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OZET

PROBIYOTIK KAYNAKLI POSTBiYOTIK MEDIATORLERIN INSAN
PERIODONTAL LIGAMENT FiBROBLAST HUCRELERI UZERINE
ETKILERININ INCELNMESI

Hazal KIBAR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Yavuz Emre ARSLAN
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Fadime KIRAN
07/01/2020, 66

Periodonsiyumun yok olmasina neden olan periodontal hastaliklar, etkin bir sekilde
tedavi edilemedikleri siirece progresif periodontal kemik kaybina ve sonrasinda erken dis
kayiplarina yol agabilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, probiyotik kaynakli postbiyotik
mediatdrlerin (PM) insan periodontal ligament fibroblast (iPDLF) hiicrelerinin canliligi
tizerine olan etkilerini belirlemektir. Bu amagla, ar1 polen 6rneklerinden bakteri izolasyonu
gergeklestirilmis ve elde edilen izolatlar molekiiler yontemler ile tanimlanmigtir. Weissella
cibaria olarak tanimlanan izolatlarin ekzopolisakkaritleri (EPS) ile hiicre bagimsiz
siipernatantlar1 (HBS) elde edilmis ve bu PM’lerin antioksidan etkileri belirlenmistir. Her
iki izolata ait HBS’lerin DPPH radikalini giderici etkileri %52-61 arasinda tespit edilmistir.
Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in saglikl1 dislerden iPDLF izolasyonu gerceklestirilmistir. 1zole
edilen hiicreler, EPS ve HBS’lerin degisen dozlari ile 24 saat inkiibe edilmis ve birlikte
inkiibasyonu takiben iPDLF hiicre canliligt MTT testi ile analiz edilmistir. Elde edilen
veriler neticesinde; her iki izolata ait PM’lerin iPDLF hiicre canliligini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttirdigi belirlenmistir. Sonug olarak, Weissella cibaria izolatlari
tarafindan tretilen PM’lerin antioksidan ozellikleri ve iPDLF hiicreleri iizerindeki
proliferatif etkileri ile periodontal hastaliklar i¢in yeni bir biyo-malzeme olarak kullanim

potansiyelinin olabilecegi diisiintilmektedir.

Anahtar sozciikler: Periodontal Hastaliklar, Postbiyotik Mediatdrler, DPPH, Insan

Periodontal Ligament Fibroblast Hiicreleri, Rejeneratif Tip
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PROBIOTIC-DERIVED POSTBIOTIC
MEDIATORS IN HUMAN PERIODONTAL LIGAMENT FIBROBLAST CELLS

Hazal KIBAR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Bioengineering and Materials Engineering
Advisor: Asst. Prof. Yavuz Emre ARSLAN
Co-Advisor: Assoc. Prof. Fadime KIRAN
07/01/2020, 66

Periodontal diseases which give rise to the disappearance of the periodontium can lead
to progressive periodontal bone losses and subsequent early tooth losses when not effectively
treated. The aim of this study was to determine the effects of probiotic-derived postbiotic
mediators (PM) on the viability of human periodontal ligament fibroblast cells (hPDLF). For
this purpose, bacteria were isolated from bee pollen samples and isolates were identified by
molecular methods. Exopolysaccharides (EPS) and cell-free supernatants (CFS) of the
isolates identified as Weissella cibaria, were obtained and their antioxidant effects were
determined. The DPPH radical scavenging effects of CFS for both isolates were found
between the range of 52-61%. hPDLF cells were isolated from healthy teeth for cell culture
studies, then co-incubated for 24 hours with varying doses of EPS and HBS. Following the
co-incubation, hPDLF cell viability was analyzed by MTT assay. As a result of the obtained
data; PM’s of both isolates were found to increase hPDLF cell viability, statistically. In
conclusion, PM’s produced by Weissella cibaria isolates, with their antioxidant properties
and proliferative effects on hPDLF cells may have the potential for use as a new biomaterial

for periodontal diseases

Keywords: Periodontal Diseases, Postbiotic Mediators, DPPH, Human Periodontal

Ligament Fibroblast Cells, Regenerative Medicine
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BOLUM 1
GIRIS

Degisik nedenlere bagli olarak olusan, sadece dis dokusu ile kalmayip viicudun birgok
sistemine de yansiyan ve insan hayatini olumsuz yonde etkileyen periodontal hastaliklar,
tim diinya genelinde en yaygin ve Onemli saglik sorunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Son yillarda periodontal cerrahiyi takiben periodontal dokularin
rejenerasyonuna (yenilenmesine) yonelik gerceklestirilen calismalar hizla artmaktadir.
Periodontal dokularin yenilenmesinde temel amag; periodontal destegin yeniden elde
edilerek yaralanan dokunun, mineralize ve yumusak doku bilesenlerinin yapilanmasini
saglayabilmektir. Iyilesme siireci, bircok hiicre tipinin yeni olusan yapilanmaya katkida
bulunmasint gerekli kilan uzun bir siirectir. Periodontal rejenerasyon asamasinda; yara
iyilegsmesi olan bolgede bulunan hiicrelerin yeni kemik ve periodontal ligament (PDL)
olusturma kapasitesinde olmasi1 beklenmektedir. Farkli progenitdr hiicre popiilasyonuna
sahip oldugu bilinen PDL hiicreleri osteoblast benzeri 6zelliklerinden dolay1 bu siirecte
yonlendirilmis doku rejenerasyonuna katkida bulunan 6nemli hiicre gruplar1 arasinda yer
almaktadir. Gergeklestirilen son ¢alismalarda, cesitli biyolojik faktorlerin yonlendirilmis
doku rejenerasyonuna olan etkinliklerinin daha iyi anlagilmasi, s6z konusu PDL hiicrelerinin
proliferasyonuna olan etkilerini giindeme getirmis olup, rejenerasyondan sorumlu hiicrelerin
biyolojik molekiiller araciligi ile uyarilabilecegi hipotezini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu amagla
cesitli biliyime ve farklilastirma faktorlerinin proliferasyonu tesvik edici etkilerine
yonlenilmektedir. Ancak; agiz mikrobiyotasinda da siklikla bulunan ve basta konak
inflamatuvar-immiin yaniti gibi bircok metabolik yolagi tetikleyebildikleri kanitlanmis olan
laktik asit bakteri (LAB) suslarinin salgiladigi mediatorlerin kok hiicreler ile etkilesimleri
altinda yatan karmasikliga heniiz dikkat ¢ekilmemistir.

Periodontal tedavide nihai amag; periodontal doku inflamasyonunu kontrol etmek ve
dis cevresini saran ve destekleyen dokularin bulundugu periodonsiyum bdlgesinin
ongoriilebilir rejenerasyonunu saglayabilmektir. PDL; dislerin stabilizasyonunu ve islevini
siirdiirmekte onemli bir rol oynayan, dis kokiinii ¢evreleyerek disi alveolar kemigin i¢
yiiziine baglayan oldukg¢a fibroz ve vaskiiler bag dokusundan olusan 6énemli bir yapidir. Bu
yapinin olusumunu saglayan periodontal ligament fibroblast (PDLF) hiicreleri ise
periodonsiyumda 6nde gelen 6dnemli bir hiicre tipi olup, periodontal doku homeostazinda ve
yeniden sekillenmesinde kritik roller iistlenmektedir. Bu hiicreleri kullanarak kaybedilmis

periodontal yapmin yeniden olusturulabilmesi i¢in farkli tedavi yaklasimlari
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gelistirilmektedir. Biiylime faktorii gibi biyolojik ajanlarin PDLF hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilagmasi tizerindeki etkileri kanitlanmis olmasina ragmen, LAB suslari tarafindan
iretilen postbiyotik mediatorler (PM) i¢in yonlendirilmis doku rejenarasyonunu hedefleyen
herhangi bir ¢alisma heniiz gergeklestirilmemistir. Bu ¢alismada, polen 6rneklerinden LAB
izole edilmis, molekiiler yontemler ile tanimlanmig, PM’leri elde edilmis ve bu PM’lerin
(hiicre bagimsiz siipernatant ve ekzopolisakkarit) antioksidan 6zellikleri degerlendirilmis ve
insan PDLF hiicrelerinin hiicre canlilig1 {izerine olan etkileri XTT testi ile analiz edilmistir.
Periodonsiyumun iyilesmesi ve rejenerasyonu amaciyla dogal bir liriin olarak PM’lerin
kullanildig1 ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nemli olan bu tez ¢alismasindan elde edilen
sonuclar PM’lerin periodontal hastaliklarin tedavisi i¢in alternatif bir tedavi yaklagimi olarak

kullanilabilecegine dikkat ¢cekmektedir.

1.1. Ag1iz Homeostazi ve Onemi

Bireyin dogumundan hemen sonra agiz boslugu igerisinde mikroorganizmalarin
kolonilesmeye basladigi ve yasam boyu bu siirecin devam ettigi bilinmektedir. Agiz
boslugu; dis, bukkal mukoza, yuamusak veya sert damak ve dil gibi farkli bir¢cok mikrobiyal
nisleri kapsayan karmasik ekolojilere sahip bir ortamdir (Sekil 1.1.). insan agiz boslugu,
yaklasik 35-36°C arasinda sabit bir sicakliga sahiptir. Ag1z igerisinde bulunan tiikiiriik salgis1
ise agz1 mikrobiyal bir yasam alani olarak etkileyen agiz igerisindeki yiizeyleri ¢esitli
sekillerde yikamakta, yilizeyleri nemli tutmakta ve pH'y1 birgok mikroorganizma i¢in optimal
olan 6,75 ile 7,25 arasinda sabit tutmaktadir. Tikiiriik ayrica agiz igerisinin patojen
mikroorganizmalarla kolonizasyonuna kars1 oral savunmasinda kilit bir rol oynamaktadir
(Haukioja, 2009). Ag1z boslugu ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan siirekli olarak istila
edilen bir nis olup, mikrobiyal inflamasyonlara karsi olduk¢a hassas bir bolgedir.
Streptococcus mutans, dis clirlimelerine en c¢ok neden olan Onciil bir patojen olarak
tanimlanmaktadir. Periodontal hastaliklar ise Porphyromona gingivalis, Treponema
denticola ve Tannerella forsythia gibi mikroganizmalarin kolonizasyonu sonucu meydana

gelmektedir (Saha, 2014).
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Agiz boslugu, gastrointestinal sistemin mukozal ylizeylerinde solunum yolunun
stirekliligini saglayan mikrobiyotanin karsilayicist olarak kritik bir rol oynamaktadir. Agiz,
mikrobiyotasi agiz boslugunun farkli bolgelerine lokalize olan yaklagik 700 bakteri tiiriinden
olusmaktadir (Sekil 1.2.). Agiz mikrobiyotasinin homeostazinin bozulmasi (disbiyozis)
neticesinde bir ¢cok hastalik meydana gelmekte ve bu hastaliklar agiz boslugununda Gtesinde
tim viicudu etkilemektedir. Agiz mikrobiyotasinin homeostazinin denge degisimi,
kardiyovaskiiler hastaliklardan, felg, anormal gebelik, diyabet, aspirasyon zatiirre, kanser ve
Alzheimer hastaligina kadar bir¢ok sistemik ve kronik hastaliklarla iligkilendirilmektedir.

Orta yash bireylerde yapilan ¢alismalarda oral enfeksiyonun 6liim riski ile iliskili olduguda



belirtilmektedir. Bu nedenle agiz mikrobiyota homeostazini saglikli yonde dengede tutmak

stirdiiriilebilir saglik kosullart i¢in olduke¢a elzemdir (Arnold ve Ribeiro, 2019).
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Sekil 1.2. Agiz boslugunun farkli bolgelerinde mikrobiyota kolonizasyonunun
biyocografyasi (Lamont, Koo ve Hajishengallis, 2018)

1.2. Agiz Saghg1 ve Yaygin Hastahklar

Agiz, viicudun farkli bolgelerinde meydana gelen ve genel saglik bozukluklarinin
sinyallerini veren bir “pencere” islevi gormesi agisindan oldukca 6nemli kabul edilmektedir.
Bu nedenle agiz sagliginin kontrolii ve tedavisi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Agiz
hastaliklar1 ¢ok faktorlii bir etiyolojiye sahiptir. Patojen bakterilerin gelisimi, dis
yiizeylerinde biyofilm olusumu ve iltithaplanma gibi 6nemli faktorler hastaligin ilerlemesine
katkida bulunmaktadir (Saha, 2014). Bununla birlikte, yiiksek karbohidrat alimi, baz1 stres
durumlart gibi faktorlerden dolayr mikrobiyotadaki bozulmalar disbiyozisi meydana
getirmekte ve agiz hastaliklarinin gelismesine yol agabilmektedir (Arnold ve Ribeiro, 2019).
Ag1z hastaliklar1 biiyiik 6l¢iide Onlenebilir olmasina ragmen, sosyal, ekonomik ve ticari
degisikliklerle baglantili olarak bir¢ok diisiik ve orta gelirli iilkelerde artan prevalanslari
nedeniyle endige yaratan kiiresel bir halk sagligi sorunu olmaktadir. Bununla birlikte, kiiresel

halk saglig1 onem sirasinda dis ¢iiriigii, periodontal hastaliklar ve oral kanserler ilk siralarda
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bulunmaktadir (Peres ve digerleri, 2019). Ozellikle dis ¢iiriigii ve periodontal hastaliklar,
diinya niifusunun biiyiik bir boliimiinii etkilemektedir. Periodontal hastalik, kiiresel kronik
hastalik yiikiine katkida bulunan en énemli iki agi1z hastaliklarindan biridir. Diinya ¢apinda
oldukca yaygin olup iilkeler i¢in 6nemli bir halk saglig1 sorunu olusturmaktadir. Periodontal
hastaliklarin prevelansi yetiskinlerde %15-20 arasinda iken, dis ¢iirligli icin prevelans degeri
neredeyse %100 oraninda seyredilmektedir. Ancak bu hastaliklarin sadece dis dokusunu
degil, tedavi edilmedigi taktirde viicudun farkli sistemlerini de etkileyen 6nemli bir olgu
oldugu ve kardiyovaskiiler hastaliklar, tip-2 diyabet, romatoid artrit, kronik bobrek hastaligi,
ve digerleri, 2018).

Son Global Hastalik Yiikii Caligma raporunda agir periodontitisin diinya genelinde en
yaygin 6. hastalik oldugu, yaklasik 743 milyon insanin bu hastaliktan etkilendigi ve kiiresel
periodontal hastalik yiikiiniin 1990°dan 2010’a kadar %57,3 oraninda arttig1 belirtilmektedir
(Tonetti, Jepsen, Jin ve Corgel, 2017). Diinya Saglik Orgiitii, periodontal hastaliklarin, gogu
sanayilesmis olan iilkelerde, tedavi masraflar1 agisindan dordiincii en pahali hastalik
oldugunu tahmin etmektedir. 27 Avrupa Birligi iiyesi lilkelerdeki agiz sagligi hizmetlerine
yonelik yapilan yillik harcamalarin 79 milyar Euro oldugu belirtilmektedir (2008—2012
yillik ortalamasi). Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nin tek basina 110 milyar dolardan
fazla para harcadigi rapor edilmektedir (Listl, Galloway, Mossey ve Marcenes, 2015).
Avrupa’nin, 2016 yilinda %27,8’lik bir pay ile kiiresel dis zar1 ve kemik grefti pazarina
hiikmettigi bilinmektedir. Tahmini olarak, %9,3’lik giiclii artis pay1 olusmasi1 durumunda,
dis zar1 ve kemik grefti pazarinin 2015 yilindaki 419 milyon dolardan, 2024 yilinda 922,6
milyon dolara yiikselmesi beklenmektedir. Teknolojideki hizli inovasyonun ve artan hasta
sayisinin bu pazar1 hareketlendirecegi belirtilmektedir (Aragtirma ve Market Analizleri

Raporu, 2018).

1.2.1. Dis Ciiriigii

Dis c¢iiriigii, dis plagindaki mikroorganizmalarin metabolik olaylar1 sonucunda
meydana gelen asit temelli metabolitlerin, disin mine ve dentin bdlgesinin
demineralizasyonuna ve organik dokularinin tahrip olmasina yol acan bulasict bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.3.). Dis ¢iiriigiinin diinyadaki en yaygm kronik
hastaliklardan biri oldugu bilinmektedir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde dis
cliriigiiniin prevalansi ve dagilimi degismekle birlikte, gelismis iilkelerde son kirk yilda dis

clriigli vakalarinda bir diisiis gézlendigi bilinmektedir. Bu azalma; floriirlerin kullanimai,
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yasam tarzlarindaki degisiklikler, gelismis agiz hijyeni uygulamalari, koruyucu dis
hekimligi hizmetleri ve tani kriterlerindeki degisikliklerle iliskilendirilmektedir (Alm,
2008).

Sekil 1.3. Molar dis ¢atlaginda meydana gelen ¢iiriik (Gorseta, 2015)

Ag1z boslugunda, dislerin mineral yiizeyi ile tiikiiriik bilesenleri arasinda kalsiyum,
fosfat gibi iyonlarin ve ¢esitli metabolitlerin degisimi siirekli olarak gergeklesmektedir.
Normal kosullarda, demineralizasyon ve remineralizasyon islemleri dengede olmaktadir.
Dis plagiin bir pargast olan mikroorganizmalarin, besinler araciligi ile alinan karbohidrati
metabolize etmesi sonucunda asit meydana gelmektedir. Bu durum tiikiiriik tamponlama
kapasitesinin diismesine ve diisiik pH’l1 bir ortama sebebiyet vermektedir. Meydana gelen
asit ile ag1z igerisindeki pH kritik bir degerin altina diistiiglinde ise mineral kayb1 yeniden
yapilanmaya gore daha yliksek olmaktadir. Bunun sonucunda mine, dentin veya
sementumun demineralizasyonu meydana gelmektedir. Tikiiriik kalitesi ve miktarindan
etkilenerek gergeklesen demineralizasyon, dis minesinin kronik ve asamali olarak tahrip
olmasina neden olmaktadir. Bu asama, dis ¢iiriigii icin mikroyapisal bir baglangi¢ noktasi
olarak kabul edilmektedir. Bakteri profili, zaman, hassas dis ylizeyi ve fermentatif
karbohidratlar gibi 6nemli dort ana faktoriin dis ¢liriigii etiyolojisi ile yakindan iligkili oldugu
belirtilmektedir. Bu faktorlerin yani sira agiz hijyeni, yas, uygun olmayan dis firgalama

aligkanliklari, davranigsal ve sosyodemografik faktorler ¢iiriik riskini arttirmaktadir (Ashi,



2017; Gao ve digerleri, 2018; Haukioja, 2009; Stamatova, 2010; Yadav ve Prakash, 2016;
Zhang ve digerleri, 2018)

Streptococcus mutans dis c¢iirimelerine neden olan en O6nemli bakteri tiirtidiir.
Actinomyces spp., Propionibacterium spp., Veillonella spp. ve Atopobium spp. gibi
mikroorganizmalar ise bu hastaliin etiyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir. Dis plagi, dis
yiizeyine yapigan yapiskan bir madde olup, dis ¢lirigliniin ana nedeni de olan karmasik bir
biyofilm olarak kabul edilmektedir. Streptococcus mutans tarafindan siikroz fermentasyonu
sonucu Uretilen dekstran, dis plaklarinin yapiskanligindan sorumludur. Streptococcus
mutans, S. mitis, S. constellatus, S. sanguis, S. salivarius, S. anginosus, S. gordonii, S.
intermedius ve S. oralis dis plagr ile iliskili asite toleransl baslica bakterilerden bazilaridir
(Tahir ve Nazir, 2018). Bircok ¢alisma, S. mutans ve S. sobrinus 'un dis ¢liriigii i¢in 6nciil
faktorler oldugunu diigiinmektedir. Ayrica siikroz, biyofilm olusumunu ve yapisini
belirleyen iki bilesen olan hiicre dis1 ve hiicre i¢i polisakkaritlerin iiretimi i¢in dnemli bir
substrattir. Bu nedenle giinliik beslenmede fermente edilebilir sekerlerin siirekli alinmast,

laktik asit iiretimi ile sonuglanan, diisiik pH periyodunun devam etmesine sebep olmaktadir
(Arnold ve Ribeiro, 2019).
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Dis clirtigiiniin meydana getirmis oldugu komplikasyonlar dis yiizeyinin haricinde
disin kok kismina kadar uzanabilmektedir. Gelisiminde bir ¢ok faktoriin rol oynadig ¢iiriik
olgusu yasam kalitesi, beslenme ve bir¢ok hastalik {lizerinde onemli bir etkiye sahip
olmaktadir (Sekil 1.4). Bu nedenle hastaligin 6nlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Dis plaginda
bulunan bakterilerin antibakteriyel ajanlar kullanilarak agiz boslugundan elimine edilmesi
cliriiklerden korunmak amaciyla kullanilan baglica stratejilerden biridir. Erken dis ¢iiriigii
belirtilerinin tespitinde, ¢iiriikten etkilenen dis yiizeylerindeki plagin sik sik bir dis firgasi,
floriirli dis macunu ve dis ipi ile ¢ikarilmasi birincil koruyucu yontem olarak
uygulanmaktadir. Sekerli atistirmalik ve iceceklerin tiikketimini kisitlayan tavsiyeler, genel
beslenme danigmanliginin bir pargasi olarak tiim hastalara verilmelidir. Diinya genelinde
siklikla floriir tedavisi kullanilmaktadir. Ancak floriiriin, plak mikrobiyotas1 tlizerindeki
etkisinin profesyonel dis temizligi ve beslenme danismanligi ile birlikte kullanildiginda bile
yeterli olmadig1 anlasilmaktadir. Onlenemeyen dis ciiriigiiniin meydana getirdigi tiimiiyle
oyulmus olan lezyonlarin tespiti ve tedavisi i¢in uygun bir dis hekimi profesyoneline
yonlendirilmesi, ikincil bir koruyucu yontem olarak uygulanmaktadir (Ashi, 2017; Selwitz
ve digerleri, 2007).

1.2.2. Periodontal Hastaliklar

Periodontal hastaliklar, disleri destekleyen dis eti veya disleri ¢evreleyen yumusak
doku, kemik ve bag dokusu gibi cesitli bolgelerin kronik inflamatuvar olusumunu
kapsamaktadirlar. Periodonsiyumu olusturan bu dokular kok ylizeyinin sementumunu,
cenenin alveoler kemigini, periodontal ligamenti ve dis etini igermektedir (Sekil 1.5.).
Gingivitis, pre-implantmukozit, kronik periodontitis, pre-implantitis, nekrotizaniilseratif
diseti iltihab1 ve periodontitis, agresif periodontitis ve sendromik kronik periodontitis
periodontal hastaliklarin alt basamaklarini olusturmaktadirlar. Periodontal hastaliklar
tahribatsiz ve tahrip edici olmak tizere iki forma ayrilmaktadir. Diseti iltihab1 olarak bilinen
gingivitis tahrip edici olmayan bulasici bir periodontal hastalik olup yumusak dokularin
iltihaplanmasi ile karakterize edilmektedir. Periodonsiyumun tahrip olmasia neden olan
periodontitis ise baz1 sistemik hastaliklar i¢in potansiyel bir risk faktorii olusturmaktadir.
Periodontal hastaliklarin baslangiclarinda ve ilerlemelerinde bakteriler 6nemli bir rol
oynamaktadir. Gingivitis ve periodontitis, periodonsiyumu etkileyen mikrobiyal etiyolojili
en sik goriilen hastaliklardir (Gao ve digerleri, 2018; Haukioja, 2009; Kinane, Stathopoulou

ve Papapanou, 2017; Loesche ve Grossman, 2001; Toiviainen, 2015).
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Sekil 1.5. Periodonsiyumun Yapisi (Cafiero ve Matarasso, 2013)
Gingivitis (Dis Eti Iltihabr)

Dis eti pembe renkli yumusak bir doku olup disleri kemik soketlerinde periodontal
ligamentlerden sikica periosteuma yapistirarak tutmaktadir. Gingiva terimi dis eti, gingivitis
ise dis etlerinin inflamasyonu olarak tanimlanmaktadir. Gingivitis, disleri ¢evreleyen ve
destekleyen dis eti dokusunun bir enfeksiyonudur. Periodontal hastaliklar dis ylizeyi ve
diseti tlizerinde olusan mikrobiyal bir biyofilm olan dis plagindaki bakterilerin meydana

getirdigi lokalize iltithapl gingivitis ile baglamaktadir. Gingivitis diinyadaki yetiskinlerin
%30-50’sini etkileyen hafif periodontal bir hastalik olarak bilinmektedir. Gingivitise dis
etinde bolgesel olarak biriken bakteriyel bir biyofilm olan dis plagi neden olmaktadir. Hafif
bir periodontitis sekli olsa da akut veya kronik bir durumda disleri destekleyen sert dokularin
kayb1 olmadigindan geri doniistimlii bir olgu olarak kabul edilmektedir. Ancak gerekli agiz
bakim uygulamalar1 yapilmadig: takdirde dis eti iltihab1 sonrasinda kanama ilerlemekte ve
devam eden donemlerde periodontitise yol agmaktadir. Bununla birlikte, baz1 durumlarda
gingivitis, periodontitise doniismeden uzun siire boyunca kalici olabilmektedir. Kronik
periodontitise gecis, konak¢1 savunmasinin bozulmasi, dis eti bolgesine yeni gelen bir
patojenin enfeksiyonu ve ¢ogalmasi ya da konak¢i dokusuna zarar veren immiin yanitlarin

aktivasyonu nedeniyle plak tiirlerinin segici olarak biiyiimesi sonucu ger¢eklesmektedir

(Gao ve digerleri, 2018; Haukioja, 2009; Kinane ve digerleri, 2017; Loesche ve Grossman,
2001; Singh, 2013; Toiviainen, 2015).
Dis yiizeyindeki plak birikimi ve patojen mikroorganizmalarin yani sira sigara,

obezite, stres, diyabet, osteoporoz, D vitamini ve kalsiyum eksikligi gibi bir¢ok faktdrde

gingivitise sebep olmaktadir. Ozellikle hamilelik, ergenlik, menopoz ve aylik menstriiasyon



sirasinda meydana gelen hormonal degisiklik siiregleri dis etlerini daha hassas hale
getirmekte bu da diseti iltihabinin gelismesini kolaylagtirmaktadir. Bagisiklik sistemine
miidahale eden kanser ve HIV gibi hastaliklar da dis eti olgusunun derecesini etkilemektedir.
Bununla birlikte dis etleri iizerinde koruyucu bir etkiye sahip olan tiikiiriik akisini azaltan
bazi ilaglarda agiz sagligi lizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Dis plaginin ve
sonrasinda olusan dis eti iltthabinin 6nlenebilmesi i¢in dislerin diizenli firgalanmasi ve dis
ipi, gargara gibi agiz bakim iriinlerinin kullanilmasi gerekmektedir. Diizenli olarak dis
hekimini ziyaret etmekte agiz sagligimin korunmasinda anahtar bir 6neme sahiptir. Bu
uygulamalarin diizenli olarak takip edilmesi hem c¢iiriik hem de dis eti hastaliklarinin
onlenmesine yardimci olmaktadir (Safiaghdam, Oveissi, Bahramsoltani, Farzei ve Rahimi,

2018).

Periodontitis

Periodontitis dis c¢evresinde biriken bakteriyel biyofilm tarafindan tetiklenen
inflamasyonun, disin destekleyici dokularinin daha derin kisimlarina yayilmasi neticesinde,
bag dokusunun ve alveolar kemigin zarar goérmesine yol agan kronik bir inflamatuvar
hastaliktir. Inflamasyonun tedavi edilmemesi sonucunda hastaligin ayirt edici 6zelligi olan
derin periodontal cepler olusmakta ve sonunda dis kaybina yol agabilen dis eti, kemik ve
ligament kaybr meydana gelmektedir (Sekil 1.6.). Periodontitis temelinde bakterilerin
onemli rol oynadigi c¢ok faktorlii bir etiyolojiye sahiptir. Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythensis ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans gibi bakteriler
periodontitise sebep olan 6nemli bakteriler olarak kabul edilmektedir. Ayrica periodontitisli
bireylerin %50’sinin hastalik gelisimi icin genetik faktorlere sahip oldugu tahmin

edilmektedir (Gao ve digerleri, 2018; Haukioja, 2009; Holmlund, Lumpa ve Lind, 2017,

Kinane ve digerleri, 2017; Loesche ve Grossman, 2001; Toiviainen, 2015).

T g~dode
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Sekil 1.6. a. Saglikli periodontal doku, b. Orta kesici digler arasindaki dis etinde erken dis
eti iltihabi, c. Kronik periodontitisin klinik goriiniimii, doku kayb1 ve hastaligin ayirt edici
Ozelligi olan derin “periodontal cepler” (Kinane ve digerleri, 2017)

10



Konak¢imin hassas olmasi, patojenik tiirlerin varlig1 veya faydali bakterilerin azligi
gibi faktorler hastaligin etiyolojisinde olduk¢a dnemlidir. Saglikli diseti sulkusu, Gram
pozitif koklarin, 6zellikle Streptococcus spp. ve Actinomyces sp. tiirlerinin esit oranda baskin
oldugu bir mikrobiyotaya sahiptir (Kesic, Milasin, Igic ve Obradovic, 2008). Hastalik
stirecinde plak olgunlastiktan sonra dis eti sulkusundaki mikrobiyal tiirler Gram pozitif
mikroorganizmalardan agirlikli olarak gram negatif, anaerobik, kemoorganotrofik ve
proteolitik organizmalara doniismektedir. Bununla birlikte periodontal hastaliklarla iliskili
firsatg1 patojenler saglikli bireylerde de siklikla bulunmakta ve bu nedenle bireyin agiz
icerisinde degisen ortama kars1 verecegi tepki hastalik stirecindeki en kritik nokta olmaktadir

(Jasberg, 2017).

1.3. Periodontal Hastaliklarin Tedavi Yaklasimlari

Periodontal tedavinin ilk hedefi enfeksiyon ve inflamasyonu kontrol altina almak ve
sonrasinda tiim destekleyici yap1 ve dokularin (dis eti, PDL, sementum ve alveolar kemik)
fonksiyonel ve estetik acgidan iyilesmesini saglamaktir. Periodonsiyumun onarimi ve
periodontal dokularin yenilenmesi periodontal hastaligin tedavisinde temel bir amag¢ olmaya
devam etmektedir. Ancak periodontal hastaligin ardindan periodontal dokularin tamamen
yenilenmesi karsilanmayan bir sorun olarak 6ne ¢ikmaktadir. Periodonsiyumda bir sorun
oldugunda periodontal onarimin tamamen gergeklesebilmesi i¢in sementogenez, osteogenez
asamalarinin tamamlanmasi ve PDL liflerin olusmas1 gerekmektedir. Periodontal onarim
icin kullanilan mevcut stratejiler arasinda dis tasi temizligi ve kok diizeltilmesi,
yonlendirilmis doku rejenerasyonu (kemik grefti olan veya olmayan) veya biiylime
faktorlerinin kullanimi gibi Onlemler yer almasma ragmen bu yaklasimlarin hicbiri
periodonsiyumun yapisini tamamen geri getirememektedir (Zeichner-David, 2006).
Periodontal rejenerasyon, birbirinden oldukga farkli ve benzersiz ii¢ dokunun (sementum,
PDL ve kemik) Ongoriilebilir bir sekilde yenilenmesini ve karmagsik yapilarinin
restorasyonunu gerektirmektedir. Dolayisiyla farkli dokular arasinda {i¢ fazli bir ara yiiziin
olusturulmasini gerektirdiginden olduk¢a zor gerceklesmektedir. Sonug olarak, tekli veya
kombinasyon halinde kullanilan mevcut stratejiler 6zellikle ileri periodontal defektlerde
rejenerasyon gibi iddiali bir amaca ulagmak ici sinirli basariya sahip olabilmektedir (Chen,
Sun, Lu ve Yu, 2012).

Geleneksel olarak periodontal hastalik tedavisi cerrahi olmayan periodontal tedavi,
cerrahi prosediirler, restoratif tedavi ve destekleyici bakim dahil olmak tizere dort agamal

bir yaklagimdir. Periodontal tedavide en 6nemli amag dis plaginin patojenik potansiyelinin
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ortadan kaldirilmasi veya azaltilmasidir. Meydana gelen patojenik komplikasyonlarin
tedavisinde ise antibiyotik olarak adlandirilan ve genelde patojen mikroorganizmanin tiiriine
0zgli olmayan antimikrobiyal ilaglar kullanilmaktadir (Stamatova, 2010). Periodontitis
tedavisinde antibiyotiklerin oral uygulamasi birgok sistemik yan etkiyi beraberinde
sunmaktadir. Agiz yolu ile alinan ilaglarin hastalik sonucu olusan periodontal cebe ulastigt
konsantrasyonu yetersiz olmakta ve konsantrasyon hizli bir sekilde subterapotik seviyeye
diismektedir. Alinan ilaglarin direkt olarak periodontal cebe lokal olarak verilmesi kullanilan
en etkili yontemlerden biridir. Kontrollii lokal ilag dagitim yaklagimi, sistemik yaklasima
kiyasla daha uygun olmaktadir. Periodontal cep igerisine hedefe 6zgii gelistirilen ilaglarin
farkli dagitim stratejileri bulunmaktadir (Sekil 1.7.). Hedefe 0zgii direkt uygulamalar
neticesinde daha diisiik dozlarda ilag kullanilarak gastrointestinal sistem gibi farkli
bolgelerde olumsuz etki yaratmadan basarili sonuglar elde edilebilmektedir. Bununla birlikte
periodontal cep dogal bir rezervuar gorevi gordiigiinden dolayi tibbi bir cihazin takilmasi da
hedefe 6zgii ilag erisimini kolaylastirabilmektedir. Cepte ilag salinimi ve dagitimi, siizme
ortami olarak gorev yapan gingival krematik s1vi (GKS) ile saglanmaktadir. Ayrica, GKS’de

uzun siire boyunca 6nemli ilag seviyeleri korunmaktadir (Barca, Cifcibasi, ve Cintan, 2015).

Lifler

Sulama Sistemleri =, Bantlar

4

Nano/mikro ilag Dagitim
Sistemi

Jel Sistemi

Sekil 1.7. Periodontal cep igine ilag dagitimi i¢in mevcut uygulama yontemleri (Rajeshwari
ve digerleri, 2019)

Tiim bu faktorler cep icerisine ila¢ dagitimini ideal bir secenek haline getirmektedir.

Hastaligin etiyolojisi ve patogenezi hakkinda bilgi birikimi ile birlikte bir¢ok dozaj formu

12



gelistirilebilmektedir. Kontrollii lokal ilag dagitimi genel olarak hastanin uyumunu artiran
giivenli ve etkili bir tedavi sekli sunmaktadir. Mikroorganizmalarin bolgelerden tamamen
yok edilmesi, ¢esitli cerrahi ve mekanik tedaviler kullanilarak gergeklestirilememektedir. Bu
nedenle, c¢esitli dogal ve sentetik malzemelerden yapilan lifler, filmler, ¢ipler, seritler,
mikropartikiiller, nanopartikiiller ve nano lifler gibi polimer bazli ¢esitli ila¢ uygulama
sistemleri sunmak i¢in test edilmektedir. Bu sistemler biyo-uyumlu ve biyo-bozunur, cepleri
tamamen doldurabilen ve kusursuz muko/adezyon 6zellikleri nedeniyle hedef bolgede etkili
olmaktadirlar (Joshi, Garg, Goyal ve Rath, 2016).

Diger bir yaklasim olan yonlendirilmis doku rejenerasyonu (YDR) tedavisi,
kaybedilen periodontal dokulari yeniden olusturmaya calisan prosediirleri icermektedir
(Sekil 1.8.). Dis eti temizlenmis kok ylizeylerine tekrar temas etmemektedir, ¢iinkii epitel
hiicreler hastalikli i¢ cep duvarlarinin ¢ikarilmasindan hemen sonra yara alanini ¢ok hizli
kaplamaktadirlar. Periodontantal yapilari olusturan hiicreler yara alanina daha yavas goc
ettigi icin bu donemde diizelememektedir. Hem PDL hiicrelerinin hem de kemik yapilarinin
cogalmasini ve olusturulmasini saglamak icin defekt ile kok ylizeyi arasindaki boslugun

korunmasini saglayan cesitli 6zellige sahip membranlar o bolgeye konmaktadir (Sekil 1.8.).

Membran

Sekil 1.8. Yonlendirilmis doku rejenerasyonu (YDR) ve membran kullanimi (Chen ve
digerleri, 2010)

YDR’de bariyer olarak kullanilacak malzemelerin; doku entegrasyonu, hiicre
tikanikligi, klinik yonetilebilirlik, PDL ve kemik hiicrelerinin defekt igerisinde yeterince
cogalmasi i¢in uzun siire korunabilirlik ve biyo-uyumluluk gibi bes ana kriteri saglamasi
gerekmektedir. YDR prosediirlerinde giivenlik ve etkinlikleri agisindan kolajen, kargil,

poliaktik, poliglikolik, poliglaktin kopolimer asit, okside selilloz ag, otojen periosteal,
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laminer kemik allogreft gibi membranlarin basariyla test edildigi bilinmektedir (Siaili,
Chatzapoulou ve Gillam, 2018).

Kemik replasman greftleri kemik olusumunu ve periodontal rejenerasyonu
desteklemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.9.). Eksik kemigi hastanin kendi
viicudundan (otojen kemik) veya yapay, sentetik veya dogal bir bilesen ile degistiren cerrahi
bir prosediirdiir. Kemik greftleme materyalleri ayrica periodontal defektlere
yerlestirildiginde koordine kemik, sementum ve PDL olusumunu tesvik etmek i¢in degisken
bir kapasite gostermektedir. Kemik asilama materyalleri, biyo-uyumluluk ve osteo-
iletkenlik o6zelliklerine sahip olmalidir. Kemik replasman greftlerinin osteogenezi
destekleyen bagka 6zelliklere de sahip oldugu bilinmektedir. Stingerimsi kemik/kemik iligi
gibi osteojenik asilama materyalleri, farklilasma ve kemik olusumu yapabilen canli hiicreler
icermektedir. Demineralize kemik matrisi gibi osteoindiiktif asilama materyalleri,
mezenkimal kok hiicrelerin ve diger osteoprogenitor hiicrelerin osteoblast kokenine dogru

ilerlemesini saglayan biyolojik bir uyarici (proteinler ve biiylime faktorleri) saglamaktadir.

Sekil 1.9. Kemik greftlerinin kullanim1 (Chen ve digerleri, 2010)

Otogreftler, allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik greftler (sentetik/yar1 sentetik
materyaller) dahil olmak iizere, genis bir yelpazeye sahip olan kemik greftleme materyalleri
klinik olarak uygulanip degerlendirilmektedir. Tiim kemik greftleme materyalleri yeni bir
periodontal baglanti aparatinin olusumunu desteklemese de insanlarda kemik replasman
greftleriyle periodontal rejenerasyonun miimkiin olduguna dair kesin kanitlar sunmaktadir

(Reynolds, Aichelmann-Reidy ve Branch-Mays, 2010).
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Periodontal tedavinin amaci cep derinligini azaltmak, doku kayb1 sonrasi hiicrelerin
baglanma seviyesini kazanmak ve kanamayi azaltmaktir. Periodontal tedavinin etkilerini
giiclendirmek amaciyla sistemik antibiyotikler gibi protokoller basariyla kullanilmaktadir.
Ancak giderek artan antibiyotik direng¢ sorunu, antibiyotiklerin sadece patojenler lizerinde
degil faydali mikrobiyota {iyeleri iizerinde de inhibitor etki gostermesi ve tiiketicilerin daha
dogal tedavi yaklagimlarina yoOnelmesi gibi faktorler yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesine yonelik calismalarin hiz kazanmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte
doku miihendisligi ve rejeneratif tipta kullanilan hiyaliironik asit, kitosan, aljinat ve pektin
gibi dogal malzemeler jeller, filmler, boncuklar, siingerler ve iskeleler gibi ¢esitli formlarda
hazirlanabilmekte ve biyo-uyumluluk ve biyo-bozunur ozellikleri ile birlikte
immiinomodiilasyon, antimikrobiyal ve osteojenik aktiviteler sergilemektedirler. Bu
malzemelere alternatif diisiik maliyetli ve multifonksiyonel malzeme arayisi hala
aragtirmalarin odak noktasidir. Bu ¢aligmada potansiyel probiyotik 6zelliklere sahip LAB
tarafindan tiretilen dogal metabolitler olan PM’lerin bu alandaki kullanim potansiyellerinin
degerlendirilmesi ~ amaglanmaktadir ~ (Chantarawaratit,  Sangvanich, Banlunara,

Soontornvipart, ve Thunyakitpisal, 2014).

1.4. Probiyotikler

Probiyotikler, yeterli miktarda tiiketildikleri taktirde konak sagligi iizerinde olumlu
etkiler saglayabilecek canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin bu
tantm1 2001 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan yapilmistir ( FAO/WHO 2002). Laktik Asit Bakterilerine (LAB)
ait birgok cinsin iiyelerinin de dahil oldugu probiyotik bakteriler arasinda, en temel {iyeler
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus ve Bifidobacterium cinslerine ait bakterilerdir.
LAB tiirlerinin en 6nemli avantaji ylizyillardir tiikkettigimiz gidalar igerisinde dogal olarak
bulunmalar: ve tiikketimlerinin giivenilir kabul edilmesidir (GRAS). Bir bakteri kiiltiiriiniin
probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in baslica aranan giivenilirlik kriteri arasinda;
hemolize neden olmamasi, antibiyotik direngliligne sahip olmamasi ve sitotoksik etki
sergilememesi gibi onemli dzellikler yer almaktadir (Markowiak ve Sliaewska, 2017; Presti
ve digerleri, 2015; Vinicius ve digerleri, 2018).

Probiyotiklerin muhtemel etki mekanizmalar1 arasinda; hedef hiicrelere tutunabilme
ve kolonizasyon, antimikrobiyal maddeler iiretme, patojenik tutunmayi engelleme ya da
azaltma gibi etkinlikler yer almaktadir. Bu etkinlikleri ile 6zellikle bagirsaklara gida veya

cevre kaynakli yollarla ulasan Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella
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enteritidis, Escherichia coli, Shigella, Staphylococcus ve Yersinia tiirleri gibi patojenik
bakterilerin gelisimini etkili bir sekilde inhibe edebilmektedirler. Patojenlere karst savasgin
yan1 sira probiyotiklerin mevcut mikrobiyotayr dengeleme gibi 6nemli Ozellikleri de
bulunmaktadir. Ozellikle antimikrobiyal tedavi sonrasinda, probiyotik takviyeler
onerilmektedir. Takviyelerin yani sira, fermente irilinlerin iiretiminde de kullanilabilen
probiyotikler giinliik olarak saglikli beslenme amaciyla da tiiketilebilmektedir (Markowiak
ve Slizewska, 2017).

Son yillarda probiyotiklerin bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesi, bagisiklik sisteminin
iyilestirilmesi, laktoz intoleranst ve bagirsak mikrobiyal dengesinin korunmasi, anti-
hiperkolesterolemik ve anti-hipertansif etkileri, postmenopozal rahatsizliklarin
hafifletilmesi, ¢esitli kalp damar hastaliklari, alerji gibi bagisiklik sistemi temelli hastaliklar,
obezite ve dis eti hastaliklarina kars1 potansiyel kullanimlar1 gibi bir¢ok 6nemli etkinlikleri
rapor edilmistir (Shi, Balakrishnan, Thiagarajah, Mohd Ismail, ve Yin, 2016).

Agiz boslugu hem yumusak hem de sert dokulara sahip anatomisi ve fonksiyonel
biitiinltigii ile kompleks bir ekosistemdir. Probiyotik mikroorganizmalarin agiz ve dis sagligi
alaninda kullanimi oldukc¢a yeni bir kavramdir. Son yillarda hiz kazanan calismalar,
probiyotiklerin agiz ve dis sagligi iizerindeki potansiyel etkinliklerine dikkat ¢ekmektedir
(Stamatova, 2010). Probiyotik uygulamalar; agiz boslugundaki Onemli patojenlerin
gelisimini engellemekte ve dis ¢iiriimelerini, periodontal hastaliklar1 ve agiz kokusunu
kontrol altina alabilmektedir. Etki mekanizmalarinin baginda, probiyotiklerin patojenler ile
agiz boslugunda bulunan tutunma yiizeyleri ve besinler i¢in yarigsmasi, antimikrobiyal
bilesenler iireterek patojen gelisiminin engellenmesi ve konak bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi gelmektedir (Morales, Bravo-Bown, Bedoya, ve Gamonal, 2017). Montero ve
digerleri (2017), diseti iltihabinin tedavisinde probiyotik bir kombinasyonun etkinligini ve
subgingival mikrobiyota iizerindeki etkisini degerlendirmek icin gergeklestirmis olduklari
bir ¢aligmada, Lactobacillus gasseri ve Lactobacillus fermentum’un agiz boslugundaki
prevalansinin kronik periodontitisli hastalara kiyasla saglikli katilimcilarda daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Bu bakterilerin 6nemli dis eti patojenleri kars1 da inhibitor etkiye
sahip olduklarini rapor etmislerdir.

Son zamanlarda oral probiyotikleri igeren pastil, tablet, sakiz, kapsiil, gargara ve dis
macunu Uriinlerinin marketlerde yerini almasi, agiz ve dis sagligin1 hedef alan probiyotik
pazarini hareketlendirmistir. Bakteriyosin iireticisi Streptococcus salivarius K12 susu, agiz
kokusunu engellemek amaciyla gargaralara ilave edilmis ticari bir probiyotik olarak

tanimlanmaktadir. Ug farkli probiyotik susu igeren ve ProBiora3® olarak adlandirilan
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gargaranin dis ciiriikleri ve periodontitis ile iliskili bakterilerin sayisinda azalmaya neden
oldugu belirtilmistir (Zahradnik ve digerleri, 2009). EvoraPlus ise Amerika Birlesik
Devletleri’nde agiz ve dis saglig1 icin spesifik olarak iiretilen ilk probiyotik igerikli tablet
triindiir. Tabletin diizenli giinlik kullaniminin dis eti ve dis saghgmi olumlu yonde
etkiledigi, dis beyazlamasina katkida bulundugu ve dogal ferah bir nefes sagladigi
belirtilmektedir. GUM® Periobalance® ise plak olusumunu engellemek i¢in nane pastili
olarak piyasaya sunulan bir diger probiyotik {iriindiir. Kanada’da marketlerde bulunan ve
BLIS K12 olarak adlandirilan sakiz ise agiz ve dis saghigi i¢in tasarlanmis bir bagka
probiyotik iiriindiir. PerioBiotic™ ise Lactobacillus paracasei susu ile birlikte ksilitol ve
kalsiyum gliserofosfati iceren bir dis macunudur. Agiz ve dis sagligin1 gelistirmek amaciyla
tiretilen bu {iriiniin diizenli kullanildig1 takdirde Streptococcus mutans sayisinda azalmalara
neden oldugu belirtilmektedir (Jose, Padmanabhan ve Chitharanjan, 2013; Vivekananda,
Vandana ve Bhat, 2010), Lactobacilus reuteri igeren pastillerin plak inhibisyonunu, anti-
inflamatuvar ve anti-mikrobiyal etkilerini tespit etmisler probiyotik sedtekli bu pastilin
periodontal tedavinin siirdiiriilebilirligi acisindan 6nerilebilecegi sonucuna varmiglardir.
Gergeklestirilen ¢aligmalar ve kullanilan {iriinlerin etkinlikleri degerlendirildiginde,
probiyotiklerin periodontal hastaliklarin tedavisinde alternatif bir yol olarak kullanim
potansiyellerinin oldugu dikkat c¢ekmektedir. Giliniimiizde 0Ozellikle agiz bakim
uygulamalarinda probiyotik kullanimi ivme kazanmistir. Hedef ag1z boslugunda mikrobiyal
dengenin yeniden saglanmasi i¢in probiyotikler Onerilmektedir (Toiviainen, 2015).
Probiyotikler her ne kadar agiz bakim iiriinlerine ilave edilerek genel saglik kosullarini
desteklemek icin 6zellikle de dental plak ve agiz kokusunu gidermek amaciyla potansiyel
olarak on plana ¢iksa da; periodontal hastaliklara kars1 etkinlik sergileyebilmeleri i¢in bazi
endiseler s6z konusudur. Probiyotik etkinligin hedef bolgede etkili olabilmesi i¢in hedef
dokuya direk yayilimin saglanmasi olduk¢a 6nemli bir kriterdir. Ancak canli hiicrelerin
hedef lokasyonda kullanimlar1 sirasinda yeterli miktarda hiicre canliliklarini koruyamayacak
olmalar1 ve ¢ok diisiik te olsa sepsis riskleri gibi sorunlar periodontal hastaliklar igin
kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Bu ¢alismada, karsilagilabilecek muhtemel sorunlar1 en
bastan giderebilmek amaciyla; probiyotik kaynakli PM’lerin bu alandaki kullanim

potansiyellerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

1.5. Postbiyotik Mediatorler
PM’ler gelisim esnasinda canli bakteriler tarafindan iiretilen veya bakteriyel lizis

sonrasinda elde edilen ¢esitli enzimler, peptidler, teikoik asitler, peptidoglikan tiirevli
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muropeptitler, polisakkaritler, hiicre yiizeyi proteinleri ve organik asitler ile ¢oziinebilen
faktorleri (iiriinler veya metabolik yan triinler) igermektedir. PM’lerin farkli formlari hem
hiicre i¢ine hem de hiicre disina iiretilebilmektedir. Hiicre duvari bilesenleri arasinda
ekzopolisakkarit ve peptidoglikanlar bulunmaktadir. Temel ana metabolitler, laktik asit ve
asetik asit gibi organik asitler, butirik asit, asetat ve propiyonat gibi kisa zincirli yag asitleri,
asidofilin, bifidin, reuterin gibi peptit temelli bakteriyosinlerdir. PM’ler ayni1 zamanda
metabiyotikler, biyojenikler veya basitge metabolitler/HBS (hiicre bagimsiz siipernatant)
olarak da bilinmektedirler. PM’ler acik kimyasal yapilari, giivenli doz parametreleri, uzun
raf Oomrii ve anti-inflamatuvar, immiinomodiilatér, anti-obezojenik, anti-hipertansif,
hipokolesterolemik, anti-proliferatif ve antioksidan aktiviteye sahip olabilecek ¢esitli sinyal
molekiillerinin icerigi nedeniyle dikkat ¢cekmektedirler (Sekil 1.10.). Bu ozellikler konak
mikrobiyotasinin homeostazini, metabolik ve sinyal yollarini olumlu yonde etkileyebilmekte
ve boylece fizyolojik ve immiinolojik reaksiyonlar diizenleyebilmektedirler (Aguilar-Toala
ve digerleri, 2018; Malashee, Angadi, Yadav ve Prabha, 2019).

PM’lerin kesin mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamasina ragmen 6zel fizyolojik
etkiler saglayarak konak¢i saghiginin iyilestirilmesine katkida bulunabilecegi yapilan
calismalarda gosterilmektedir. Yeni PM’lerin kesfedilmesi ve karakterizasyonu bu etki
mekanizmalarin  anlagilmasina  katkida bulunabilecektir. Insan mikrobiyotasindaki
bakterileri ve metabolik triinlerini anlamak, genel saglik kosullarmi dengelemeyi ve
korumay1 hedefleyen yeni nesil gida, takviye ve tibbi liriinler olusturmak i¢in gerekmektedir
(Aguilar-Toala ve digerleri, 2018; Chaluvadi, Hotchkiss ve Yam, 2015). Yapilan
caligmalarin sonucunda probiyotiklerin anti-mikrobiyaller iretebildigi, hiicre adezyon
bolgeleri i¢in rekabet ettigi, bagisiklik sistemini modiile ettigi ve toksinleri bozabilecegi

anlasilmaktadir.
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Sekil 1.10. Baz1 postbiyotiklerin konakg¢idaki lokal ve sistemik olarak potansiyel etkileri
(Aguilar-Toala ve digerleri, 2018)

Probiyotiklerin mineral emilimi, kemik mineral birikimi ve kemik yapisinin
parametreleri iizerine olan olumlu etkileri (Scholz-Ahrens ve digerleri, 2007),
Porphyromonas gingivalis gibi 6nemli patojenlerin gelisimini inhibe etmeleri, alveolar
kemik kaybini azaltmalari, anti-inflamatuvar etkinlikler sergilemeleri (Kobayashi ve
digerleri, 2017), clirtik insidansin1 azaltmalari, periodontitis prognozunu iyilestirmeleri, ag1z
kokusu azaltmalar1 probiyotik kaynakli PM’lerin de bu amaca yonelik kullanim
potansiyellerine sahip olabilecegini gostermektedir. (Fierro-monti, Aguayo-Saldias, Lillo-

Climent ve Riveros-Figueroa, 2017).

1.6. Ekzopolisakkaritler

Ekzopolisakkaritler (EPS) ¢esitli mikrobiyal gruplar tarafindan iiretilen modern ve
endistriyel acidan Onemli biyomateryallerdir. Mikroorganizmalar tarafindan iretilen
polisakkaritler biyolojik fonksiyonlar1 dikkate alindiginda; hiicre iginde depolanan
polisakkaritler, hiicre yiizeyine sikica baglanan kapsiiler polisakkaritler, biyofilm olusumu
ve patojenite icin Onemli olan hiicre disina salgilanan polisakkaritler olmak {izere
smiflandirilmaktadirlar.  EPS’nin  bilesimi, yapist ve biyolojik  fonksiyonlari,
mikroorganizmanin tiiriine ve c¢evresel kosullarina bagli olarak degisebilmektedir (Ates,

2015; Schmid, Sieber, ve Rehm, 2015). 20
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EPS’ler ana zincirin bilesimine ve sentez mekanizmalarina bagli olarak
heteropolisakkaritlere (HePS’ler) ve homopolisakkaritlere (HoPS’ler) olmak iizere iki farkli
tipte bulunmaktadir. Genel olarak HePS’ler birden fazla monosakarit ¢esidine sahip olup
hiicre icinde sentezlenirken HoPS sadece tek bir tip monosakarit igermekte ve bakteri
tarafindan salgilanan bir enzim aracilifi ile hiicre disinda {iretilmektedir. HePS’ler,
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ve Bifidobacterium cinsi LAB iiyeleri tarafindan
iiretilmektedir. Cesitli LAB suslar1 tarafindan tiretilen HoPS’lerin ve HePS’lerin 6zellikleri
Tablo 1.1.’de ana hatlariyla verilmektedir (Lynch, Zannini, Coffey ve Arendt, 2018).

HePS’ler seker polimer zincirinde tipik olarak D-glukoz, D-galaktoz ve L-ramnozun
oldugu birden fazla tipte monosakarit ve karbohidrat olmayan gruplar1 icermektedir. Genel
olarak HePS’deki farkli monosakkaritlerin sayis1 2-8 arasinda degigmektedir. LAB suslar1
tarafindan iiretilen HePS’ler; icerdikleri monosakkarit bilesenleri, monosakaritlerin sayist,
monomerler arasindaki baglant1 tiirlerinin ¢esitliligi ve lineer veya dallanmis haldeki zincir

yapisi agisindan degiskenlik gostermektedir.

Tablo 1.1. Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen heteropolisakkaritlerin ve
homopolisakkaritlerin 6zellikleri (Lynch ve digerleri, 2018)

HOMOPOLISAKKARITLER HETEROPOLISAKKARITLER

Tek tip monosakkarit igermektedir. Birden fazla  tipte monosakkarit
icermektedir

Temel monosakkaritler: glukoz ya da | Temel monosakkaritler: glukoz, galaktoz ve
fruktoz ramnoz

o ya da B bagi igermektedir. a ve B bagt icermektedir.

Lineer ya da dallanmis sekilde | Dallanmis sekilde bulunmaktadir.
bulunmaktadir.

Molekiiler agirlik: > 106 Da Molekiiler agirlik: 104-106 Da

Temelde Lactobacillus, Leuconostoc, | Temel olarak Lactobacillus, Lactococcus,
Oenococcus ve Weissella tarafindan | Bifidobacterium ve Streptococcus
uretilmektedir. tarafindan tretilmektedir.

Hiicre dist siikroz veya nisastadan @ Hiicre i¢i ara maddelerden iiretilmektedir.
iiretilmektedir.

Yiiksek miktarda iiretilmektedir. Diisiik miktarda iiretilmektedir.

Karbohidrat olmayan grup | Karbohidrat olmayan grup igermktedir.
igermemektedir.

Genelde yiikli grup | Yikli gruplar icerebilmektedir.
bulundurmamaktadir.

Oncelikle prebiyotik kapasitesi ile | Oncelikle immiin  modiilasyonu ile
iligkilendirilmektedir. iligkilendirilmektedir.
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HoPS’ler tek bir monosakkarit, glukoz veya fruktoz polimerleri olup ve sirasiyla
glukan veya fruktan olarak adlandirilmaktadirlar. Glukansiikraz olarak bilinen tek bir
enzimin hareketi ile hiicre dis1 siikrozdan sentezlenmektedir. HoPS’ler Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus ve Weissella dahil olmak iizere bircok LAB
tiyesinden elde edilmektedir. HoPS’ler ayrica polimer omurgasinda olusan baskin
glukozidik veya fruktozidik baglantiya gore de siniflandirilabilmektedirler. Hem dekstran
hem de reuteran a-glukan HoPS’lerdir. Bununla birlikte dekstran, glukozil birimleri arasinda
agirlikli olarak a-(1 — 6) baglar1 ihtiva ederken reuteran agirlikli olarak a-(1 — 4) bagi
icermektedir. Benzer sekilde inulin ve levan fruktan HoPS’lerdir. Ancak sirasiyla -(2 — 1)
ve B-(2 — 6) baglantilarindan olusmaktadirlar. HoPS sentezi HePS’lerle karsilastirildiginda
seker niikleotid Onciillerini icermedigi ve tek bir gen tarafindan kodlanan glukansiikraz
enzimi araciligi ile sentezlendigi i¢in nispeten daha kisa olmaktadir (Lynch ve digerleri,
2018).

Benzersiz ve karmasik kimyasal yapilart ve 0Ozgiin islevsellie sahip birgok
fizikokimyasal ve reolojik 6zellikleri nedeniyle mikrobiyal EPS’ler gida, yem, paketleme,
kimya, tekstil, kozmetik ve ila¢ endiistrinin ¢esitli alanlarinda ve ticari uygulamalarda
kullanilmaktadir (Ciszek-Lenda, 2011).

Ticari agidan oldukg¢a 6nemli bir EPS olan Ksantan, Xanthomonas campestris bakterisi
tarafindan tretilmektedir. Reolojik 6zellikleri nedeniyle Ksantan gida, kozmetik ve petrol
sondaj endiistrilerinde kalinlastiric1 veya dengeleyici bir ajan olarak genis bir uygulama
alanina sahiptir. Ksantan ayrica hayvan yemi takviyesi, dana siit ikame edicileri, tarimsal
herbisitler, pestisitler ve giibreler gibi gida dis1 uygulamalarda ve ayn1 zamanda dis macunu
preparatlarinda kullanilmaktadir (Ates, 2015).

Pullulan gibi EPS’ler makarnalarda veya unlu mamullerde nisasta yerine kismi ikame
olarak tercih edilmektedirler. Pullulan ¢6zeltileri nispeten diisiik viskoziteli olup iceceklerde
ve soslarda dolgu maddesi olarak, dis macunlarinda protez yapistirici, baglayict ve
dengeleyici olarak da kullanilmaktadir (Andhare, Chauhan, Dave, ve Pathak, 2014).
Bununla birlikte pullulan ve tiirevleri gibi baz1 EPS’ler bir ¢ok patojen bakterinin biyofilm
olusumunu engellemekte ve hatta yerlesik biyofilmini bozmaktadir. Bu 6zellikleri ile yara
lyilesmesi gibi biyofilm ile iligkili enfeksiyon siireclerinde terapétik liriinler igerisinde
potansiyel kullanima sahiptirler (Andhare, Chauhan, Dave, ve Pathak, 2014).

Kitosan farkli derecelerde deasetilasyon ve molekiiler agirlik derecelerine sahip bir
dogal polisakkarit olup kitinin deasetillenmis tiirevleri olan bir dizi polimerden

olugmaktadir. Yiksek derecede rafine edilmis kitosan farmasotik uygulamalarda oral
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preparasyonlarda salinim kontrol edici bir madde olarak kullanilmaktadir. Kitosan biyo-
uyumluluk, biyo-bozunurluk, diisiisk toksisite ve dogal kaynaklarda disiik iiretim maliyeti
ile fazla miktarda elde edilebilme Ozellikleri nedeniyle ilag tasiyict madde olarak siklikla
kullanilmaktadir (Andhare ve digerleri, 2014)

EPS’ler yeni ilaclarin gelistirilmesinde yalnizca polimerik matriks olusturma
ozelliklerinden dolay1r degil, ayn1 zamanda biyolojik etkinliklerinden dolay1 da tercih
edilmektedirler. EPS’ler 6zellikle anti-viral, antibakteriyel, antiinflamatuvar, anti-kanser ve
bagisiklig1 destekleyici ajanlar olarak potansiyel 6neme sahiptirler. EPS’ler askorbik aside
benzer giiglii antioksidan ozellikler gostermektedirler. Yapilan bazi ¢alismalarda hiicre
canliligi testleri EPS'nin spesifik olarak kanser hiicre hatlarini inhibe ettigini ve normal hiicre
hatlar1 icin toksik olmadigini ve bu nedenle saglik yarar1 uygulamalari i¢in bir potansiyele
sahip oldugunu gostermistir (Vasanthakumari, Surya, ve Girija, 2015). Giiniimiizde LAB
stirdiiriilebilir ve glivenli bir kiiltiir ortaminda gelistirilebilir, fermentasyon kosullart yiiksek
bir verim elde etmek igin optimize edilebilir ve diisiik maliyet ile iirettikleri EPS’ler
saflastirilabilirse endiistriyel uygulamalara dahil edilmeleri miimkiin olabilmektedir. Bu
bilgiler 1s181nda periodontal hastaliklarin tedavisinde periodonsiyumun rejenererasyonu i¢in
onemli olan PDLF hiicreleri iizerinde mikroorganizma kaynakli EPS’lerin kullanim
potansiyelinin degerlendirilmesi 6nemli bir arastirma alani olmaktadir (Freitas, Alves, ve

Reis, 2011).

1.7. Periodontal Ligament Fibroblast Hiicreleri

Periodonsiyum, dislerin ¢enelere sabitlenmesini kolaylastiran yapisal ve islevsel
kompleks bir dokudur. Periodonsiyum kok hiicreler, fibroblastlar ve epitel hiicreler dahil
olmak {izere cesitli hiicre tiplerinden olusmaktadir. PDL dokusu periodonsiyumun
yenilenme siirecine Onemli bir katkida bulunmaktadir. PDL dokusu 0,15-0,38 mm
genisliginde olan PDL dokusu oldukc¢a karmasik olup birkag farkli hiicre popiilasyonundan
olusmaktadir. Osteoblastlar ve osteoklastlar, PDL dokusunun alveoler kemik kisminda,
endotel hiicreleri ise zengin bir vaskiiler ag olusturarak PDL dokusu boyunca fibroblastlar,
makrofajlar, farklilasmamis eriskin/mezenkimal kok hiicreler ve sinir elemanlari ile birlikte
bulunmaktadir (Sekil 1.11.). Doku karmasiklig1 dikkate alindiginda, periodontal bolgenin
yenilenmesi, daha az hiicre popiilasyonuna sahip dokularla karsilastirildiginda ve oral
ortamdaki stirekli bakteriyel degisim goz Oniine alindiginda daha zor olabilmektedir

(Chukkapalli ve Lele, 2018; Marchesan ve digerleri, 2011)
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Sekil 1.11. Hiicresel, vaskiiler ve hiicre dis1 matriks elemanlar1 dahil periodontal dokunun
zengin ve kompleks yapisinin sematik goriiniimii (Marchesan ve digerleri, 2011)

Periodonsiyumun, periodontal doku ortaminda siirekli bir inflamatuvar kaskadi
baslatan ¢esitli agiz mikrobiyota liyelerinede ev sahipligi yaptig1 bilinmektedir. Periodontal
dokularin iltihabi, yumusak dokularin ve alveoler kemigin ileri tahribatina yol agan spesifik
patojen mikroorganizmalardan kaynaklanmaktadir. Bakteriyel enfeksiyonun neden oldugu
periodontal hastaliklar, dislerin ve alveoler kemik kaybinin ana nedeni sayilmaktadir.
Periodontal dokulardaki en énemli hiicre grubu sayilan PDLF hiicrelerinin proliferasyonu,
goc ve sekresyon oOzellikleri doku onarimini, yara iyilesmesini ve implantin etkinligini
etkilemektedir (Chukkapalli ve Lele, 2018; Zhan, Guo, ve Zheng, 2018).

Periodontal dokularin yenilenmesi periodontal hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemli bir
asama olmaktadir. Tyilesme ile ilgili farkl1 hiicrelerin ve faktorlerin etkinliginin belirlenmesi
ile birlikte periodontal defektler i¢in sayisiz rejeneratif materyaller gelistirilmektedir. Ancak
bu noktada, rejenerasyon i¢in ideal ortami saglamaya yonelik daha bireysellestirilmis
tedaviler, ongoriilebilir ve eksiksiz bir sonug i¢in 6nemli kabul edilmektedir. Bu nedenle,
PDL hiicrelerinin heterojen hiicresel davranisini etkileyen ayirt edici faktorlerin daha iyi
anlasilmasi ve siirekli arastirilmasina hala ihtiya¢ duyulmaktadir (Marchesan ve digerleri,
2011).

Periodontal hastaliklar nedeniyle kaybedilen periodontal dokularin yenilenmesi
amaciyla gesitli prosediirler 6nerilmektedir. Bunlar arasinda kemik greftleri, kok kondisyonu

ve YDR gibi gesitli yaklagimlar onerilmektedir. Bu nedenle PDLF’lerin periodontal
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rejenerasyonda onemi oldukc¢a biiyiiktiir. Cesitli calismalar PDLF’lerin mezenkimal kok
hiicre markorlerini eksprese ettigini ve osteoblast, adiposit ve kondrosit olarak
farklilasabilecegini  gostermektedir (Mailhot ve digerleri, 1995). Bu c¢alisma;
periodonsiyumun iyilesmesi ve rejenerasyonu amaciyla dogal bir {iriin olarak PM’lerin
kullanildigr ilk c¢alisma olmasi acgisindan Onemlidir. Elde edilen sonuglar, yeni bir
biyomalzeme olarak PM’lerin periodontal hastaliklar icin alternatif tedavi yaklasimlari

gelistirmek tizere kullanilabilecegine dikkat gekmektedir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Awvulize bir disin iyilesme siirecini etkileyen en kritik faktor ekstraoral kuruma siiresi
ve replantasyondan once kullanilan saklama ¢ozeltisidir. Replantasyon sonrasi basarisizligi
en aza indirmek amaciyla aviillenmis disin PDL hiicrelerinin canliligin1 korumak esastir.
Gergeklestirilen caligmalarda bu amaca yonelik ideal saklama ortamlari arastirilmastir.
Gjertsen, Stothz, Neiva, ve Pileggi (2011) tarafindan gerceklestirilen bir calismada;
propolisin saklama ortami olarak kullanim potansiyeli aragtirilmistir. Avulize disler i¢in
saklama ortami olabilmesi agisindan PDL hiicrelerinin proliferasyonu {iizerine etkinligi
analiz edilmistir. Calisma kapsaminda; standart saklama ortami olan Hanks dengeli tuz
¢oOzeltisine alternatif olarak %100, %50 ve %25 propolisin ¢ozeltisi kullanilmistir. PDLF
hiicrelerin proliferasyonu XTT testi ile degerlendirildiginde propolis iceren saklama
ortaminin standart saklama ¢ozeltisine kiyasla hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde
arttirdig tespit edilmistir.

Plak olusumunun dis ¢lirigii ve periodontitis i¢in temel bir etiyolojik faktoér oldugu
bilinmektedir. Oda ve digerleri (2016), anti-bakteriyel ve anti-inflamatuvar 6zelliklere sahip
Brezilya yesil propolisinin (BYP) agiz patojenlerinin iizerindeki inhibitor etkisini ve
PDLF’lerin proliferatif etkinligini degerlendirmislerdir. Calismada kapsaminda 96
kuyucuklu mikroplakalara kiiltiire edilen PDLF’ler farkli konsantrasyonlarda BYP (50-2000
mg/ml) ile 24 saat boyunca stimiile edilmistir. Hiicresel canlilik XTT testi ile belirlenmis ve
BYP’nin 2000 mg/ml’ye kadar degisen konsantrasyonlarda diisiik sitotoksisiteye sahip
oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, BYP’nin, dis dokularinda belirgin sitotoksisite riski
olmadan dis ciirtigii ve kronik periodontitis icin klinik bir tedavi yaklasimi olarak
degerlendirilecegine isaret etmektedir.

Fan, Zhang, ve Upton (2018), Radix arnebiae’den elde edilen aktif bir bilegen olan
Shikoninin (SHI), lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenmis PDL hiicreleri iizerindeki anti-
inflamatuvar etkilerini arastirmislardir. SHI’'nin farkli konsantrasyonlarinin (0,125, 0,25,
0,5, 1 ve 2 pg/ml) 1, 3 ve 7 giin boyunca PDL hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri MTT
testi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler neticesinde SHI’nin 0,125, 0,25 ve 0,5 pg/ml doz
uygulamalarinin kontrole kiyasla PDL hiicrelerinin proliferasyonu tizerinde herhangi bir
degisiklige neden olmadigi belirlenmistir. Ancak SHI’nin 1 ve 2 pg/ml dozlar1 kontrol ile
karsilagtirildiginda 1., 3. ve 7. giinlerde PDL hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde inhibe

ettigi tespit edilmistir. Ayrica SHI’nin PDL hiicreleri tizerindeki anti-enflamatuvar etkisini
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belirlemek amaciyla, IL-1, IL-6, TNF-a, MMP-2, MMP-9 ve COX-2 icin genlerin
ekspresyonu RT-PZR kullanilarak incelenmistir. Sonug olarak, SHI’nin in vitro kosullarda
LPS ile uyarilmis PDL hiicrelerde anti-enflamatuvar etki sergiledigi belirlenmis ve SHI’'nin
periodontitisi hedef alan gilincel tedavi yaklasimlarina destek olarak kullanim
potansiyellerinin olabilecegi belirtilmistir.

Literatiir caligmalar1 incelendiginde PDLF hiicrelerinin iizerinde farkli ekstraktlarin
etkisinin analiz edildigi calismalar bulunmasina ragmen probiyotik 6zellikler gésteren LAB
suslarindan eden elde edilen ekzopolisakkariter ve hiicre bagimsiz siipernatantlarin PDLF
hiicrelerinin hiicre davranisi tizerine etkinligine dair herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
Bu nedenle bu bolim kapsaminda PM’lerin kanser hiicre hatlar1 gibi diger bazi hiicreler
tizerindeki etkinliklerine dair bazi ¢alismalar sunulmustur.

Mikrobiyal EPS’ler ¢cok ¢esitli homo veya hetero-karbohidratlardan olusan heterojen
polimerlerdir. Mikroorganizmalar olumsuz cevre kosullarima karst canliliklarini devam
ettirebilmek igin ¢Ozilinebilir kapsiil veya hiicre disina salgilanan EPS iiretmektedirler.
Gilinlimiizde en Onemli saglik sorunlarindan biri olan kanser hastaligi i¢in kullanim
potansiyelleri degerlendirilmekte ve yeni ilag etken maddesi olabilme kriterleri analiz
edilmektedir. Abdelnasser ve digerleri (2017) Misir iilkesinde bulunan deniz
sedimanlarindan Basillus megaterium bakterisini izole etmisler ve bu bakteri tarafindan
tiretilen EPS’leri saflagtirmiglardir. Bu EPS'lerin hepatoseliiler karsinom (HepG2)
hiicrelerine kars1 etkinlikleri analiz edildiginde en yiiksek sitotoksik etki IC50 degerinde
tespit edilmistir. HepG2 hiicrelerine kars1 olusan bu sitotoksisitenin EPS yapisindaki siilfiir
ve iironik asitlerin mevcudiyeti nedeniyle oldugunu belirtmislerdir.

Periodontal doku homeostazinda énemli bir rol oynayan PDL kok hiicrelerinin hiicre
bazli periodontal rejeneratif tedavide uygulanabilir oldugu bilinmektedir. Periodontal
patojen bakteriler tarafindan salgilanan ¢esitli metabolitler lokal periodontal doku yikimina
katkida bulunan sitokinlerin {iretimini indiiklemektedir. Ramenzoni, Russo, Moccia, Attin,
ve Schmidlin (2019) tarafindan gergeklestirilen bir calismada subgingival plakta bulunan
patojenik bakteriyel tiirlerin endotoksinlerine maruz birakilan PDL kok hiicrelerinin
biyolojik davranislari, proliferasyon ve gogii, inflamatuvar sitokin ekspresyonu analiz
edilmistir. PDL kok hiicreleri ortodontik veya terapotik nedenlerle dis ¢cekimi yapilan 3
yetiskin donériin hastaliktan etkilenmemis {i¢iincii molar dislerinden elde edilmistir.
Calismada; Streptococcus mutans UAB159 (OMZ 918), Streptococcus anginosus ATCC
9895T (OMZ 871), Prevotella intermedia ATCC 25611T (OMZ 278), Fusobacterium
nucleatum KP-F8 (OMZ 598), Porphyromonas gingivalis ATCC 33277T (OMZ 308) ve
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Treponema denticola ATCC 35405T (OMZ 661) olmak iizere alt1 bakteri tiirti kullanilmustir.
Bakteri kiiltiirlerini  10.000xrpm’de, 10 dakika boyunca 4°C’de santrifiijleyerek
siipernatanlar1 hiicrelerden ayirmak igin filtre ile sterilize etmislerdir. PDL kok hiicrelerinin
96 kuyulu plakalara ekimi sonrasi hiicreler 1: 1000, 1: 500, 1: 300 ve 1:50 miktarindaki P.
gingivalis ve T. denticola diliisyonlarina maruz birakilmis sonraki 24., 48. ve 72. saatlerde,
her bir kuyucuga 500 ml MTT ilave edilmis ve PDL kok hiicrelerinin canliligint MTT deneyi
ile belirlemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda farkli periodontal bakteri slipernatanlarinin
kok hiicre immiinomodiilator yanitini gosterdigi ve kok hiicre transkripsiyon kapasitesi, gog,
proliferasyon ve osteogenezin bu patojenlerin varliginda farkli olabilecegini bulmuslardir.
Chen, Hsieh, Huang, ve Tsai (2017) probiyotik 6zellik sergileyen Lactobacillus
cinsine ait 7 farkli izolatin insan kolon kanseri hiicre hatti olan HT-29’un canlilig1 lizerine
olan etkisini arastirmislardir. izolatlara ait siipernatantlar ile stimiile edilen HT-29
hiicrelerinn canliligr 24 saat sonrasinda MTT testi ile analiz edilmistir. pH 3,73 ile 4,25
arasinda degisen bu izolatlar laktat dehidrojenaz aktivitesinde belirgin bir artisa bagli olarak
HT-29 hiicre canliliginda azalmaya neden olmustur. Kolonik karsinom hiicreleri tizerindeki
etkinligi degerlendirildiginde BCRC17010 susunun en etkili sus oldugu tespit edilmistir.
Bu tez c¢alismasi kapsaminda ar1 polen orneklerinden izole edilen bakterilere ait
ekzopolisakkarit ve hiicre bagimsiz siipernatantlarin periodontal hastalik sonucunda
kaybedilen periodonsiyum bdlgesinin rejenerasyonunda énemli bir rolii olan periodontal
ligament fibroblast hiicrelerinin canliligi {izerindeki etkinliklerinin belirlenmesi

amaclanmstir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Materyal ve Cihazlar

Bu calismada, farkli bolgelerden toplanan ari polen Orneklerinden bakterileri
izolasyonu ve izolatlarin gelistirilmesi igin MRS (kat. no. 1.10661.0500, Merck, ABD) besi
yeri kullanilmistir. Mikrobiyolojik calismalar kapsaminda gerekli olan sterilizasyon
islemleri 121 °C’de 15 dakikalik bir protokol kullanilarak otoklav cihazinda (NC 40M,
Niive, Tiirkiye) gergeklestirilmistir. Bakteriler, 37 °C sicakliga ayarlanan inkiibatérde (EN
120, Niive, Tirkiye) kiiltiire edilmistir. Olusabilecek herhangi bir kontaminasyonu
engellemek amaciyla tiim ¢alismalar Class II mikrobiyolojik giivenlik kabininde (MN 120,
Niive, Tiirkiye) ger¢eklestirilmistir. Bakterilere ait hiicrelerin ve PM’lerin eldesi amaciyla
gerceklestirilen ¢oktiirme islemleri farkli devir ve dakikalar1 kapsayacak sekilde santrifiij
cihazinda (NF 1200 R, Niive, Tirkiye) ger¢eklestirilmistir. Hiicreler %50°lik gliserol
(lot:200-289-5, Sigma, Almanya) ¢ozeltisinde -20 °C’de saklanmistir. Molekiiler tanimlama
icin izolatlara ait DNA, DNA izolasyon kiti (NEB Taq, lot: M0273, Ingiltere) kullanilarak
elde edilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan EPS’lerin eldesi asamalarinda proteinlerin
coktiirtilmesi amaciyla Trikloroasetik asit (TCA) (kat. no. 100807.1000, Merck,ABD) ve
%95’lik etil alkol (kat. no. 16368, Sigma, Almanya) kullanilmistir. PM’lerin sterilizasyonu
0,45 pm ¢apa sahip membran filtre (kat. no. SLLGRO4NL, Milipore, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmis olup, liyofilizasyon (dondurma-kurutma) islemleri (Telstar LyoQuest,
Ispanya) ardindan ultra saf su (Milli-Q su) ile ¢oziilererek calismalara dahil edilmistir.

EPS’lerin toplam glukoz miktar tayini %5 fenol (Merck, 1.00206.0250, Almanya) ve
konsantre siilfiirik asit (Merck, 1.00713.2500, Almanya) kullanilarak Dubois yontemi ile
belirlenmistir. Protein miktart ise Bradford reaktifi (Sigma Aldrich, B6916, ABD)
kullanilarak tespit edilmistir. Tim spektrofotometrik OSlgiimler mikroplaka okuyucu
(BioTek, pQuant, ABD) ile gerceklesmistir.

Antioksidan aktivite caligmalar1 kapsaminda; toplam fenolik madde miktarim
belirlemek igin 0,2 N Folin-Ciocalteu (Sigma, Lot no: BCBH0883V, Almanya) ve Folin-
Ciocalteu reaktifi ile tepkimeye girerek oksidasyonu saglayan sodyum karbonat (Merck,
106398, Almanya) kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi olusturmak icin ise gallik asit (Sigma,
27645, Almanya) standartt kullanilmigtir. PM’lerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
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radikalini giderici etkilerini belirlemek i¢in etanolde ¢oziilen toz DPPH (Sigma, lot no:1898-
66-4, Almanya) kullanilmistir. Ornekler gallik asit kullanilarak olusturulan kalibrasyon
egrisine gore hesaplanmistir. Calisma sonucundaki dl¢iimler spektrofotometre (Shimadzu
UVmini-1240, Japonya) ile belirlenmistir.

Hiicre kiiltiirii caligmalar1 Class 11 A-2 laminar akisli kabin igerisinde (Telstar Bio II
Advance, Ispanya), hiicrelerin gelisimi ise %5 COz2, %95 bagil nem ve 37 °C sicaklik
sartlarmi saglayan inkiibatorde (Panasonic MCO-18AC-PE, Japonya) gerceklestirilmistir.
iPDLF hiicreleri steril hiicre kiiltiirii plastikleri (Corning, NY, ABD) i¢inde %10 fotal sigir
serumu (FBS, Biological Industries, Lot no: 04-007-1A, ABD), %1 penisilin-streptomisin
(Biological Industries, Lot no: 1802094, ABD), %1 temel olmayan amino asit stok ¢ozeltisi
(Biological Industries, Lot no: 1607124, ABD) ve %1 200 mM L-glutamin (Biological
Industries, Lot no: 1604048, ABD) ile desteklenmis yiiksek konsantrasyonlu glukoz iceren
DMEM (Biological Industries, Lot no: 1609159, ABD) ile kiiltiire edilmistir. Her iki giinde
bir kiiltiir ortam1 degistirilerek hiicreler ¢ogaltilmis ve %80-90 doluluk oranina ulagan
hiicreler Tripsi/EDTA (Merck T5266, E6511, ABD) ¢ozeltisi kullanilarak bir iist pasaja
alimmustir. Hiicrelerin ¢ogalmalarini ve farklilagsmalarin1 gézlemlemek igin ZeissPrimovert
(Almanya) invert faz-kontrast mikroskopu kullanilmustir.

PM’lerin, iPDLF hiicrelerinin canliliklar1 tizerindeki etkinligi MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) hiicre ¢ogalma kiti (Merck, katno:
SGD1, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Spektrofotometrik Ol¢limler ise mikroplaka
okuyucu (BioTek, pQuant, ABD) ile ger¢eklesmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu amaciyla, Corum ve Tokat illerinden toplanan ar1
polenleri aseptik kosullarda ve soguk zincir esliginde laboratuvara getirilmistir. Toz
formdaki polenler 0,5 g tartilarak 4,5 ml MRS vesiyerine aktarilmis (Sekil 3.1a) ve 6n
zenginlestirme amaciyla 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonu takiben
tiim ana stoklar fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) kullanilarak 10-7’ye kadar seyreltme
islemine tabi tutulmus ve MRS agar besi yerine dokme ekim yontemiyle ekimler
gerceklestirilmistir. 37 °C’de 48 saat inkiibasyonu takiben gelisen farkli koloniler tek
cekilerek (Sekil 3.1b) MRS besi yerine aktarilmistir (Sekil 3.1c¢).
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Sekil 3.1. A) Polen 6rneklerinin 6n-zenginlestirme asamas1 B) MRS kat1 besi yerinde gelisen
farkli koloniler C) Tek koloni ¢ekimi

Kiiltiir safligi, MRS kat1 besi yerine yapilan ¢izgi ekimler neticesinde kontrol edilmistir.
Gram-pozitif, katalaz negatif ve hemolitik olmayan izolatlar bir sonraki asamada kullanilmak

tizere se¢ilmistir (Beasley ve Saris, 2004)
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3.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

Segilen bakterilerin 6n tanimlamalar hiicre yiizey proteinlerinin analizini hedef alan
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight) teknigi
kullanilarak hizmet alimi neticesinde gerceklestirilmistir (Bolu Abant izzet Baysal
Universitesi, Merkez Laboratuvari). Molekiiler tanimlamalari ise 16S rRNA dizi analizi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla oncelikli olarak izolatlarin genomik DNA’lar1
DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir. 1zole edilen DNA’larmnin saflik ve miktar
(ng/ul) tayinleri NANODROP (Thermo) spektrofotometrede gergeklestirilen okumalar
neticesinde belirlenmistir. 16S rRNA gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in PZR islemi
gerceklestirilmistir. 27F 5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’ ve 1492R 5 TAC CTT
GTT ACG ACT T 3’ primerlerinin kullanildigt (0,5 pL 10 pm) toplam hacmi 25 pL olan
reaksiyona sirastyla 2,5 pL 10xtampon, 1,5 pL MgCl2 (25 mM), 0,5 pL 10 mM
deoksintikleotidtrifosfat karigimi, 0,125 pL 50 {inite Taq DNA polimeraz enzimi ve 100 ng
kalip DNA eklenmistir. PZR islemi, “Applied Biosystems/Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler” cihazinda baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 30 saniye, 95 °C’de 20 saniye
denatiirasyon, 56 °C’de 20 saniye primer baglanmasi ve 68 °C’de 1 dakika 15 saniye uzama
basamaklarindan olusan toplam 30 dongiide gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR iirlinii
Tris-Asetat-EDTA tamponunda hazirlanan %1,5 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve sonuglar jel
goriintlileme cihazinda (Kodak) goriintiilenmistir. 16S rRNA geni PZR iiriiniiniin dizi analizi
BM LAB (Tiirkiye) tarafindan ileri ve geri primerlerinin kullanilmasi neticesinde
gerceklestirilen ikinci bir PZR islemi ardindan elde edilen 1462 bg’lik bolge lizerinden
gerceklestirilmistir. ABI formatinda temin edilen dizi bilgileri FinchTV yazilimi araciligiyla
analiz edilmis ve diziler NCBI’da (National Center for Biotechnology Information) BLAST
(Basic Local Alingment Search Tool) programi kullanilarak bilinen dizilerin yer aldigi
veritabanlariyla  karsilastirilmis  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve tarama
sonucunda dizinin en ¢ok hangi mikroorganizmaya dizi benzerligi gosterdigi belirlenerek
molekiiler tanimlama islemi tamamlanmistir (Edwards, Rogall, Blocker, Emde, ve Bottger,

1989).

3.2.3. Postbiyotik Mediatorlerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda PM kaynagi olarak kullanilacak olan HBS ve hiicre disina
salgilanan EPS’ler (EPS-R/release eps) asagida detaylar1 sunulan asamalar kullanilarak elde
edilmistir. HBS eldesi amaciyla; segilen izolatlar MRS siv1 besi yerine %1 oraninda inokiile

edilmis ve gelisim kosullar1 olan 37° C’de 24 saat inkiibasyonlar1 gergeklestirilmistir.
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Inkiibasyonu takiben, gelisen kiiltiirler santrifiij (6,000 rpm, 20 dakika, 4 °C) edilmis ve
hiicrelerinden ayrilmis olan siipernatant 0,45 um ¢apa sahip membran filtreden gegirilmistir.
Filtrasyonu gerceklestirilen slipernatant 24 saat siireyle liyofilize edilmis ve elde edilen toz
form HBS olarak ilerleyen ¢alismalara dahil edilmistir.

Hiicre digina salgilanan EPS’lerin eldesi amaciyla; segilen izolatlar MRS sivi besi
yerine %1 oraninda inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Inkiibasyonu takiben, gelisen kiiltiirler santrifiij (8,000 rpm, 30 dakika, 4 °C) edilmis ve
santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant hiicre disina salgilanan EPS kaynagi olarak
kullantlmistir. 0,45 pm c¢apa sahip membran filtreden gegirilen siipernatanta son
konsantrasyon %20 olacak sekilde TCA eklenmis ve 4 °C’de 2 saat calkalamaya
birakilmistir. Calkalamanin ardindan santrifiij (8,900 rpm, 30 dakika, 4 °C) islemi
gergeklestirilmis ve elde edilen {ist faza iki kat1 hacimde %95’lik soguk etil alkol ilave
edilmistir. 4 °C’de bir gece ¢alkalamali kosullarda inkiibasyonu takiben santrifiij (6,000 rpm,
30 dakika, 4 °C) islemi tekrar edilmis ve elde edilen pellet EPS 2 ml dH20’da ¢oziilerek 24
saat boyunca liyofilizasyona tabi tutulmustur. Liyofilize edilen o6rnekler ¢alismanin diger
asamalarinda kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Tallon, Bressollier, ve
Urdaci, 2003).

Ekstraksiyon sonucunda elde edilen ham EPS’lerin kantitatif tayini, fenol siilfirik asit
yontemi kullanilarak belirlenmistir (DuBois, Gilles, Hamilton, Rebers, ve Smith, 1956).
Oncelikli olarak glukoz standart egrisi olusturulmustur. Bu amagla; 0,01 g glukoz hassas
terazide tartilarak 10 ml saf su i¢inde ¢6ziilmiis ve stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Glukoz
standart egrisi i¢in hazirlanan bu stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda cozeltiler
hazirlanmis ve glukoz miktar tayini yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda glukoz i¢eren bu
cozeltilere ve EPS oOrneklerine sirasiyla %5 1 ml fenol, 5 ml konsantre siilfiirik asit ilave
edilmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 30 °C’de 20 dakika
inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda érnekler 96 kuyucuklu mikro plaka
kuyularina 200 ul olacak sekilde aktarilmis ve spektrofotometrede 490nm dalga boyunda
optik yogunluklar1 6l¢iilmiistiir. EPS miktarinin kantitatif tayini, glukoz standart egrisi
kullanilarak pg/ml olarak hesaplanmistir.

Ekzopolisakkarit iceren ekstraktta, protein kalintilar1 olup olmadigini belirlemek i¢in
ise Bradford yontemi kullanilmistir. 96 kuyucuklu mikro plaka kuyularma 10 pl EPS
eklenmis ve tizerine 200 pl Bradford reaktifi ilave edilmigtir. Oda sicakliginda

gerceklestirilen iglemin ardindan 6rneklerin optik yogunluklari spektrofotometrede 595mm
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dalga boyunda 0l¢iilmiis ve protein konsantrasyonu BSA standart egrisi ile karsilastirilarak

hesaplanmustir.

3.2.4. Antioksidan Etkinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda PM kaynagi olarak kullanilan HBS ve EPS-R’lerin antioksidan
etkileri fenolik madde miktari ve DPPH radikalini giderici etkileri agisindan
degerlendirilmistir.

PM’lerin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak belirlenmistir.
Fenolik madde miktar tayini i¢in 100 uL etken madde igeren tiiplere 100 uL Folin-Ciocalteu
reaktifi eklenmis, vortekslenmis ve tiipler oda sicaklifinda ve karanlik ortamda 3 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonrasinda tiiplere 2 ml %2’°lik sodyum karbonat eklenmis
ve tekrar karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Kor olarak EPS-R i¢in 100 pL
dH20, HBS igin 100 uL. MRS siv1 besi yeri ve 100 pL Folin-Ciocalteu igeren tiipler
kullanilmistir. Fenolik madde standart1 0,05-0,4 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda
hazirlanan gallik asit kullanilarak olusturulmustur. Reaksiyona bagli meydana gelen renk
degisimi 750nm’de kore karsi gerceklestirilen absorbans Olgiimleri ile belirlenmistir.
Sonuglar gallik asit kalibrasyon egrisinden gore analiz edilmis ve gram kuru ekstrakt agirligi
basina gallik asit esdegeri (GAE) ile ifade edilmistir (Singleton, Rossi, ve Jr, 1965)

PM’lerin serbest radikal temizleme 6zelligini degerlendirmek amaciyla 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) yontemi kullanilmistir. 200 pL etken madde igeren tiiplere 500 pL
etanolde hazirlanmis 120 uM DPPH ¢ozeltisi ile 500 uL saf etanol eklenmistir. Oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyon sonucunda, tiim 6rneklerde olusan
mor rengin siddeti 517nm’de kore (EPS-R i¢in dH20, HBS icin MRS s1v1 besi yeri) karsi
gerceklestirilen absorbans 6l¢iimleri ile belirlenmistir. Sonuglar ise 0,05-0,3 mg/ml arasinda
degisen konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit standart kalibrasyon grafigi kullanilarak
degerlendirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PM’lerin DPPH radikalini giderici

etkileri % olarak asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (Blois, 1958)

% DPPH = [(Akontrol - Aérnek) /Akontrol] x 100 34

3.2.5. insan Kaynakh Periodontal Ligament Fibroblast Hiicrelerinin (iPDLF)
izolasyonu ve Kiiltiire Edilmesi
IPDLF hiicrelerinin izolasyonu igin gerekli olan etik kurul izni (No:2019-14),

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmis
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(Toplant: tarihi: 24.07.2019) olup, kurul karar1 EK1’de sunulmustur. Hiicre izolasyonu
yapilacak disler (molar/pre-molar) 18-25 yas araligindaki saglikli bireylerden onam formu
imzalatilarak temin edilmistir.

Uzman dis hekimi tarafindan ¢ekilen dis, %5 penisilin/streptomisin ve %95 yiiksek
glukozlu DMEM igereren transfer besi yerini igerisine aktarilarak hizli ve giivenilir kogullar
altinda hiicre kiiltiirli laboratuvarina getirilmistir. Transfer besi yeri igerisinde laboratuvara
getirilen dis, steril ortam saglanmasi i¢in laminer kabinde bir petri kabi igerisinde 2-3 kere
I ml PBS ile yikanmistir. Yikama sonrasinda periodontal doku bistiiri yardimi ile dis
tizerinden dikkatlice kazinmis ve %20 FBS ihtiva eden 3 ml %0,25’lik kollajenaz ¢ozeltisi
iceren 15 ml’lik falkon tiipiine aktarilmistir (Sekil 3.2). Bir saat boyunca 37 °C’de dinamik
sekilde inkiibasyonu takiben enzimatik sindirimi sonlandirmak i¢in tiip igerisine 10 ml tam
besi yeri eklenmistir. Besi yerinin aktarimi sonrasi tiip 200 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda iist faz uzaklastirilmis ve tiip icerisindeki pellet tizerine 1 ml
tam besi yeri ilave edilerek yavas bir sekilde pipetaj yapilmistir. Bu islem ardindan hiicreler,
icerisinde 6 ml tam besi yeri bulunan T25 hiicre kiiltlirii plastigi icerisine dikkatlice
alimmistir. T25 hiicre kiiltiirii plastigi 37 °C sicaklik, %5 CO2, %95 bagil nem kosullarinda
inkiibasyona birakilmistir. Cogalan hiicreler, belirli zaman araliklarinda invert faz-kontrast

mikroskobu ile incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2.6. Postbiyotik Mediatorlerin Insan Kaynaklh Periodontal Ligament
Fibroblast Hiicrelerinin Canhhig: Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Izole edilen ve pasaj sayist P4-6 olan iPDLF hiicreleri 10.000 hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyucuklu mikro plaka kuyularina aktarilmistir. %95 yiiksek glukozlu DMEM
icereren besi yerinde 37 °C sicaklik, %5 CO2, %95 bagil nem kosullarinda 24 saat
inkiibasyonu takiben besi yeri uzaklastirilmig ve 0-1000 pg/ml olacak sekilde farkl
konsatrasyonlarda hazirlanan PM’ler kuyulara eklenmistir. Aymi kosullarda 24 saat
inkiibasyonu takiben PM’lerin iPDLF hiicre canilig1 iizerindeki etkileri kolorimetrik bir

yontem olan MTT testi ile belirlenmistir.
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Sekil 3.2. A) Saglikli digin laboratuvara transferi B) PBS ile yikama C) Besi yeri ile yikanma
asamas1 ve periodontal dokunun bistiiri ile dis ylizeyinden kazinmasi D) Steril petri igerisine
kazinmis olan periodontal doku

MTT yonteminin temeli, canlilifa bagli olarak hiicrelerin artan dehidrogenaz enzim
aktivitesi sonucunda sar1 renkli tetrazolyum tuzunu kullanmalar1 ve bunun neticesinde mor
renkli formazan kristallerinin olusumuna bagl olarak meydana gelen renk degisiminin
spektrofotometrik olarak 570nm dalga boyunda absorbansinin Olglilmesi esasina
dayanmaktadir. MTT testi icin kuyulardaki besi yeri uzaklastirilmis ve 10 pl (0.5 mg/ml)
MTT eklenmistir. Dort saat inkiibasyonu takiben, MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve olusan
formazan kristalleri 150 pl dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck) c¢ozeltisi kullanilarak

¢ozilmistiir. Go6zlemlenen mor rengin optik  yogunlugu 570nm dalga boyunda
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gerceklestirilen okumalar neticesinde belirlenmistir (Multiscan Ascent, Labsystems).
Sonuglarin hiicre sayisi olarak da degerlendirilebilmesi i¢in, belirli dozlarda hazirlanan
hiicreleri iceren ve PM uygulamasi yapilmadan sadece besi yeri eklenen kuyularda MTT

testi gergeklestirilmis ve olusturulan standart egriye gore hiicre sayilar1 belirlenmistir.

3.2.7. Istatistiksel Analiz

Tez caligmasi kapsaminda sunulan tiim deneysel asamalar, en az 3 paralel ve 2 tekrar
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Veriler ve verilerin standart sapmalar1 Microsoft Office
365 Pro Plus Excel programi kullanilarak degerlendirilmistir. Deney gruplari arasindaki
istatistiksel anlamlilik; Origin Pro 8SRO (v8.0724, Origin Lab Corporation, MA, ABD)
kullanilarak Tukey testi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Tiim
istatistiksel analizlerde 0,0001<p<0,001 degerleri son derece anlamli (***), 0,001<p<0.01
cok anlaml1 (**), 0,01<p<0,05 anlaml1 (*) ve p>0,05 anlaml1 degil olarak kabul edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bakterilerin Izolasyonu ve Tanimlanmasi

Calisma kapsaminda PM eldesi amaciyla kaynak teskil edecek bakteriler, ar1 polen
orneklerinden MRS besi yerinin kullanimi neticesinde izole edilmistir. Corum ve Tokat
illerinden toplanan ar1 polenlerinin her birinden 5’er bakteri izole edilmistir. Elde edilen
bakterilerin MRS kat1 besi yerine ¢izgi ekimleri neticesinde koloni morfolojileri ve
safliklari;; Gram-boyama neticesinde Gram reaksiyonlari, katalaz testi neticesinde katalaz
aktiviteleri ve kanli agara yapilan ¢izgi ekimleri neticesinde hemolitik aktiviteleri
belirlenmistir. Toplam 10 izolat arasindan iki tanesi; Gram-pozitif (Sekil 4.1), katalaz negatif
(Sekil 4.2) ve hemolize neden olmayan (Sekil 4.3) 6zellikleri nedeniyle secilerek ilerleyen
asamalara dahil edilmistir. Diger 8 izolat ise hemolitik aktivitelerinden dolay1 elenmistir.

Segilen iki izolatin agar ylizeyinde gelisen kolonilerinin krem renkli ve diiz hatli-
yuvarlak koloni morfolojisine sahip olduklari, mikroskop altinda ise kisa ve diizensiz basil
hiicre morfolojisi (Sekil 4.1) sergiledikleri belirlenmistir.

Izotlarn MALDI-TOF analizi ile belirlenen hiicre yiizey protein profillerinin veri
bankalari ile karsilastirilmasi neticesinde her ikisinin de Weissella confusa oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.4-4.5). Dogrulama islemi 16s rRNA dizi analizini iceren molekiiler
tanimlama testleri ile gerceklestirilmistir. Bu amagla; izolatlarin genomik DNA’lar izole
edilmis ve izole edilen DNA’larin saflik ve miktar tayinleri belirlenmistir (Tablo 4.1). PZR
1slemi neticesinde elde edilen 1462 bg’lik bolgenin (Sekil 4.6) dizi analizi neticesinde elde
edilen sonuglar MALDI-TOF sonuglarindan tiir bazinda farklilik sergilemistir. Sonug
olarak; her iki izolatin da veri bankalarinda bulunan bilinen dizilerle karsilastiritlmasi
sonucunda sirastyla %99 ve %97 benzerlik oraniyla Weissella cibaria olduklari netlik
kazanmustir (Sekil 4.7).

Aynu tiire ait olmalarina ragmen farkli kaynaklardan izole edilmis olmalar1 nedeniyle,
her iki izolatin da ¢aligmaya dahil edilmesine karar verilmistir. Corum ilinden temin edilen
ar1 poleninden izole edilen bakteri Weissella cibaria EIR/P-1; Tokat ilinden temin edilen ar1

poleninden izole edilen bakteri ise Weissella cibaria EIR/P-2 olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 4.1. Bakterilerin 11k mikroskobundaki Gram boyama goriintiileri, A. Weissella cibaria
EIR/P-1; B. Weissella cibaria EIR/P-2
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Sekil 4.3. Bakterilerin hemolitik aktivite sonuglarinin petri goriintiileri, A. Weissella cibaria
EIR/P-1:y hemolitik; B. Weissella cibaria EIR/P-2:y hemolitik
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Sekil 4.4. Weissella cibaria EIR/P-1 izolatina ait A. MALDI-TOF analiz sonucu; B. hiicre
yiizey protein profili
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Sekil 4.5. Weissella cibaria EIR/P-2 izolatina ait A. MALDI-TOF analiz sonucu; B. hiicre
yiizey protein profili

41



Tablo 4.1. Segilen izolatlarin DNA saflik ve miktar tayini sonuglari

BAKTERI KODU Konsantrasyon(ng/pl) 0D260/280 0D260/230
Weissella cibaria EIR/P-1 676,21 1.96 2.00
Weissella cibaria EIR/P-2 832,64 2.01 2.02

Markor (-) EIR/P-1 EIR/P-2

Sekil 4.6. A. Izolata ait 16S rRNA PZR iiriiniiniin (1492 bg¢) agaroz jel elektroforez
goriintiisti, B. 100 b¢ DNA markdriine ait bant profilleri ve molekiiler agirliklar

Weissella cibaria strain zy-F2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MH588445.1 Length: 1479 Number of Matches: 1

Range 1: 9 to 1291 GenBank Graphics

Score Expect  Identities (aps Strand

2217 bits(2458) 00  1274/1292(9%) 9/1292(0%) Plus/Plus E

Weissella cibaria strain M.D.WYAN2-10 16 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: JF690894.1 Length: 1491 Number of Matches: 1

Range 1: 19 to 1464 GenBank Graphics

Score Expect  [dentities (Gaps Strand

253hits(2609) 0.0 1400/1446(97%)  17/1446(1%)  Plus/Plus

Sekil 4.7. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina ait raporlar, A. Weissella cibaria EIR/P-1, B.
Weissella cibaria EIR/P-2
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Gram-pozitif, spor olusturmayan, hareketsiz, katalaz negatif, heterofermentatif ve kisa
cubuk seklinde karakterize edilen Weissella cinsi tiyeleri; 6nceki yillarda Leuconostoc ve
Lactobacillus cinsine dahil olmalarina ragmen, Collins, Samelis, Metaxopoulos, ve
Wallbanks (1993) tarafindan yeni bir cins olarak tanimlanmis ve bu gruplardan ayrilmistir.
Weissella  cinsi Weissella  hellenica, W.  paramesenteroides  (Leuconostoc
paramesenteroides), W. confusa, W. cibaria, W. kandleri, W. minor, W. halotolerans ve W.
viridescens gibi tiirleri icermektedir (Nisiotou, Dourou, Filippousi, Banilas, ve Tassou,
2014). Weissella suslar1 toprak, taze sebzeler, et, balik, fermente silaj, bal ve fermente
yiyecek ve igecekler gibi ¢ok cesitli kaynaklardan izole edilmistir. Bunun yani sira; panda,
Drosophila, orangutan ve insan mikrobiyotasi da dahil olmak {izere bir ¢ok kaynaktan
izalasyonuna yonelik giincel ¢alismalar da mevcuttur (Du, Dai, Yao, Tan, ve Pan, 2018;
Kang, Yeu, ve Hong, 2019; Ricks, Carroll, Walters, Newell, ve Chaston, 2017; Safika,
Wardinal, Ismail, Nisa, ve Sari, 2019).

Cicekli bitkilerin erkek gametofitleri olan polenler, bal arilar1 ve diger bocekler
tarafindan yiiksek enerjili bir malzeme olarak toplanmakta ve 6nemli bir gida rezervi olarak
saklanmaktadir. Insan diyetinde de oldukca 6nemli bir besin kaynag1 olan polen, geleneksel
olarak tamamlayict bir gida olarak kullanminin yani sira alternatif tedaviler amaciyla da
kullanilmaktadir (Linskens ve Jorde, 1997). Y akin zamanda ar1 poleni mikrobiyotast ile ilgili
calismalar hiz kazanmasina ragmen, igerdikleri laktik asit bakteri tiirleri ve bunlarin
fonksiyonel rolleri hakkinda sinirlt sayida bilgi bulunmaktadir. Bundan dolay1 ar1 poleni,
yeni suslarin izolasyonunda 6nemli bir kaynak olarak gosterilmektedir. Literatiirde,
caligmamizda kullandigimiz ana kaynaga benzer sekilde ari poleninden W. cibaria
izolasyonunu igeren ¢aligmalar mevcuttur. Belhadj ve digerleri (2014) ham ar1 poleni
tanelerinden 567 adet bakteri izole etmisler ve fenotipik karakterizasyon neticesinde
Lactobacillus fermentum olarak tanimladiklari susun 16S rRNA dizi analizi neticesinde %99
dizi benzerligi ile W. cibaria I1-1-59 (036924.1) oldugunu belirlemislerdir. Gergeklestirilen
ileri dizi analiz ¢alismalar1 neticesinde ise, panda ve Drosophila mikrobiyotasindan izole
edilen 2 farkli W. cibaria susunun tiim genom analizi tamamlanmis ve 2.56 Mb
biiyiikliigiindeki kromozomun 2420 gen tasidigi belirlenmistir. Elde edilen veriler; W.
cibaria susunun basta gida koruma asamalari ile fermentasyon islemlerinde kullanilma
potansiyeli olmak iizere probiyotik etkinlik agisindan da 6nemli 6zelliklere sahip olduguna

isaret etmektedir (Du ve digerleri, 2018; Ricks ve digerleri, 2017).
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4.2. Postbiyotik Mediatorlerin Eldesi

Antioksidan etki ve hiicre kiiltiirli galismalarina dahil edilecek olan PM’ler bir 6nceki
asamada secilen Weissella cibaria EIR/P-1 ve Weissella cibaria EIR/P-2 izolatlarindan
ekstrakte edilmistir.

Weissella cibaria tiirlerine ait HBS’ler farkli amaglara yonelik olmak {izere bir¢ok
calismada kullanilmistir. Dis eti patojenlerine karst anti-mikrobiyal etkinliklerinin
arastirildigr bir ¢alismada W. cibaria susuna ait HBS’lerin H202, farkli organik asitler
(okzalik asit, sitrik asit, suksinik asit, laktik asit, asetik asit), yag asitleri ve l-laktat
dehidrojenaz da dahil olmak {izere probiyotik ekinlik agisindan 6nemli olabilecek 19 farkli
protein igerdigi rapor edilmistir (Lim, Yeu, Hong, ve Kang, 2018). Farkli bir ¢aligmada ise
W. cibaria susuna ait HBS’ler, koyun siit peynirinin olgunlagsmasini saglamak amaciyla
enzim kaynagi olarak kulanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Calasso, Mancini, Di
Cagno, Cardinali, ve Gobbetti, 2015). Tayvan yerel fermente gidalarindan izole edilen W.
cibaria susuna ait HBS kullanilarak saflastirilan Weissellicin 110 bakteriyosini ise gidalarda
dogal koruyucu olarak kullanilmistir (Wu, Srionnual, Yanagida, ve Chen, 2015). Bu ¢alisma
kapsaminda elde edilen HBS’ler (Sekil 4.8), liyofilizasyonu takiben direk olarak

uygulamalara dahil edilmistir.

Sekil 4.8. Weissella cibaria EIR/P-1 ve Weissella cibaria EIR/P-2 izolatlarina ait liyofilize
HBS goriintiisi

Calisma kapsaminda W. cibaria EIR/P-1 ve W. cibaria EIR/P-2 izolatlarindan
ekstrakte edilen EPS-R liyofilize edilmis ve glukoz igerigi esas alinarak miktar tayini
gerceklestirilmistir. EPS-R miktar1 glukoz standart egrisinin temel alindigi (Sekil 4.9) fenol-

stlfirik asit yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler neticesinde, W.cibaria EIR/P-1 ve
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W. cibaria EIR/P-2 izolatlarinin sirastyla 14,014+2,1 mg/ml ile 15,845+1,8 mg/ml (Sekil
4.10) EPS-R iirettikleri belirlenmistir.

Glukoz Standart Egrisi

y = 0,005x
R* =D,9821

Absorbans (490 nm)

0 100 200 300 400 500 600 700 BOO 900

pg/ml

Sekil 4.9. Ekzopolisakkarit miktarin1 belirlemek amaciyla hazirlanan glukoz standart egrisi

EPS-R

Weissella cibaria EIR/P-2 Weissella cibaria EIR/P-1

Sekil 4.10. Weissella cibaria EIR/P-1 ve Weissella cibaria EIR/P-2 izolatlariin EPS-R
tretim miktarlar1 (ng/ml)

Elde edilen veriler, farkli kaynaklardan izole edilen gesitli W. cibaria suslarina ait EPS
miktarlart ile karsilastirildiginda yiliksek bulunmustur. Probiyotik 6zellikler sergileyen W.
cibaria susuna ait EPS iiretimi 6.35 g/L (Vasanthakumari, Harikumar, Beena, Pandey, ve

Nampoothiri, 2015), tipik bir Cin tursusu olan Sichuan paocai’den izole edilen W. cibaria
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susuna ait EPS {iretimi ise 331.47 mg/L (Zhu ve digerleri, 2018) olarak belirlenmistir. Elde
ettigimiz yiiksek EPS miktarinin en temel nedeni ise, EPS ekstraksiyonu i¢in daha dnce
gerceklestirilen optimizasyon c¢alismalart neticesinde en verimli oldugu tespit edilen
yontemin kullanilmis olmasidir (Almacioglu, 2013). Bununla beraber, ileri saflastirma
yontemlerinin kullanildig1 calismalarda ise daha yiiksek EPS miktarlari tespit edilebilmistir.
Ye, Chen, Wang, Yang, ve Bin (2018) tarafindan Cin lahana tursusundan izole edilen W.
cibaria susuna ait EPS iiretimi 35.27 g/L olarak belirlenmistir. W. cibaria susuna ait
EPS’lerin dekstran benzeri polisakkaritler oldugu da rapor edilmektedir (Vasanthakumari ve

digerleri, 2015)

4.3. Antioksidan Aktivitenin Degerlendirilmesi

W. cibaria EIR/P-1 ve W.cibaria EIR/P-2 izolatlarina ait HBS ve EPS-R’lerin
antioksidan etkileri fenolik madde miktar1 ve DPPH radikalini giderici etkileri agisindan
degerlendirildiginde, HBS’lerin yiiksek antioksidan aktivite sergiledikleri belirlenmistir.
EPS-R’lerin ise kullanilan doz araliginda herhangi bir antioksidan etkinlikleri tespit
edilememistir.

Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in GA standartt (kalibrasyon egrisi)
kullanilmigtir (Sekil 4.11a). Renk degisimleri spektrofotometrik yontemler neticesinde
degerlendirilmis (Sekil 4.11b ve 4.11c) ve elde edilen sonuglara gore; HBS’lerin fenolik
icerikleri W. cibaria EIR/P-1 ve W. cibaria EIR/P-2 izolatlari i¢in sirasiyla 1,042+0,21 ve
1,367+0,45 mg GAE (gallik asit esdegeri) olarak belirlenmistir.

DPPH radikalini giderici etkinin belirlenmesi amaciyla ise GA standart1 (kalibrasyon
egrisi) kullanilmustir (Sekil 4.12a). Renk degisimleri spektrofotometrik yontemler
neticesinde degerlendirilmis (Sekil 4.12b) ve elde edilen sonuglara gére; DPPH radikalini
giderici etkileri W. cibaria EIR/P-1 ve W. cibaria EIR/P-2 izolatlarina ait 1mg/ml HBS’ler
icin sirastyla %52+3,98 ve %61+4,05 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. A. GA standart egrisi, B ve C. GA standartinda ve Weissella cibaria EIR/P-1 ile
Weissella cibaria EIR/P2 HBS’lerinde reaksiyona bagli meydana gelen renk degisimleri
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Sekil 4.12. A. GA standart egrisi, B. Kor, Weissella cibaria EIR/P-1 ile Weissella cibaria
EIR/P2 HBS’lerinde (1mg/ml) reaksiyona bagli meydana gelen renk degisimleri

Elde edilen veriler literatiir ile karsilastirildiginda oldukga yiiksek bulunmustur. Ta,
Beena, V, Rejeesh, ve Archana (2019) tarafindan hindistan cevizi suyundan izole edilen W.
cibaria susu tarafindan iiretilen HBS’nin DPPH radikalini giderici etkisi %27, W. cibaria
KACC 91811P susunun ise %23,53 (Yu ve digerleri., 2019) olarak rapor edilmistir. Liu ve
Pan (2010) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise gesitli Lactobacillus tiirlerine ait
HBS’lerin %8,7 ile 29 arasinda DPPH radikalini giderici etkiye sahip olduklar1 belirtilmistir.

Laktik asit fermantasyonu neticesinde meydana gelen antioksidan aktivitenin artisi, -
glukosidaz (EC 3.2.1.21), tanaz (EC 3.1.1.20), p-kumarik asit dekarboksilaz (PAD) (E.C.
4.1.1.102) veya feruloil esteraz (EC 3.1.1.73) gibi cesitli enzimlerin aktivitesi ile
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iliskilendirilmektedir. Bu enzimler bircok LAB susunda tanimlanmis olsa da Weissella
tirlerinde gergeklestirilen ¢aligsmalar siirli sayidadir. Ancak Weissella tiiriine ait suslarin
enzim aktiviteleri diger LAB suslari ile karsilastirildiginda, 50 ile 100 kat daha fazla aktivite
sergiledikleri tespit edilmistir (Fessard ve Remize, 2017). Dolayisiyla antioksidan aktivite
acisindan elde edilen etkili sonuglar, W. cibaria izolatlarinin fermentasyon siiresince

tirettikleri enzimlerin aktivitesi ile iligskilendirilebilmektedir.

4.4. Postbiyotik Mediatorlerin insan Kaynakh Periodontal Ligament Fibroblast
Hiicrelerinin Canlihg Uzerindeki Etkileri

PM’lerin  iPDLF  hiicrelerinin ~ canliligt  iizerine  olan  etkinliklerinin
degerlendirilebilmesi amaciyla; Oncelikli olarak onam formu imzalatilmig saglikli bir
bireyden dis (molar/pre-molar) temini gerceklestirilmis ve hiicre kiiltiirii teknikleri
kullanilarak iPDLF hiicreleri basarili bir sekilde izole edilmistir. izole edilen hiicreler
kiiltiirin ilk asamasindan itibaren koloni olusturmus ve bu kokten kendilerine 6zgii igsi
fibroblastik morfoloji sergileyerek prolifere olmuslardir. Belirli zaman araliklarinda kiiltiire
edilen hiicreler invert faz-kontrast mikroskobu ile incelenmis ve fotograflar1 c¢ekilmistir

(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. 5.(a), 7.(b) ve 12.(c) giinlerde iPDLF hiicrelerinin invert faz-kontrast mikroskobu
gorintiileri
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Farkli konsantrasyonlarda (0-1000 pg/ml) hazirlanan PM’ler ile birlikte 24 saat siiresince
inkiibe edilen iPDLF hiicrelerinin canliliklart MTT testi ile analiz edilmistir. Elde edilen
spektrofotometrik degerler canli hiicre sayisina gére hazirlanan standart egri (Sekil 4.14) dikkate
alinarak degerlendirilmis ve her iki izolata ait olan EPS-R ve HBS 6rneklerinin iPDLF hiicre
canliligin1 kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (p<0,05) arttirdigi
belirlenmistir (Sekil 4.15-4.16).

Kalibrasyon Egrisi
0,7

0,6 n,r = n,n,71 . ﬁ,ﬂﬂ')

R? = 0,900
0,5 Y
/[

0,2 /

0 T T T T T T 1
5000 10000 20000 40000 80000 100000 120000
Hiicre sayisi

Absorbans (590nm)

0,1

Sekil 4.14. MTT testi neticesinde olusturulan canli hiicre sayis1 standart (kalibrasyon) egrisi

Farkli konsantrasyonlarda iPDLF hiicre hatlarina uygulanan Weisella cibaria EIR/P1
izolatindan elde edilmis olan EPS-R’lerin 10 pg ila 500 pg arasindaki konsantrasyonlariin
hiicre proliferasyonuna olan etkileri kontrol grubuna goére degerlendirildiginde hiicre canliligini
arttirdigi (p<0,05), ancak >500 pg konsantrasyonuna sahip EPS-R’lerin ise kontrol grubu ile bir
farki olmadigi belirlenmistir. Weisella cibaria EIR/P-2 izolatindan elde edilen EPS-R’lerin ve
Weisella cibaria EIR/P-1 izolatina ait HBS’lerin ise 10-1000 pg arasindaki tiim
konsantrasyonlarinin  iPDLF hiicreleri iizerinde kontrol grubuna gore etkinlikleri
degerlendirildiginde hiicre canliligimi anlamli bir sekilde arttirdigi belirlenmistir (p<0,05).
Weisella cibaria EIR/P-2 izolatina ait HBS’lerin ise 10-250 pg arasindaki konsantrasyonlarinin
1PDLF hiicre canliligin1 anlaml1 diizeyde arttirarak proliferasyona katki yaparken (p<0,05), >250

pg miktarindaki konsantrasyonlarin kontrol gurubu ile farki olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.15. A. Weissella cibaria EIR/P-1 ve B. Weissella cibaria EIR/P-2 izolatina ait EPS-
R’nin iPDLF hiicre canlilig1 iizerine etkisi
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Sekil 4.16. A. Weissella cibaria EIR/P-1 ve B. Weissella cibaria EIR/P-2 izolatina ait
HBS’nin iPDLF hiicre canlilig1 iizerine etkisi
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Dis sagligi yasamin her evresinde genel saglik durumunun onemli bir bileseni
olmustur. Sadece dis dokusuna degil viicudun farkli sistemlerine de zarar verebilen
periodontal hastaliklar; biiylik kitleler {izerindeki onemli etkileri ve sosyo-ekonomik
zararlar1 dikkate alindiginda "sessiz" ancak kiiresel bir salgin olarak dikkat ¢ekmektedir.
Etkili bir periodontal tedavinin nihai hedefi, periodontiyumun tiim bilesenlerinin
yenilenmesidir. Etkin bir yaklasim ise; mikrobiyal etiyolojiyi ve ilgili risk faktorlerini
kontrol altina almayi, lokal inflamatuvar yanitt ve buna bagli olusan oksidatif hasari
azaltmayi ve ilgili bolgenin rejenerasyonunu ve yumusak doku ve kemik kaybini 6nlemeyi
hedeflemelidir. Gilinlimiizde periodontal hastaliklar nedeniyle yikima ugramis olan sert ve
yumusak dokularin rejenerasyonu igin farkli cerrahi teknikler, cesitli greft materyalleri,
bariyer membranlar, biiyiime faktorleri gibi c¢esitli materyaller ve teknikler ile bu
prosediirlerin kombinasyonlar1 kullanilmakta ve farkli seviyelerde klinik basarilar elde
edilebilmektedir. Gergeklestirilen son ¢alismalar; bu amagla kullanilan iiriinlere osteojenik
farklilagsmay1 desteklemek i¢in simvastatin (Castro ve digerleri, 2018; Ghadri ve digerleri,
2018), anti-inflamatuvar 6zellik kazandirmak igin Resveratrol (Wang ve digerleri, 2018),
anti-mikrobiyal etkinlik ve osteojenik farklilasmay1 desteklemek i¢in ¢inko oksit (Nasajpour
ve digerleri, 2018), mezenkimal kok hiicre fonksiyonunu giiglendirmek, kemik olusumunu
desteklemek ve bagisiklig1 diizenlenmek icin icariin (Zhang ve digerleri, 2018) ilavelerini
icermektedir. Ancak, tireticiler ve klinisyenler bu malzemelerin giivenilirligi ve toksisiteleri
konusunda halen net degillerdir. Dolayisiyla; yeni ve dogal biyo-malzeme igeriklerinin
gelistirilmesi hem hasta hem de kiiresel alanda biiylik paya sahip mevcut pazar agisindan
halen 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, ari1 polenlerinden bakteri izolasyonu gergeklestirilmis ve
molekiiler temelli ¢aligmalar neticesinde Weissella cibaria olarak tanimlanan iki izolat PM
kaynagi olarak kullanilmistir. PM’ler, canli hiicreler tarafindan salgilanan iiriinleri veya
metabolik yan iriinleri, veya enzimler, peptitler, teikoik asitler, peptidoglikan tiirevli
muropeptitler, polisakkaritler, hiicre ylizey proteinleri ve organik asitler gibi bakteriyel
lizizden sonra ortaya ¢ikan ¢dziinebilir faktdrleri ifade etmektedir. Ozellikle sinyal yolaklari
ve bariyer fonksiyonu iizerinde canli hiicreler kadar etkili oldugu belirtilen postbiyotikler
net kimyasal yapilari, glivenilir doz parametreleri, memeli enzimleri tarafindan hidrolize

kars1 direngli olmalari, uzun raf omiirleri ve anti-mikrobiyal, anti-inflamatuvar, immiino-
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modiilator, anti-hipertansif, hipokolesterolemik, anti-kansinojenik ve anti-oksidan
aktiviteye sahip olabilecek cesitli sinyallesme molekiillerini (mediatorler) icermeleriyle son
yillarda dikkat ¢ekmektedir. Ancak literatiirde periodontal hastaliklar iizerinde PM’lerin
etkinliklerinin degerlendirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla
calismamizdan elde edilen veriler literatiire 6nemli katkilar sunacaktir.

Bu calismada PM kaynagi olarak Weissella cibaria izolatlarma ait EPS-R’ler ve
HBS’ler kullanimistir. Her iki izolatinda yiiksek miktarda EPS iiretim kapasitesine sahip
oldugu belirlenmistir. Ancak kullanilan dozlarda gerceklestirilen analizler neticesinde
antioksidan etkinliklerine rastlanilamamigtir. Bunun aksine, her iki izolata ait HBS’lerin
antioksidan aktiviteleri oldukga etkili bulunmustur. Bunun temel sebebinin, bakteri gelisimi
sirasinda  hiicre disina salinan ¢ok ¢esitli  metabolitlerden kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir. Weissella cibaria izolatlarina ait EPS-R’ler ve HBS’lerin PDLF hiicre
canliligi tizerine etkinlikleri degerlendirildiginde ise, oOzellikle diisiik dozlarin hiicre
canliligin1 anlamli bir sekilde arttirdigi belirlenmistir. Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalari
1s1ginda bu ekstraktlarin, agiz sagligir acisindan 6nemli bir yer tutan PDLF hiicrelerinin
proliferasyonu iizerine etkisinin kayda deger oldugu ve bu ekstraktlarin ileride periodontal
dokunun rejenerasyonunda tedavi edici bir ajan olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu
distiniilmektedir.

Son yillarda; hastalarin yasam kalitesi ilizerinde olumsuz sonuglara neden olan
periodontal hastaliklar i¢in en etkili olabilecek iiriinlerin tasarlanmasma yonelik
arastirmalar, gelisen teknolojiler ve bilimsel caligmalar 1s18inda hiz kazanmistir. Ancak
gerek literatiir arastirmalar1 gerekse kiiresel pazar analizleri ve uzman goriisleri dikkate
alindiginda; periodontal hastaliklar1 hedef alan iiriinler icerisinde kullanilabilecek yeni ve
dogal igerikli biyo-malzemelerin gelistirilmesine yonelik halen karsilanmamis bir ihtiyag
bulundugu dikkat ¢ekmektedir. Bu tez ¢alismasinda hedef ihtiyaclara karsilik verebilmek
amaciyla; tiim diinyada son yillarda bir¢ok alanda (gida, ¢cevre, saglik, ziraat gibi) etkinlikleri
kabul edilen probiyotiklerin {iretmis olduklar1 PM’lerin, periodontal hastaliklarda etkili bir
yaklasim olarak kullanim potansiyellerini belirlemek amaciyla ©6n bir calisma
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler neticesinde, Ozellikle hedef hiicre canliligini
arttirdiklar1 belirlenen PM’lerin, hedef lokasyon odakli tasarlanabilecek ve islevsel olarak
olusturulacak her tiirlii yaklasimda inovatif bir biyo-malzeme olarak kullanim potansiyeline

sahip olduklar1 belirlenmistir.
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