilerizasyon, tutuncu ok; inflamasyon

Sekil 21. Apikal Periodontitis ve Probiyotik Grubu (AP +PBTK) H&E Boyama a) 40X Biiyiitme- Siyah
ok; fibrotik alan genisligi b) 200X Biiyiitme-Kirmizi ok; vaskiilerizasyon, mavi ok; fibrozis
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Sekil 22. Apikal Periodontitis ve Propolis Grubu (AP+PPS) H&E Boyama a) 40X Biiyiitme-Siyah ok;
fibrotik alan genisligi b) 200X Biiyiitme-Kirmiz1 ok; vaskiilerizasyon, mavi ok; fibrozis

Sekil 23. Apikal Periodontitis ve E Vitamini Grubu (AP+ EVIT) H&E Boyama a) 40X Biiyiitme-Siyah
ok; fibrotik alan genisligi b) 200X Biiyiitme-Kirmizi ok; vaskiilerizasyon, mavi ok; fibrozis

Histopatolojik olarak apikal periodontitis olusturulan ratlarda osteoblastik
aktivite gruplara gore farklilik gosterdi (Tablo 1; p=0.0440; X?=16.605). Kontrol,
apikal periodontitis grubu, bitkisel yag, serum fizyolojik, probiyotik, propolis ve E
vitamini gruplarinda hafif ve orta osteoblastik aktivite oranlart %85.7-%14.3, %66.7-
%33.3, %91.7-%0.0, %100-%0.0, %91.7-%8.3, %100-%0.0 ve %75.0-%25.0 olarak
belirlendi. Kontrol grubu, apikal periodontitis grubu ve E vitamini gruplarinda orta
diizey osteoblastik aktivite kismen daha yliksek bulunurken, diger gruplarda hafif
osteoblastik aktivite tespit edildi. Ortalama osteoblastik aktivite en yiiksek apikal

periodontitis grubunda (1.33) tespit edilirken, bitkisel yag (0.92), serum fizyolojik
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(1.00) ve propolis grubu(1.00) ile istatistiki bir fark tespit edildi (Tablo 1; p=0.0366).

Sonraki en yiiksek osteoblastik aktivite E vitamini (1.25) grubunda tespit edildi.

Sekil 24. a) Hafif yogunlukta osteoblastik aktivite b) Orta yogunlukta osteoblastik aktivite, H&E
Boyama (200X)

Dis apikal boliimiinde osteklastik aktivite apikal periodontitis grubu ratlarda
%75 hafif-%25 orta diizeyde belirlenirken, propolis ve E vitamini uygulanan ratlarda
%100 hafif ve probiyotik uygulanan ratlarda ise %91.7 hafif - %8.3 orta siddetli olarak
skorland1 (Tablo 2; p=0.0456; X?=13.088). Apikal periodonditisli ratlarda osteoklastik
aktivitede saglikli kontrol grubundaki ratlara kiyasla %45.3 oraninda bir artis tespit
edilirken, bu artigin propolis ve E vitamini uygulamasi ile azaldig1 belirlendi (Tablo 2;

p=0.0389).

Sekil 25. a) Hafif yogunlukta osteoklastik aktivite b) Orta yogunlukta osteoklastik aktivite, H&E
Boyama (200X)
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Tablo 1. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde bitkisel yag (BY), serum fizyolojik (SF) probiyotik (PBTK), propolis (PPS) ve E vitamini

(E VIT), takviyesinin osteoblastik aktivite iizerine etkisi.

Parametre Skor (0-3)  Kontrol AP AP+BY AP+SF  AP+PBTK  AP+PPS  AP+E ViT E_dkﬁ“
w 0r7 0/12 112 0/12 0/12 0/12 0/12
0
(%0.0) (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
- 6/7 8/12 11/12 12/12 11/12 12/12 9/12
arl
(%857)  (#667)  (W9LT)  (%100.0)  (%9L7)  (%1000)  (%750)  p=goago*
. 1/7 4/12 0/12 0/12 1/12 0/12 312 X?=16.605
Osteoblastik Orta
aktivite (%14.3)  (%33.3) (%0.0) (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%25.0)
0/7 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
Siddetli
(%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
Medyan 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
p=0.0366**
Ortalama 1.14%¢ 1.33° 0.92° 1.000 1.08%° 1.000 1.25%

* Fisher exact ki-kare testi kullanilmigtir (p<0.05).
** Kruskall Wallis Analizi ve Dunn ¢oklu karsilastirma testi yapilmustir,

ab,c

aymi satirda farkli harfi tagiyan gruplar igin istatistiksel anlamlilik bulunmaktadir (p<0.05).

AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; EVIT: E vitamini.
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Tablo 2. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde bitkisel yag (BY), serum fizyolojik (SF) probiyotik (PBTK), propolis (PPS) ve E vitamini
(E VIT), takviyesinin osteoklastik aktivite iizerine etkisi.

Parametre Skor (0-3)  Kontrol AP AP+BY AP+SF  AP+PBTK AP+PPS  AP+E VIT ﬁldkffﬁ“
17 012 U2 012 o2 012 o2
g (%143)  (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
6/7 9112 11/12 12/12 11/12 12/12 12/12
Haili (6657)  (A750)  (6OLT)  (61000)  (%OLT)  (6100.0)  (%1000) oo
osteolestk 017 3/12 0/12 0/12 112 0/12 012 X’=13.088
aktivite (%0.0)  (%25.0)  (%0.0) (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%0.0)
017 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
Siddetli (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
Medyan 1.0 1.0 1.0 1.0 10 1.0 10
Ortalama 0.86° 1.25¢ 0.92" 1.000 1.08% 1,000 1000 PF0.0389%

* Fisher exact ki-kare testi kullanilmstir (p<0.05).

** Kruskall Wallis Analizi ve Dunn ¢oklu karsilastirma testi yapilmistir,
bulunmaktadir (p<0.05).
AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; EVIT: E vitamini.
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Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde bitkisel yag,
probiyotik, propolis ve E vitamini takviyelerinin inflamasyon diizeyi lizerine etkileri
Tablo 3’de sunulmustur. Kontrol grubu ratlarda hafif inflamasyon (%14.3)
bulunurken, apikal peridontitisli ratlarda (%50 orta-%50 siddetli) inflamasyonda artis
tespit edildi (Tablo 3; p<0.0001 X?=44.590). E vitamini katkis1 apikal periodontitisli
ratlarda inflamasyon diizeyini azaltt1 (p<0.0001). Inflamasyon diizeyi kontrol grubu
ratlara gore apikal periodontitis grubu ratlarda yaklasik 10.7 kat artig gdsterirken,
bitkisel yag ve E vitamini uygulamasi ile apikal periodontitis grubuna kiyasla sirasiyla
%28 ve %33.3 inflamasyonda azalma tespit edildi (p<0.0001). Probiyotik ve propolis

uygulamalar1 inflamasyonu apikal periodontitis grubuna gore etkilemedi (p>0.05).

Sekil 26. a) Hafif yogunlukta inflamasyon b) Orta yogunlukta inflamasyon c) Siddetli yogunlukta
inflamasyon, H&E Boyama (200X)
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Saglikli kontrol grubu ratlarda fibrozis diizeyi %14.3 hafif olarak tespit
edilirken, apikal periodontitis olusturulan ratlarda fibrozis diizeyi %41.7 hafif, %33.3
orta ve %25.0 siddetli olarak belirlendi (Tablo 4; p<0.0001; X>=39.109). Bitkisel yag,
propolis ve E vitamini gruplart apikal periodontitis grubuna oranla probiyotik grubu
hari¢ etkili bulunmadi. Fibrozis diizeyleri apikal periodontitisli ratlarda artis
gosterirken, uygulamalar ile arasinda oransal olarak bir fark belirlendi (p<0.0001;
X?=39.109). Ozellikle propiyotik grubu ratlarda fibrozis oran1 %36.1 oraninda azaldi

(Tablo4; p=0.0002). Bitkisel yag, serum fizyolojik, propolis ve E vitamini gruplarinda,

fibrozis diizeyi istatistiki olarak etkilenmedi (p>0.05).

Sekil 27. a) Hafif yogunlukta fibrozis b) Orta yogunlukta fibrozis c¢) Siddetli yogunlukta fibrozis, H&E
Boyama (200X)
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Tablo 3. Ratlarda deneysel olarak olugturulan apikal peridontitis modelinde bitkisel yag (BY), serum fizyolojik (SF), probiyotik (PBTK), propolis (PPS), E vitamini (E

VIT) takviyesinin inflamasyon diizeyi iizerine etkisi.

Parametre  Skor (0-3) Kontrol AP AP+BY  AP+SF  AP+PBTK AP+PPS  AP+E ViT ﬁ'i_‘il(?rzri
617 0/12 112 0/12 0/12 0/12 0/12
Yok (%85.7)  (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
17 6/12 10/12 7112 11/12 9/12 12/12
Hafif (%143)  (%500)  (%6833)  (%S83)  (WOLT)  (W750)  (%100.0) 400
' 0/7 6/12 0/12 2/12 0/12 1/12 0/12 X?=44.590
Inflamasyon ~ Orta (%0.0) (%50.0)  (%0.0) (%16.7)  (%0.0) (%8.3) (%0.0)
0/7 0/12 1/12 3/12 1/12 2/12 0/12
Siddetli 5 g (%0.0) (%8.3) (%250)  (%8.3) %167)  (%0.0)
Medyan 00 15 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Ortalama  0-14° 1.50° 1.08" 1.67° 117 1.42% 1.00° p<0.0001™*

* Fisher exact Ki-kare testi kullanilmigtir (p<0.05).
** Kruskall Wallis Analizi ve Dunn g¢oklu karsilastirma testi yapilmistir, #>¢ ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar igin istatistiksel anlamlilik

bulunmaktadir (p<0.05).

AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.
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Tablo 4. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde bitkisel yag (BY), serum fizyolojik (SF), probiyotik (PBTK), propolis (PPS) ve E vitamini
(E VIT), takviyesinin Fibrozis diizeyi iizerine etkisi.

Parametre  Skor (0-3)  Kontrol AP AP+BY  AP+SF AP+PBTK AP+PPS AP+E ViT ﬁl‘ﬂ(;gr‘;“
6/7 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
i~ (%85.7)  (%0.0)  (%0.0)  (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
1/7 5/12 8/12 5/12 10/12 8/12 8/12
Hafif (%143)  (W4L7)  (W66.7)  (ALT)  (%833)  (W667)  (%66.7) o oo0
07 4112 4112 7/12 2/12 412 412 X2=39.109
Fibrozis Orta (%0.0)  (%33.3)  (%33.3)  (%58.3)  (%167)  (%33.3)  (%33.3)
07 3/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
Siddetli (%0.0)  (%25.0)  (%0.0)  (%00)  (%00)  (%00)  (%0.0)
Medyan 0.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0
Ortalama  0.14¢ 1.83? 1.33% 1.582 1.17b 1.33% 133> P=0.0002%

* Fisher exact Ki-kare testi kullanilmigtir (p<0.05).

** Kruskall Wallis Analizi ve Dunn goklu karsilastirma testi yapilmstir, ¢ ayn1 satirda farkli harfi tasiyan gruplar igin istatistiksel anlamlilik
bulunmaktadir (p<0.05).
AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; EVIT: E vitamini.
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Ratlarda, dis apikal boliimiinde anjiogenez olusumu periodontitis ile artis
gostermistir (Tablo 5; p=0.0148; X2=18.350). Saglikli ratlarda anjiogenez ortalama
skoru tiim gruplar i¢inde en diisiik deger olan 0.71 olarak tespit edildi. Bitkisel yag ve
serum fizyolojik gruplarinda anjiogenez diizeyi etkilenmezken (p>0.05), en yliksek
anjiyogenez diizeyi serum fizyolojik grubu grubu ratlarda tespit edildi. Probiyotik ve
E vitamini gruplarinda anjiogenez durumu apikal periodontitis grubuna kiyasla
yaklasik %18.8 oraninda azalma gosterirken bu azalis istatistiki olarak anlamh
bulunmadi (p>0.05). En yiiksek anjiogenez orani serum fizyolojik uygulanan ratlarda
belirlenirken, bu guruba kiyasla PPS uygulanan ratlarda anjiogenez diizeyini anlaml

sekilde azaltti (AP+SF vs. AP+PPS; p=0.0232).

= | 3 13

Sekil 28. a) Hafif yogunlukta anjiogenez b) Orta yogunlukta anjiogenes, H&E Boyama (200X)
Bu calismada, ratlarda deneysel apikal periodonditis tedavisinde bitkisel yag,
serum fizyolojik, probiyotik, propolis ve E vitamini takviyelerinin histolojik olarak

apse olusumu tizerine herhangi bir etkisi tespit edilmedi (Tablo 6, p>0.05).
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Sekil 29. a) Hafif yogunlukta apse

57



Tablo 5. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde bitkisel yag (BY), serum fizyolojik (SF), probiyotik (PBTK), propolis (PPS) ve E vitamini

(E VIT) takviyesinin Anjiogenez diizeyi iizerine etkisi.

AP+E viT P degeri

Parametre Skor (0-3) Kontrol AP AP+BY AP+SF AP+PBTK  AP+PPS Ki-kare
207 02 12 02 02 02 012
g (%286)  (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
5/7 8/12 8/12 7112 11/12 12/12 11/12
Hail (O6714)  (6667)  (6667) (%583  (HOLT)  (%1000)  (OLT) g o01ses
07 4112 312 5/12 1/12 0/12 112 X2=18.350
Anjiogenez  Orta %0.0)  (%333)  (%250)  (%4L7)  (%8.3) (%0.0) (%8.3)
017 0112 0112 0112 0/12 0/12 0/12
Siddetli (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
Medyan 10 10 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Ortalama 0.71¢ 1.33% 1172 1.422 1.08%° 1.00%° p1ogbe  P=0.0232%*
* Fisher exact ki-kare testi kullanilmigtir (p<0.05). i

** Kruskall Wallis Analizi ve Dunn ¢oklu karsilastirma testi yapilmustir,

bulunmaktadir (p<0.05).

ayn1 satirda farkli harfi tagiyan gruplar igin istatistiksel anlamlilik

AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.
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Tablo 6. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde, probiyotik (PBTK), propolis (PPS), E vitamini (E VIT), bitkisel yag (BY) ve serum fizyolojik
(SF) takviyesinin Apse diizeyi lizerine etkisi.

Parametre Skor (0-3)  Kontrol AP AP+BY AP+SF  AP+PBTK AP+PPS  AP+E VIT ﬁldkffﬁ“
717 12/12 11/12 9/12 11/12 10/12 12/12
o (%100.0)  (%100.0)  (%91.7) (%75.0) (%91.7) (%83.3) (%100.0)
0/7 0/12 1/12 3/12 1/12 2/12 0/12
Haili (%0.0) (%0.0) %83)  (%250)  (%83)  (%16.7) %00 g 335-
0/7 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 X2=6.054
Apse Orta
(%0.0) (%60.0) (%60.0) (%60.0) (%60.0) (%60.0) (%60.0)
0/7 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
Siddetli (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
Medyan 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
p=0.2610**
Ortalama 0.0 0.0 0.08 0.25 0.08 0.17 0.0

* Fisher exact ki-kare testi kullanilmstir (p<0.05).
** Kruskall Wallis Analizi yapilmigtir (p<0.05).
AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.
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5.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Deneysel apikal periodontitis olusturulan ratlarda bitkisel yag, probiyotik,
propolis ve E vitamini besin takviyelerinin immunohistokimyasal boyama ile tespit
edilen osteoprotogenin (OPG), Tartrate-direngli asit fosfataz (TRAP) ve receptor
activator of NF-xB ligand (RANKL) parametreleri iizerine etkileri incelendiginde;
apikal periodontitisli ratlar ile tedavi uygulanan ratlar arasinda OPG (Tablo 7) ve
TRAP (Tablo 8) degerleri bakimindan benzerlik gosterdigi tespit edildi (p>0.05).
RANKL diizeyi ratlarda apikal periodontitisli ralarda %50 hafif ve %50 orta diizeyde
bulunurken, uygulanan tedaviler ile bu diizey farklilik gosterdi (Tablo 9; p=0.024,
X?=18.452). Ortalama RANKL skoru apikal periodontitis grubunda 1.50 bulunurken,
bu skor bitkisel yag, serum fiyolojik probiyotik, propolis ve E vitamini, tedavileri ile
strastyla 0.83, 1.00, 0.83, 1.08 ve 0.75, olarak daha diisiik tespit edildi (Tablo 9;
p=0.0036 ya da p<0.01). TRAP degeri RANKL diizeyine benzer sekilde tedavi
gruplarinda matematiksel olarak azalmasina karsin bu azalig istatistiki olarak anlamli

degildi (p=0.1354 ya da p>0.05).
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Sekil 31. Aplkal Periodontitis Grubu (AP) a) OPG (+) b) RANKL (+) c) TRAP (+), (400X)
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Sekil 32. Apikal Periodontitis ve Bitkisel Yag Grubu (AP+BY) a) OPG (+) b) RANKL (+) ¢) TRAP
(+), (400X)
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Sekil 34. Apikal Periodontitis ve Probiyotik Grubu (AP+PBTK) a) OPG (+) b) RANKL (+) c) TRAP
(+), (400X)
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Sekil 35. Apikal Periodontitis ve Propolis Grubu (AP+PPS) a) OPG (+) b) RANKL (+) c) TRAP (+),
(400X)
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Sekil 36. Apikal Periodontitis ve E Vitamini Grubu (AP+ EVIT) a) OPG (+) b) RANKL (+) c) TRAP
(+), (400X)
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Tablo 7. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde bitkisel yag (BY), serum fizyolojik (SF) probiyotik (PBTK), propolis (PPS) ve E vitamini
(E VIT) takviyesinin, immunohistokimyasal boyama ile tespit edilen, Osteoprotogenin (OPG) iizerine etkisi.

Parametre Skor (0-3)  Kontrol AP AP+BY AP+SF  AP+PBTK AP+PPS  AP+E VIT ﬁ}_‘l’(ﬁri
017 012 U2 012 o2 012 o2
Jes (%0.0) (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
5/7 7112 10/12 12/12 11/12 11/12 8/12
Hajii O6714)  (4583)  (6833)  (61000)  (OLT)  (WOLT)  (%66T) oo
217 5/12 112 0/12 112 112 412 XP=17.147
OPG Orta (%286)  (WALT)  (%8.3) (%0.0) (%8.3) (%8.3) (%33.3)
017 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
Siddetli (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
Medyan 1.0 1.0 1.0 1.0 10 1.0 10
ortalama 1.29 1.42 1.00 1.00 1.08 1.08 133  P=00567*

* Fisher exact ki-kare testi kullanilmistir (p<0.05).
** Kruskall Wallis Analizi yapilmustir (p<0.05).
AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; E VIT: E vitamini.

63



Tablo 8. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde, probiyotik (PBTK), propolis (PPS), E vitamini (E VIT), bitkisel yag (BY) ve serum fizyolojik
(SF) takviyesinin, immunohistokimyasal boyama ile tespit edilen, Tartrate-direngli asit fosfataz (TRAP) tizerine etkisi.

Parametre Skor (0-3)  Kontrol AP AP+BY AP+SF  AP+PBTK  AP+PPS  AP+E VIT ﬁ}_‘l’(ﬁ“
3 17 0/12 1/12 0/12 0/12 0/12 0/12
0
(%14.3) (%60.0) (%8.3) (%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
ot 5/7 8/12 11/12 12/12 10/12 11/12 11/12
arl
(%71.4) (%66.7)  (%9L.7)  (%100.0)  (%83.3) (%91.7) (W9LT) 01100
17 4112 0/12 0/12 2/12 1/12 1/12 X2=13.471
TRAP Orta
(%14.3) (%33.3) (%0.0) (%0.0) (%16.7) (%8.3) (%8.3)
0/7 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
Siddetli
(%0.0) (%60.0) (%60.0) (%60.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
Medyan 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
— **k
Ortalama 1.00 1.33 0.92 1.00 1.17 1.08 1.08 p=0.1354

* Fisher exact ki-kare testi kullanilmistir (p<0.05).
** Kruskall Wallis Analizi yapilmstir (p<0.05).
AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; EVIT: E vitamini.
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Tablo 9. Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal peridontitis modelinde, probiyotik (PBTK), propolis (PPS), E vitamini (E VIT), bitkisel yag (BY) ve serum fizyolojik
(SF) takviyesinin, immunohistokimyasal boyama ile tespit edilen, receptor activator of NF-«xB ligand (RANKL) iizerine etkisi.

. - degeri
Parametre Skor (0-3)  Kontrol AP AP+BY AP+SF  AP+PBTK AP+PPS AP+E VIT E « 8
i-kare
ot 217 0/12 2/12 1/12 2/12 1/12 3/12
0
(%28.6) (%0.0) (%16.7) (%8.3) (%16.7) (%8.3) (%25.0)
Hafi 5/7 6/12 10/12 10/12 10/12 9/12 9/12
afi
(%71.4) (9%650.0) (%83.3) (%83.3) (%83.3) (%75.0) (%75.0)  p=0.024*
o/7 6/12 0/12 1/12 0/12 2/12 0/12 X?=18.452
RANKL Orta
(%0.0) (9%050.0) (%0.0) (%8.3) (%0.0) (%16.7) (%0.0)
0/7 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
Siddetli
(960.0) (%0.0) (960.0) (%0.0) (%0.0) (9%60.0) (%0.0)
Medyan 1.0 15 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
p=0.0036**
Ortalama 0.71° 1.50° 0.83° 1.00° 0.83" 1.08 0.75°

* Fisher exact ki-kare testi kullanilmistir (p<0.05).

** Kruskall Wallis Analizi ve Dunn ¢oklu karsilastirma testi yapilmustir, *® ayni1 satirda farkli harfi tasiyan gruplar icin istatistiksel anlamlilik bulunmaktadir (p<0.05).
AP: Apikal Periodontitis; BY: Bitkisel Yag; SF: Serum Fizyolojik; PBTK: Probiyotik, Lactobacillus rhamnosus GG; PPS: Propolis; EVIT: E vitamini.
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6. TARTISMA

Apikal periodontitis, sik goriilen enfeksiyoz bir hastaliktir ve periapikal
dokularda inflamatuar yanit ve kemik yikimu ile karakterizedir (20, 22, 152). Dislerin
varligi kemik iligine dogrudan bir yol olusturdugundan dolay1 pulpa nekrotik veya
enfekte olursa inflamatuar ajanlara karsi epitel bariyerleri olmadigi i¢in geneler
vicuttaki diger kemiklere kiyasla benzersizdir. Alveol kemiginde epitel bariyer
olmadig1 i¢in doku ve immiinolojik tepkiler, enfeksiyoz ajanlarin ¢evre dokulara
yayllmasindan korunmak igin esastir. Apikal periodontitisde kemik yikimina hem
mikrobiyal enfeksiyon hem de savunma reaksiyonunun bir parcasi olarak immiin yanit
neden olur (20, 22, 152). Immiin yamt modiilasyonu saglayan bir ajanin
kullanilmasimnin periapikal dokularda meydana gelebilecek yikimi ve Inflamasyonu
azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligmada konak modiilasyon ajanlarinin (probiyotik, propolis, E vitamini,
bitkisel yag ve serum fizyolojik) sistemik uygulanmasinin deneysel olarak
olusturulmus periapikal lezyon iizerine etkileri degerlendirilmistir ve bu ajanlarin
peripikal dokuda kemik yikimi ile Inflamasyonu azalttigi histopatolojik ve

immiinohistokimyasal analizlerle tespit edilmistir.

6.1. Calismada Kullanilan Ajanlarin Secimi

Periapikal iyilesme siireci, inflamatuar yanit sonrasinda doku tepkisini
indiikleyen antijenin temizlenmesi ile baslar. Bununla birlikte, apikal periodontitis
sirasinda kemik homeostazi bozulur ve bu da kemik rezorpsiyon oranlarinda artisa yol
acar (153).

Endodontik tedavi gormiis dislerde apikal periodontitis onarimi farkli terapdtik

faktorlere ve klinik kosullara baglidir (153). Seltzer (1988), endodontik onarim
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siirecini etkileyen lokal ve sistemik faktorleri iliskilendirir ve endodontik tedavinin
basarisizliginin dis hekiminin kontroliiniin 6tesinde olabilecegini 6ne siirer (154).
Lokal faktorler sunlar1 igerir: enfeksiyon; kanama, doku yaralanmasi, kan akisinin
bozulmasi ve yabanci cisimlerin varligl. Sistemik faktorler sunlar1 igerir: beslenme,
stres, kronik zayiflama durumu, hormonlar, vitamin alimi, dehidrasyon ve yas (153).

Literatiirede konak modiilasyon ajan1 uygulamalar1 ile periapikal lezyonlarda
kemik yikiminin durdurulmasi ve inflamasyonun azaltilmasi amaciyla, Non Steroidal
Antiinflamatuar ilaglar (NSAII) (155), metformin (156), doksisiklin (157), resveratrol
(158), curcumin (159), probiyotikler (14), rezolvinler (160), propolis (161) ve Q-3 yag
asitleri (162) gibi ajanlarin kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur. Calismamizda bitkisel
yag, probiyotik, propolis ve E vitamini kullandik.

Bitkisel yaglar; c¢esitli doymus ve doymamis yag asitleri, fosfatidler,
pigmentler, steroller ve tokoferollerin degisik oranlardaki bir karisimidir. Bitkisel
yaglar icerisinde yer alan aycicek yagi genel olarak ay¢icegi tohumlarinin yag iiretimi
icin islenmesi sirasinda elde edilen ugucu olmayan yag olarak smiflandirilmistir.
Aycigek yagimin ana bilesimi linoleik asit (¢oklu doymamis yag=PUFA) ve oleik
asittir (tekli doymamis yag=MUFA); bu iki asit, aycicek yaginin toplam yag asidi
igeriginin yaklasik %90'in1 olusturur. Kalan %8-10" unu yag asitleri ve palmitik asitleri
igerir (swrasiyla C-18: 0 ve C-16: 0). Aygicek yagi, yiiksek konsantrasyonda
PUFA'larin yan1 sira nispeten yiiksek E vitamini ve fitosterol seviyelerinin varligi
nedeniyle ¢ok degerlidir (94-96).

Bitki kaynakli diyet yaglari, inflamatuar siirece aracilik ettigi ve gelecekteki
morbiditeleri tahmin ettigi goriilen bagisiklik hiicrelerinin yag asidi igerigini

degistirebildiginden, bagisiklik hiicresi islevinin modiilasyonundan sorumlu olan diyet
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yag tiirtidiir. Bitkisel yaglarda bulunan PUFA'larin kullanimi inflamasyona aracilik
etmede 6nemlidir (163). Diyet yag asitleri, enfeksiydz ve inflamatuar hastaliklarda ki
Gram-negatif bakterilerin epitel astarlarini etkileyerek konak modiilasyonuna aracilik
edebilir. Total yaglarin diisiiriilmesiyle birlikte doymus yag asitlerinin tekli doymamais
yag asitlerine (MUFA) oraninin diisiiriilmesi, kronik inflamatuar hastaliklar1 azaltmak
igin tipik bir diyet miidahale yontemidir (164).

Bu 6zelliklerinden dolay1 ¢alismamizda Aygicek yagi kullandik. Calismamiz,
Aycicek yaginin sistemik uygulanmasi ile apikal periodontitis iizerindeki etkilerini
arastiran ilk ¢alisma niteligini tasimaktadir. Calismamizda Aygigek yagi giinliik olarak
0.5 ml olacak sekilde uygulanmistir ve doza bagimli bir inceleme s6z konusu degildir
(165).

Gida ve Tarmm Orgiitii ve Diinya Saglhk Orgiitii'ne gore, probiyotikler "yeterli
miktarlarda  uygulandiginda  konak¢iya  saghik  yarar1  saglayan  canh
mikroorganizmalardir" (166). Laktik asit bakterilerinin c¢esitli suslari, O6zellikle
Lactobacillus cinsinin iiyeleri, su anda en yaygin sekilde gida muhafazasi icin
probiyotik ve terapotik ajanlar olarak kullanilmaktadir (167-170). Baz1 Laktik asit
bakterileri ayrica belirli metabolik sendromlari, kanseri ve obeziteyi kontrol etmeye
yardimet olmak i¢in kullanilmigtir (171). Probiyotiklerin bir biyofilm matrisi i¢indeki
endodontik patojenlerin ¢ogalmasina ve patojenik siireclerine karst koymada ve
olumlu anti-inflamatuar etkiler gostermede ve kemik rezorpsiyonunu azaltmada
yararli bir rolii oldugunu destekleyen c¢alismalar mevcuttur (14, 172-174).
Probiyotikler, yerlesik oral mikrobiyomu dogrudan degistirmek icin kullanilmis ve
bagisiklik tepkilerini modiile etmek i¢in 6nerilmistir (111). Tiim probiyotik tiirlerinin

normal insan bagirsak florasinin bir parcast olmadigi ve 1 susa atfedilen faydal
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etkilerin diger suslara genellenmesi uygun bulunmamakla birlikte etkilerden
bazilarmin tire Ozgii oldugu disiinilmektedir (106). L. casei alt tiirii olan
rhamnosus’un bir varyant1 olan Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), en kapsamli
olarak arastirilmis olan probiyotiktir (109). LGG’ nin geriye doniik 30 yillik takibleri
mevcuttur ve 2008 yilinda yapilan probiyotik kullanimi i¢in Oneriler adli panelde
spesifik probiyotiklerin, 6zellikle LGG ve Bifidobacterium lactis suglarinin, "A" grubu
iginde yer aldigim belirtmislerdir (175, 176). Bu sebepler ile ¢alismamizda LGG
tiiriinii kullandik. Calismamizda LGG giinliik olarak 10°-10'® CFU olacak sekilde
uygulanmistir ve doza bagimli bir inceleme s6z konusu degildir (109).

Ham propolisin kesin bilesimi kaynaga gore degismekle birlikte genellikle
regine ve balzamlardan (%50-70); ugucu yaglar, aromatik yaglar ve mum (%30-50);
polen (%5-10); amino asitler, mineraller, vitaminler, fenolikler ve flavonoidler gibi
diger Dbiyoaktif bilesiklerden olusur (136). Antimikrobiyal, antioksidan,
antiinflamatuar ve antiproliferatif 6zellikleri nedeniyle propolis dis hekimligi, agiz
saglig1 yonetimi ve tipta muazzam bir potansiyele sahiptir (177). Propolisin; ¢iiriik,
supragingival plak, gingivitis, periodontitis ve vital pulpa tedavilerinde etkili oldugu
ve kok kanal medikamenti olarak kullanilabildigi bildirilmistir. Ayrica, propolisin yara
tyilesmesini hizlandirmada ve kemik erimesini Onlemede de faydali oldugu
gosterilmistir (136). Calismamiz, bu 6zelliklerine dayanak kullandigimiz propolisin,
sistemik uygulanmasi ile apikal periodontitis tizerindeki etkilerini arastiran
literatiirdeki ilk calismadir. Calismamizda giinliikk 100 mg/kg propolis gavaj olarak
uygulanmis olup doza bagl etkisi hakkinda bir incelemede bulunulmamistir (7).

E vitamini, tokoferol ve tokotrienol tiirevlerinin bir grup yagda ¢6ziinen, zincir

kiric1 ve giiclii antioksidanlarini kapsayan genel bir isim olarak kabul edilmektedir. E
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vitamininin antioksidan 6zellikleri, bircok bilim insaninin, 6zellikle kardiyovaskiiler
hastalik, ateroskleroz ve kanser gibi oksidatif stres bilesenine sahip olduguna inanilan
kronik hastaliklar1 6nleme yetenegini incelemeye olan ilgisini tegvik etmistir. Bunun
disinda tokotrienoller ayrica antikolesterol, antiplatelet ve antiosteoporotik 6zellikler
de gostermistir. E vitamininin, lipid peroksidasyonunu baskilayarak genc¢ ratlarda
kemik biiytimesini tesvik edebildigi bildirilmistir (178). E vitamini, anti-inflamatuar
Ozelliklere sahiptir ve hiimoral bagisiklik tepkisinin etkili bir uyaricisidir. Asir1 E
vitamini uygulandiginda deney hayvanlarinda oral yara iyilesmesinin hizlandig1 da
bildirilmistir (145). Bu 6zelliklerinden dolay1 ¢alismada E vitamini (dl-a-tokoferol)
kullandik. Calismamiz, E vitamininin sistemik uygulanmasi ile apikal periodontitis
tizerindeki etkilerini arastiran ilk caligsma niteligini tagimaktadir. Calismamizda E
vitamini gilinliik olarak 60 mg/kg olacak sekilde uygulanmistir ve doza bagimli bir

inceleme s6z konusu degildir (178).

6.2. Cahismada Kullanilan Yontemlerin Secimi

Bilimsel ¢aligmalarda yeni bir madde veya cerrahi teknigin gelistirilmesinde,
var olan hastaliklar ile ilgili bilgi edinilmesinde bilim insanlarina yardimei olmak
amacityla  hayvanlar  kullanilmaktadir.  Hayvan  deneyleri = materyallerin
biyouyumluluklarinin incelenmesi ve prosediirlerin uygulanmasi i¢in endodontide
onemli bir yer tutmaktadir. Bu deneyler sirasinda bir¢ok zorluklarla karsilagilmis ve
deneyin evrim diizeyi daha diisiik deney hayvanlar1 kullanilarak yapilabilecegi
anlasilmistir. Endodontik ¢alismalarda fare, rat, tavsan, dag gelincigi, kopek, kedi ve
maymun gibi deney hayvanlar1 kullanilmistir (179).

Arastirmalarda farelerden sonra en ¢ok kullanilan memeli hayvanlar ratlardir

ve dis hekimligi ¢caligmalarinda 1yi bir deney modeli olusturdugundan nemli bir yer
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tutmaktadir. Ratlar, evrimsel olarak farelere yakinliklariyla bilinmektedir ancak
farelerden hacimsel olarak biiyiik olmalar1 nedeniyle hayvan deneyleri i¢in oldukga
¢ok tercih edilen modellerdendir (179). Rat modellerindeki oral mikroflora ile
periodontal ve pulpal dokular1 insanlarinkine daha yakindir ve deney modellerinde
kullanim ve bakim kolayligi, kolay iireyebilmeleri, diger memeli hayvanlara gore
yiiksek metabolizma hiz1 varligi, ekonomik olmasi gibi sebepler ile kisa donemli
caligmalar i¢in olduk¢a uygun modellerdir (180-184). Calismamizda bu gibi
sebeplerden dolayi apikal periodontitis indiiksiyon modelinin olusturulmasinda ratlar
tercih edildi.

Literatiirde apikal periodontitis indiiksiyon modelinin olusturulmasinda azi
dislerin pulpalar1 agiz ortamina ac¢ilmis, kavitelere herhangi bir islem yapilmadan
deney siiresince agiz ortamina agik halde birakilmistir (185-187). Bazi ¢alismalarda
ise agilan kavitelere cesitli bakteri endotoksini yerlestirildikten sonra kaviteler agiz
ortamina agik birakilmigtir (188, 189). Yapilan bir¢ok ¢alismada apikal periodontitis
indiiksiyon siiresi ve olusan lezyon boyutlar1 7, 14, 21, 28, 35 ve 42 giin gibi farkh
zamanlarda incelenmis ve karsilastirtlmistir (190-192). 2014 de yapilan bir ¢alismada
Zhang ve arkadaslar, ilk 21 gilinde lezyon boyutlarinda artis oldugunu, 21-28 giinler
arasinda lezyon biiyiikliigii arasinda anlamli bir fark goriilmedigini bildirmistir (192).
Yine ayni yil i¢cinde yapilan baska bir calismada Liu ve arkadaglari, 0. ve 28. giinler
arasinda periapikal lezyon boyutunun arttigini ve bu siireden sonra sabit kaldigini
belirtmislerdir (193). Calismamizda apikal periodontitis olusum teknigi ve siiresi ile
ilgili bir degerlendirme yapilmasi amaglanmadigi i¢in deney siiresi L. Cosme-Silva ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptig1 calismalarindaki gibi herhangi bir uyaran olmadan

kaviteler 30 giin boyunca agiz ortamina agik birakilarak yapildi (14).
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Ratlarda bir yarim ¢ene arkinda 1 keser dis ile 3 az1 disi mevcuttur. Keser
dislerin devamli olarak stirme 6zelligi tasimasi ve agik apikal yapiya sahip olmasi gibi
sebeplerle periapikal dokularin ve lezyon boyutunun incelendigi ¢alismalarda alt
birinci biiylik az1 disler genellikle tercih edilmektedir (157, 192, 193). Calismamizda
alt birinci biiyiikaz1 disler; histolojik kesitlerde inceleme kolaylig1 ve bu dislerin apikal
periodontitis modeline uygun olmasi, gibi nedenlerle kullanimi tercih edildi.

Ratlara ek olarak verilecek besin ve vitamin tiirevi takviyeler igme sularina
veya yemlerine eklenerek verilebilir. Ancak bu durumda tiiketilen besin ve vitamin
miktarinin standardize edilemeyecegi diistiniilmektedir. Verilecek takviyenin kokusu
ve tad1 kotii ise tiikketim miktar1 azalacaktir. Bu gibi durumlar ile karsilagsmamak i¢in
gavaj yontemi tercih edilir. Gavaj; deney hayvanlarina verilecek olan maddenin uygun
bir plastik veya metal sonda ile direkt olarak mideye verilmesidir. Deney hayvan
uygun pozisyonda tutulur bas arkaya ve diiz pozisyona getirilir diger elle gavaj sondasi
deney hayvaninin midesine kadar sokulur. Eger gavaj sondas1 kolaylikla ilerliyorsa
islem dogru kabul edilir. Mideye erisim ve uygulama i¢in gavaj sondasinin 10 cm' lik
boliimiiniin ilerlemesi yeterlidir (194). Bu gibi sebeplerden dolay1 ¢alismamizda besin

takviyelerinin ratlara gavaj yolu ile verilmesi tercih edildi.

6.3. Biyokimyasal Bulgularimin Degerlendirilmesi

Kemik dokusu, amorf kalsiyum fosfat Ca3(PO4) ve osteoblastlar tarafindan
sentezlenen kalsiyum hidroksiapatit kristalleri ile sentezlenmis organik bir matristir
(195). Metabolik olarak aktif bir doku olan kemik, kemik rezorpsiyonu ve olusumunu
igeren siirekli yeniden sekillenmeye ugrar. Biyokimyasal belirtegler, yeniden
sekillenme 1ile ilgili siireci yansitir ve bu nedenle metabolik kemik hastaliklarinin

yonetiminde faydalidir. Biyokimyasal belirtegler noninvazivdir ve kemik
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dongiisiindeki akut degisiklikleri ortaya ¢ikarabilir. Yararli olmasi i¢in, kemik
dongiisiinlin ideal bir biyokimyasal belirtecinin kemikteki metabolik siire¢lerden
birine 6zgli olmasi gerekir (196).

Yeniden sekillenmeyi yansitan kanda veya idrarda olgiilebilen biyokimyasal
belirtegler arasinda, kemik rezorpsiyon belirtecleri (6rnegin, kalsiyum ve fosfor) ve
kemik olusumunun belirtecleri (6rnegin, alkalin fosfataz) yer almaktadir (197). Kemik
belirtecleri, giiniin saati, adet dongiisiiniin asamasi ve y1lin mevsiminin yani sira diyet,
egzersiz ve kemigin yeniden sekillenmesini degistiren diger her seyle ilgili 6nemli kisa
ve uzun vadeli dalgalanmalar sergiler. Bu biyolojik faktorler, tahlil belirsizligine ek
olarak, belirteclerde 6nemli birey i¢i ve bireyler arasi degiskenlik iiretir. Bu
nedenlerden dolayi, klinik durumlar hakkinda bilgi saglayan calismalarin ¢ogu,
birincil olarak bu belirte¢lere dayanmamalidir (197).

Kalsiyum ve fosfor, kemik biiylimesinin ve mineralizasyonun
diizenleyicileridir (14). Bu belirteglerden olan fosforun bir kismi kalsiyum ile birlesik
olusturarak hidroksiapatit kristali seklinde, geri kalani ise kalsiyum fosfat seklinde
bulunur (198). ALP ise, en ¢ok kemik, karaciger ve bobreklerde olmak iizere yaygin
olarak eksprese edilir. Dolasimdaki ALP, yetiskinlerde ¢ogunlukla kemik ve
karacigerden ve dogumdan ergenlige kadarki donemde agirlikli olarak kemikten
kaynaklanir. ALP tipik olarak, diger reaksiyonlarin yam sira cesitli fosfat iceren
molekiillerden fosfat grubunun ¢ikarilmasini katalize eder. Fizyolojik olarak, ALP'nin
ana rollerinden biri, gerekli fosfor havuzunu sagladig: i¢in hidroksiapatitin hiicre disi
matriste biriktirildigi siire¢ olan sert dokularin mineralizasyonuna yardimer olmaktir
(199). ALP, kemik metabolizmasi igin en yaygin kullanilan belirtectir ve kemik

olusumu ve osteoblast aktivitesinin boyutunu yansitabilir (14).
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Calismamizda, besin takviyelerinin kemik degisiklikleri mekanizmasindaki
rollerini vurgulamak icin apikal periodontitisli bir rat modelinde serum kalsiyum,
fosfor, alkalen fosfataz diizeylerindeki degisiklikleri degerlendirdik.

L. Cosme-Silva ve arkadaslar1 deneysel olarak olusturulmus apikal
periodontitisli ratlarda probiyotik diyet takviyesinin, biyokimyasal parametrelere olan
etkilerine bakmislardir. Caligmanin sonucunda, gruplar arasinda plazma kalsiyum ve
fosfor diizeylerinde fark yokken alkalen fosfataz diizeylerinin, probiyotik tiiketen
gruplardan daha yiiksek oldugu bulunmustur (14).

Renan Dal-Fabbro ve arkadaslari deneysel olarak olusturulmus apikal
periodontitisli ratlarda kronik alkol tiiketiminin biyokimyasal parametrelere etkisini
degerlendirdikleri calismalarinda serum kalsiyum seviyesinin tiim gruplarda sabit
kaldigim1 ancak alkol verilen gruplarda ise serum fosfor ve alkalen fosfataz
diizeylerinin arttigini bildirmislerdir (200).

Calismamizda, besin takviyesi uygulanan tiim gruplarda serum ALP ve serum
P degerlerinde herhangi bir degisiklik olugsmadig tespit edildi. Serum Ca diizeyleri,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolis grubu hari¢ olusturulan diger besin
takviyesi uygulanmis olan apikal periodontitis gruplarinda farklilik gosterdi (Sekil 14).
Serum Ca diizeyleri i¢in besin takviyesi uygulanmamis olan apikal periodontitis grubu
ile besin takviyesi uygulanmis olan diger gruplar arasinda c¢oklu karsilastirmalarda
istatistiki bir fark tespit edilmezken (p>0.05), besin takviyesi uygulanmamis olan
apikal periodontitis grubu ile probiyotik ve E vitamini uygulanmis gruplarin yapilan
ikili karsilastirmalarinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar belirlendi (p<0.05) (Sekil
15). Serum Ca diizeyleri Probiyotik ve E Vitamini uygulanan ratlarda, besin takviyesi

uygulanmamis olan apikal periodontitis grubuna kiyasla sirasiyla %5.8 ve %6.2
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oraninda daha diisiik oldugu bulundu (p=0.0117, p=0.0057). Ikili karsilastirmalarda,
Propolis grubunda serum Ca diizeyleri diger tiim gruplarla istatiksel olarak farklilik
gostermezken matematiksel olarak besin takviyesi uygulanmis diger gruplara gore
yiiksek bulunmustur (p>0.05).

Calismamizda probiyotik grubundaki serum Ca diizeyindeki azalisin
parathormon azalmasina bagli oldugunu diistinmekteyiz. Yapilan bir ¢alismada, viicut
mikrobiyomu ile kemik arasindaki iletisimin endokrin sisteme veya hormon benzeri
maddelere bagli olabilecegi 0One slriilmiis ve Lactobacillus suslarinin
uygulanmasindan sonra parathormonun azaldigini gosteren bazi klinik kanitlar elde
edilmistir (201).

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gére E vitamini grubundaki serum Ca
diizeyindeki  azalisin  trombosit-kalsiyum  mekanizmalarindan  etkilendigini
varsaymaktayiz. Trombositlerin hiicre i¢i kalsiyum akisi {izerindeki etkilerinin
degerlendirildigi bir calismada E vitamininin membran vezikiilleri tarafindan
kalsiyum alimi1 iizerinde higbir etkisinin olmadigr ancak dolayli yollardan
konsantrasyona bagli olarak kalsiyum salinimini inhibe ettigi gosterilmistir (202).

Calismamizda bulunan propolis grubunda serum Ca diizeyinin besin takviyesi
uygulanmis diger gruplara gore yiiksek olmasinin propolis igerigindeki Ca varliginin

sebep oldugunu tahmin etmekteyiz (121).

6.4. Histopatolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Apikal periodontitis lezyonlarinda kemik yapim-yikimi ve inflamasyon ile
iliskili hiicreler, medyatorler, bakterilerin varligi ve yerlesimi farkli yontemler

kullanilarak incelenebilmektedir. Bu yontemler; H&E boyama (203) ile histolojik
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inceleme ve histomorfometri (204), immiinhistokimya (205), Brown-Brenn boyama
(206), enzim bagli immunosorbent deney (ELISA) (207) ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) (208) gibi yontemlerdir.

Kantitatif sonuglar ELISA ve PCR yontemleri ile elde edilebilse de incelenecek
parametrelerin hiicreler ile iliskisini ve konumunu degerlendirmek miimkiin
olmamaktadir. Histopatolojide kantitatif sonuglar elde etmek zor olsa da skorlama
yontemi kullanilmakta ve sonuglar semi-kantitatif olarak degerlendirilebilmektedir.
Ayrica, bag dokusu, hiicreler, kemik yikim alanlari, 6dem, hiperemi veya apse varligi
histolojik kesit yerinde semi-kantitatif olarak incelenebilmektedir (6). Bu sebeplerden
dolay1 ¢aligmamizda H&E boyama kullanilarak histopatolojik yontem ile osteoblastik,
osteoklastik, inflamasyon, fibrozis, anjiogenez ve apse olusumu degerlendirildi.

Calismamizda sistemik besin takviyesi uygulamasi yapilmis olan gruplardan
bitkisel yag ve E vitamini gruplarinda inflamasyonda azalma mevcut oldugu goriildii
(p<0.0001). Probiyotik ve propolis gruplarinda ise inflamasyonun istatiksel olarak
anlaml diizeyde etkilenmedigi ancak orta siddetliden hafif siddetli inflamasyona
dogru bir gegis gosterdigi tespit edildi (p>0.05).

Literatiirde bizim c¢alisma tasarimimiza benzer sekilde yapilmis bazi
caligmalarda sistemik olarak ®-3 PUFA (209), probiyotik (14), melatonin (210) ve
selenyum (211) verilmesi sonucunda ratlarda inflamatuar reaksiyon ve kemik
yikiminin azaldigi gosterilmistir. Calismamizin sonucunda ortaya ¢ikan inflamasyon
ve kemik yikimindaki azalmanin kullandigimiz besin takviyelerinin antioksidan
tiirevde olmasi sebebiyle oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak yapilan bir bagka ¢calismada

ise asir1 kafeine maruz kalmanin kemikte kalsiyum birikimi ve kemik mineral
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yogunlugu azaltarak inflamatur reaksiyon ve kemik yikimini arttirdigi bildirilmistir
(212).

Calismamizda, inflamasyon diizeylerinin azalmasinin yani sira fibrozis
diizeyinin apikal periodontitisli ratlarda artis gosterdigi, 6zellikle propiyotik grubu
ratlarda fibrozisin %36.1 oraninda azaldig1 goriildii (p=0.0002). Bitkisel yag, serum
fizyolojik, propolis ve E vitamini gruplarinda, fibrozis diizeylerinin istatistiki olarak
etkilenmedigi ancak fibrozisde siddetli diizeyden hafif ve orta diizeylere dogru gecis
izlendigi tespit edildi (p>0.05).

Fibrozis diizeylerindeki bu degisim kemik ve bag doku iyilesme
donemlerindeki yapisal degisikliklerden kaynakli oldugu ve bu iyilesme donemlerinin
konak modiilasyonu ile degisiklikler gosterebildigi bildirilmistir (213, 214). Fibrozis
diizeylerindeki degisimin graniilasyon dokusunun icerisinde yer alan kollajen liflerin
artmasiyla lezyon alaninin giderek kiigiilmesi seklinde agiklanabilir (213, 215).
Andrada ve arkadaglarimin deneysel periapikal inflamasyonda azitromisinin ve
amoksisilinin immiinomodiilasyon T{zerine etkilerini arastirdiklar1 c¢alismanin
sonucuna gore hem azitromisin hem de amoksisilinin enfeksiyon kaynakl periapikal
inflamasyonlari etkili bir sekilde azalttig1 bildirlmistir (214). Bu sonuca gore kemik ve
bag doku iyilesme donemlerinin konak modiilasyonu ile degisiklikler gosterebildigi
agiklanabilir.

Calismamizda kullandigimiz tiim ratlarda anjiogenez olusumu apikal
periodontitis ile artis gosterdi (p=0.0148). Gruplar arasinda en yiiksek anjiyogenez
diizeyinin serum fizyolojik grubunda oldugu tespit edilmesine ragmen istatiksel olarak
anlaml degildi (p>0.05). Probiyotik, E vitamini, propolis ve bitkisel yag gruplarinda

anjiogenez durumu tedavi uygulanmayan apikal periodontitis grubuna kiyasla azalma
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gosterdi ancak bu azalisin istatistiki olarak anlamli olmadig: tespit edildi (p>0.05).
Calismamizin  sonuglarma gore vaskiileritedeki azalmanin Hassumi JS ve
arkadaslarinin belirttigi gibi alveolar kemik iyilesmesinin baslangicindaki irritanlarin
ve irritan kaynakli iltihabi yanitin gerilemeye baslamasiyla olgun kollajen igeren
graniilasyon dokusu olusumuna ve bu dokuda kapiller liimenlerin kapanmasi ve
zamanla ortadan kalkmasina bagli oldugunu diisiinmekteyiz (213, 215).
Calismamizda apikal periodontitis olusturulan ratlarda osteoblastik aktivite
diizeylerinin gruplara gore farklilik gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Kontrol grubu,
apikal periodontitis grubu ve E vitamini gruplarinda orta diizey osteoblastik aktivite
matematiksel olarak daha yiiksek bulunurken, diger gruplarda hafif osteoblastik
aktivite tespit edildi. Ortalama osteoblastik aktivitenin en yiiksek diizeyde apikal
periodontitis grubunda oldugu (1.33) ve sonraki en yiiksek diizeyde osteoblastik
aktivitenin E vitamini (1.25) grubunda oldugu bulundu. Apikal periodonditisli ratlarda
osteoklastik aktivite de saglikli kontrol grubundaki ratlara kiyasla %45.3 oraninda bir
artis tespit edilirken, bu artisin propolis ve E vitamini uygulamasi ile azaldig:
belirlendi. Ayrica osteoklastik aktivitede diger besin takviyeleri i¢in istatiksel olarak
anlamli olmayan azalma goriildii (p<0.05). Calismamizdaki osteoklastik aktivitedeki
genel azalisin ek olarak verilen besin takviyelerinin var olan antioksidan ve anti-
inflamatuar etkilerinden kaynakli olabilecegini diisiinmekteyiz (216-219). Besin
takviyelerinin antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinin ortaya ¢ikisi, kronik
inflamasyon ve oksidatif stres ile kemik yapim-yikim hiz1 arasindaki dengesizlige ve

ardindan kemik yikimina yol agan iki ana mekanizma ile agiklanabilir (218).
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Calismamizda, ratlarda deneysel apikal periodonditis tedavisinde bitkisel yag,
serum fizyolojik, probiyotik, propolis ve E vitamini takviyelerinin histolojik olarak

apse olusumu tiizerine herhangi bir etkisi tespit edilmedi (p>0.05).

6.5. Imnmunohistokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

Immiinohistokimya, hiicre veya doku antijenlerinin (amino asitler, proteinler
ve bulasici ajanlar) tespiti amaciyla kullanilmaktadir. Bu yontemde spesifik antikorlar
boyama yoluyla gorsellestirilebilen doku bilesenlerini (antijenler) dogrulamak ig¢in
kullanilir. Inflamasyon ve kemik yapim-yikiminda yer alan bir ¢ok arac1 ve ilgili hiicre
veya medyator, immiinohistokimya ile semi-kantitatif olarak tespit edilebilir ve hangi
hiicrelerle iliskili oldugu incelenebilmektedir (210, 220, 221). Bu nedenlerden dolay1
calismamizda OPG, RANKL ve TRAP immiinohistokimyasal boyama teknikleri
kullanilarak osteoblast ve osteoklastlar semikantitatif olarak 400X biiyiitme ile
incelendi.

Calismamizda Apikal periodontitisli ratlar ile tedavi uygulanan ratlar arasinda
OPG ve TRAP degerleri igin gruplar arasinda istatiktiksel olarak bir farklilik
bulunmadi (p>0.05). Calismamizin sonucuna benzer sekilde Gomes-Filho J.H. ve
arkadaslari, Raloksifenin osteoklastogenez ve anjiyogenez diizenleyicilerinin
modiilasyonunu arastirdigi ¢alismada gruplar arasinda OPG immiinoreaktivitesinde
anlamli fark olmadigin1 bildirmislerdir (205).

Bitkisel yag, serum fizyolojik probiyotik, propolis ve E vitamini takviyesi
yapilmig gruplarda RANKL diizeyi apikal periodontitisli gruplara goére anlamli
derecede daha az bulundu (p<0.01) ancak kontrol grubuna gore anlamli bir fark
bulunmadi. TRAP degeri RANKL diizeyine benzer sekilde tedavi gruplarinda

matematiksel olarak azalmasina karsin bu azalis istatistiki olarak anlamli degildi
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(p>0.05). Metforminin ratlarda RANKL/OPG orani tizerindeki etkisini arastiran bir
calismada, Metformin ile tedavi edilen gruplarda RANKL ve TRAP diizeylerinin
azaldig, OPG diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. Yazarlar, RANKL/OPG oraninin
diismesinin osteoklast sayisin1 ve kemik rezorpsiyon alanlarini azaltarak periapikal
lezyonlar inhibe ettigini bildirmistir (156). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada ise
arastirmacilar, probiyotiklerle diyet takviyesi yapilan apikal periodontitisli ratlarda
RANKL"'m belirgin bir sekilde azaltilmis ekspresyonunu, énemli 6l¢iide daha fazla
OPG ekspresyonunun yani sira daha az osteoklastik hiicrenin (TRAP) ortaya ¢iktiginm
ve boylece probiyotik tiiketen hayvanlarda periapikal kemik kaybinin boyutunu
azaltarak probiyotiklerin osteoklastogenezi modiile etme yetenegiyle destekledigini

bildirmislerdir (14).

80



7. SONUC VE ONERILER

Ratlarda deneysel olarak olusturulan apikal periodontitis ile besin takviyesi
uygulamasiyla saglanan konak modiilasyonu arasindaki iligkinin degerlendirildigi bu
tez ¢alismasinin sinirlamalar1 dahilinde asagidaki sonuglar elde edilmistir:

Ratlarda olusturulan apikal peridontitis modelinde serum alkalen fosfotaz (ALP),
fosfor (P) diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadig1 ancak serum Ca diizeylerinin,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolis grubu hari¢ olusturulan diger besin
takviyesi uygulanmis olan apikal periodontitis gruplarinda farklilik gosterdigi tespit
edildi.

Bu tez calismasimin sonuglari, deneysel olarak olusturulmus apikal periodontitis
modelinde besin takviyesi uygulamasiyla saglanan konak modiilasyonu ile
histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak inflamasyonda ve kemik yikiminda
azalma oldugunu gdstermektedir.

. Uygulanan besin takviylerinden E vitamini ve bitkisel yagin diger besin takviyelerine
gore daha anlaml1 sonuglar verdigi goriildii.

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal verilerin haftalar icindeki degisimleri ve
lezyon biiytikliigliniin stabil hale geldigi haftalardaki miktarlarinin degerlendirildigi
daha uzun siireli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Bu ¢alismada besin takviyesi uygulamasiyla saglanan konak modiilasyonu ile apikal
periodontitis  arasindaki iliskinin = degerlendirilmesi amaglanmistir.  Besin
takviyelerinin apikal periodontitiste lokal uygulama yontemlerinin ve etkilerinin

arastirilmasina ihtiyag¢ vardir.
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