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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Dental K&k Hiicrelerin Kemige Farklilasmasinda Mikrobiyota Uriinlerinin Rolii
Muhammet Habip Giglii
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Kamil Can Akgali

Disin siit disleri veya yetiskin dis pulpasindan, periodontal veya dis folikiilii gibi farkl
bolimlerinden kok hiicre elde etmek miimkiindiir. Elde edilen bu kdk hiicrelerin osteojenik
farklilagtirildigi gosterilmistir. Bu arastirmada klinik sonuglar1 arastirilmaya devam eden
postbiyotiklerin dental pulpa kok hiicreden kemige farklilagsmasi agisindan kullanilabilirligi
arastirildi. Kok hiicreler, viicutta hasarli ve hastalikli hiicrelerin yerine gegerek organizma
hemostasisini saglayan 6énemli bir umut vadeden rejeneratif tedavi yontemidir. Ancak kok
hiicre izolasyonu, farklilasma ve maliyet, bu umut vadeden yontemin yayginlagsmasini
engellemektedir. Farkli kaynaklardan elde edilmis postbiotiklerin varliginda dental pulpa
kok hiicrelerinin kemige farklilagmasi arastirildi ve kontrol gruplari ile karsilastirildi. Elde
edilen verilere gore farklilagmanin gerceklemedigi, deney gruplari ile kontrol gruplari

arasinda fark olmadig1 gézlenmistir.
2023, 56 sayfa

Anahtar kelimeler: dental kok hiicre, kemik hiicre farklilasmasi, microbiota, postbiotik



ABSTRACT
MSc Thesis
Role of microbiota products in differentiation of dental stem cells to bone
Muhammet Habip Giglii
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Kamil Can Akgal1

It is possible to obtain stem cells from different parts of the tooth such as deciduous or adult
dental pulp, periodontal or dental follicle. These stem cells have been shown to be
osteogenically differentiated. In this study, the usability of postbiotics, whose clinical results
are still being investigated, in terms of dental pulp stem cell to bone differentiation was
investigated. Stem cells are an important promising regenerative therapy method that
provides hemostasis by replacing damaged and diseased cells in the body. However, stem
cell isolation, differentiation and cost prevent the widespread use of this promising method.
Differentiation of dental pulp stem cells into bone in the presence of postbiotics from
different sources was investigated and compared with control groups. According to the data
obtained, it was observed that osteogenic differentiation did not occur and there was no
difference between the groups.

2023, 56 pages

Keywords: dental stem cell, osteocyte differentiation, microbiota, postbiotic
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1. GIRIS

Disin, siit disi veya yetiskin dis pulpa, periodontal veya dis folikiilii gibi farkli boliimlerinden
kok hiicre elde etmek miimkiindiir. Ayrica 2000 yilindan beri dis pulpast kaynakli kok
hiicrelerin kemige farklilasabildigi bilinmektedir. Dis pulpasindan elde edilen mezenkimal
kok hiicrelerde osteojenik farklilasma, L-glutamin, gliserol fosfat disodyum hidrat tuzu, L-
askorbik asit, deksametazon ve fetal sigir serumu (FBS) ile kiiltiirlenen kok hiicrelerde
alkalin fosfataz aktivitesinin artmasi ve kalsiyum yoniinden zengin bir matris birikmesi ile
gerceklesir (1). Ancak dental pulpa kok hiicrelerin (DPKH) kemik olusumunu sagladig
gosterilmis olsa da laboratuvar ortaminda dis kok hiicre izolasyonu ve proliferasyonu pahali,

zaman alic1 olup kontaminasyon agisindan ise risklidir (2).

Hiicre kiiltiirii ortam1 olan besiyerleri, hiicrelerin ¢gogalmasi ve canlilig1 i¢in esastir. Bu
ortamin en 6nemli bilesenlerinden biri olan serumlar biiyiime faktorii, vitamin, mineral,
hormon gibi hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi gibi gerekli bilesenleri igermektedir. Serum
olarak genelde sigir serumu kullanilir. Memeli hiicrelerinin kiiltiirlendigi bu ortamlardaki en
ciddi sorunlardan birisi FBS’in gorece diger bilesenlere gore fazla kullanilmasidir. 1 litre
FBS iiretimi i¢in yaklasik 2-3 sigir fetiisiine ihtiya¢ oldugu disiiniildiigiinde Diinya’da
yaklasik 2.000.000 s1g1r fetiisiiniin FBS tiretimi i¢in kullanildig1 tahmin edilmektedir. Ayrica
FBS iiretimi i¢in kullanilan sigirlarin mevsimsel ve cografik olarak degismesi, FBS igerigini
de degistirmekte ve standart bir liretimin 6niine gecmektedir. Bununla birlikte otolog insan
serumu ile karsilastirildiginda mezenkimal kok hiicrelerde (MKH) daha az kararli hiicre
profillerine indiikledigi gdsterilmistir. Ayrica FBS basta olmak iizere kullanilan bilesenlerin
her gecen giin artan maliyetleri ve son kullanicilara yansitilan iicretler, bu sorunlarin baginda
gelmektedir. Ancak oOnerilen kaynaklarin higbiri hiicre biiylimesine FBS kadar etki
edememistir. Bu sebeple hiicre proliferasyonunda kullanilmasi gereken en az diizey FBS
orani da bir¢ok caligmada belirlenmeye ¢alisilmistir. S6z konusu bu bilimsel sorunlar ile

tedarik sorunlar1 nedeniyle alternatif arayiglarin hizla arttig1 bilinmektedir (3,4).

Postbiyotikler ise mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucu salinan veya iiretilen
yararli mikrobiyota iiriinleri olarak tanimlanabilir. Ornegin Lactobacillus spp. tiiriinden elde
edilmis probiyotikler baz1 gastroinstinal bozukluklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica

son caligmalarda probiyotikler ile postbiyotiklerin patojenlerin biiyiimesini engelledigi ve



biyofilm olusumunu azaltarak hastaliklar1 onledigi de gosterilmistir. Postbiyotik aracilar
olarak da bilinen probiyotikler, kok hiicre alaninda oldugu gibi umut vadeden bir aragtirma

konusudur (5).

Bu arastirmada postbiyotiklerin dental kok hiicreden kemige farklilasmasi siirecindeki
kullanilabilirligi arastirilmigtir. Onemli bir umut vadeden rejeneratif tedavi ydntemi olan kok
hiicrelerin izolasyonu, farklilagsmasi ve maliyeti gibi problemleri bulunmaktadir. DPKH’ler
ve ar1 bagirsagi, Spalax tiirii bagirsagi, anne ve inek siitii gibi farkli kaynaklardan elde
edilmis 4 farkli postbiotigin varliginda kemik hiicrelerine farklilagma durumu aragtirilmis ve

kontrol gruplar ile karsilastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. KOK HUCRELER

Insanligin ilk zamanlarindan bugiine kadarki hastaliklar ile miicadelesi sonucunda pek ¢ok
uygulama hayata gegmistir. Tip alaninda son yillardaki dikkat ¢ekici uygulamalardan biri de
kok hiicre calismalaridir. Yapilan caligsmalar ile kok hiicre alani her gegen giin genislemekte

olup endikasyon, siire¢ ve maliyetleri azaltma gibi hedeflerle uygulamalar ¢esitlenmektedir

(6).

Kok hiicreler, smirsiz ¢ogalabilen, kendilerini yenileyen, kendilerinden bagka hiicrelere
farklilagarak doku onarabilen hiicre tipleridir. Bol miktarda olmalar1 ve kolay elde edilebilir
olmalar1 ile otolog ve allojenik nakledilebilmeleri nedeniyle tedavi yontemi olarak umut

vadetmektedirler (7).

1800’11 yillarin ilk yarisinda hiicre taniminin yapilmasinin ardindan hiicre alaninda bir¢ok
dikkat ¢ekici ¢alisma yapilmigtir. Ancak 1958 yilinda Dr. Min Chueh Chang tarafindan
tavsanlar lizerinde in vitro fertilizasyonun gosterilmesi ve 1978 yilinda ise bu yontem ile
Louise Brown adindaki ilk tiip bebegin dogmasi olaylar1 kok hiicre alani i¢in ¢igir agan
calismalarin basinda gelir. Daha sonra 1981 yilinda Evans, Kaufman ve Martin tarafindan
blastosistlerin i¢ hiicre tabakasindan elde edilen fare embriyonik hiicreleri gosterilmistir. Bu
calismanin ardindan ise 1998 yilinda James Thomson ve ekibi in vitro fertilizasyon
laboratuvarinda bes adet insan embriyonik kok hiicre serisi elde ettiklerini ve bu hiicrelerin

farkli hiicre tiplerine doniigebildiklerini raporlamiglardir (6,8).

Kok hiicreleri genel olarak diger hiicre tipinden ayiran oOzellikler, kendilerini
yenileyebilmeleri ve belirli kosullar altinda farkl: hiicre tiplerine doniisebilmelidir. Ozdes
hiicre kiimeleri olusturabilmek i¢in mitozla siiresiz ve ¢ok hizli béliinebilen kok hiicrelerin
farklilasabilme yetenekleri bilim diinyasi agisindan daha dikkat ¢ekici olmustur. Belirli
kosullarda hiicresel ve molekiiler etmenler ile uyarilarak farkli tipteki hiicrelere farklilagma,
kok hiicre arastirmalarinin odak noktasidir. Laboratuvarda uyarilan kok hiicreler; deri, beyin,
osteoblast, karaciger, insiilin i¢in pankreas beta, damar ¢eperleri i¢in diiz kas gibi ¢cok sayida

hiicre tipine farklilagabilmektedir (6,8).



Farklilagsma, hiicrelerin belli bir dogrultuda gecirdikleri bir dizi degisim olarak
tanimlanabilir. Bu degisim oncesinde kok hiicreler dogal olarak ¢ogalma egilimdedirler ve
siirekli boliinerek kendilerini yenilerler. Sinirsiz ¢ogalabilen ve kendilerini yenileyen kok

hiicrelerin boliinmesi simetrik ve asimetrik olarak gerceklesir.

Simetrik hiicre boliinmesinde tamamen birbirinin ayni iki farkli hiicre meydana gelir.
Boylece hiicre biitlinligii iki esit parcaya boliintir. Olusan yavru 2 hiicrenin birbiri ile ve
kaynak aldiklar1 hiicre ile arasinda herhangi bir anlamli fark olusmaz. Asimetrik hiicre
boliinmesinde ise olusan yavru 2 hiicreden bir tanesi kaynak aldigi ana hiicrenin 6zelliklerini
tasirken digeri oncii (progenitor) hiicre 6zelliklerini tasir. Farklilasmanin temelindeki bu
oncli hiicreler, birka¢ mitoz bdliinme evresinden sonra son farklilasma siirecini

tamamlayarak baska bir hiicre dontismiis olurlar.

Kok hiicrelerin bulundugu ortamda kendi aralarindaki ve diger farklilagsmis hiicreler ile
iligkileri, ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiylime faktorleri, sitokinler, adezyon
molekiilleri ile pH, metabolit, iyon gibi ¢evresel faktorler; asimetrik hiicre boliinmesi ve
farklilagsma tizerinde etkilidir. Nis (niche) olarak adlandirilan bu etmenler, Kok hiicre ile
etkilesime giren ve kok hiicrenin sistemlerini diizenleyen hiicresel ve molekiiler diizeydeki
tim faktorlerdir. Bu sebeple sadece bazi bilesenlerden olusan fiziksel bir alan degil ayrica
kendi aralarindaki iletisim ve diger dig sinyaller ile olusan etkilesim olarak da

tamimlanmaktadir.

S6z konusu nig, kok hiicrelerin asimetrik boliinme gecirerek farklilagmaya yonlendirirken
sadece simetrik boliinme gecirmelerini ve farklilasmadan ¢ogalmalarin1 da saglayabilir.
Sadece simetrik boliinen kok hiicreler, farklilasmadan siirekli kendilerini yenileyerek
hiicreler arast 6nemli sinyaller alabilir ve bu sinyalleri kullanmak iletmek igin
kullanilabilirler. Farklilasma siirecinde degisimi uyaran faktorlerin ortadan kalkmasi

durumlarinda ise birgok hiicre tekrar simetrik bolinme dongiisiine girebilir.

Dokularda bulunan kok hiicrelerin nis olarak adlandirilan ortamlarda bulundugu fikri
hematopoetik Onciiler (progenitdrler) iizerinde yapilan calismalarda gosterilmistir. Daha
sonra Drosophila yumurtaliginda yapilan ¢aligmalarda kok hiicrelerin dis faktorlerden ciddi
oranda etkilendigi belirtilmistir. Bu ¢caligsmalar kok hiicre arastirmalarinin odaginda yer alan

farklilasma yeteneklerinin in vitro kosullarda c¢alisilmasini saglamistir. Bu sayede



laboratuvarlarda kok hiicrelerin belli bir dogrultuda uyarilmasi igin gerekli olan nis ortamu,
kimyasal ve fiziksel olarak saglanabilmektedir. Ornegin yetiskin kok hiicrelerden biri olan
dental pulpa kaynakli kok hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilagtirilmasi gibi yonlendirilmis

farklilagtirmalar gergeklestirilebilmektedir (6,9).

2.2. KOK HUCRELERIN SINIFLANMASI

Kok hiicreler i¢in glinlimiizde birgok farkli siniflama mevcuttur. Ancak genel hatlar ile kok
hiicrelerin farklilasma potansiyelleri ve elde edildikleri kaynaklara gore yapilan

tanimlamalar en sik karsilasilan siniflamalardir (Sekil 2.1.).

22.1. KOK HUCRELERIN FARKLILASMA POTANSIYELLERI GORE
SINIFLAMA

Kok hiicrelerin farklilagsma potansiyelleri veya farklilasma yetenekleri hiicre tiplerine gore
farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar kok hiicrelerin farklilasma gen ekpresyonlart veya
aktiviteleri ile degismektedir. En yiiksek potansiyele sahip olandan en aza olacak sekilde

totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent olarak siniflandirilirlar.

2.2.1.1. Totipotent

Totipotent, tek bir hiicreden somatik hiicreler, plasental ve fetal membran hiicreleri ile tiim
organizmayi biitiiniiyle olusturabilme potansiyelidir. Totipotent hiicrelere en iyi 6rnek sperm
ve yumurtanin birlesmesinden meydana gelen zigotun olugsmasindan sonraki ilk dort veya
bes giin icerisinde meydana gelen blastomerlerdir. Bu hiicreler plasental sitotrofoblast ve
sinsityotrofoblasta ek olarak endoderm, ektoderm ve mezoderm tabakasindan herhangi bir

hiicreye farklilagabilme potansiyeline sahiptirler.

Viicuttaki tiim hiicrelere farklilasabilme potansiyeline sahip totipotent hiicreleri diizenleyen
mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmese de olasi gen aktivasyonu mekanizmalari, RNA
diizenlemesi, miRNA ve RNA baglayici proteinler arasindaki etkilesim veya CAF-1'in

kromatin birlestirme aktivitesinin asagi regiilasyonu oldugu belirtilmektedir (10).



2.2.1.2. Pluripotent

Embriyonik donemden 4 veya 5 giin sonra meydana gelen blastosist evresine ait i¢ tabakada
kalan hiicreler embriyoyu olustururken dis tabakada kalan hiicreler trofoektoderme doniisiip
plasentay1 olusturur. Blastosistin i¢ tabakasinda kalan hiicreler totipotent hiicreler gibi
viicuttaki tiim hiicrelere farklilasma potansiyeline sahip olmalarina karsin organizmay1
tiimiiyle olusturabilme potansiyeline sahip degildirler. Tiim viicut hiicrelerinin kdken aldig
mezoderm, endoderm ve ekdoderm hiicrelerine doniisebilen pluripotent hiicrelerin, uygun

sartlarda yaklasik 250 farkli hiicre tipine farklilasabildikleri bilinmektedir.

Pluripotent kok hiicrelerin immiin yetmezligi olan fareye enjekte edildiginde teratom
olusturma yetenekleri ve blastosist evresinde enjekte edilen farenin germ hattina kimera
olusturma yetenekleri vardir. Ayrica karakteristik morfolojisi, transkripsiyon faktorlerinin
ifadesi ve X kromozomonun reaktivasyonu gibi ozellikleri de vardir. Embiyonik kok

hiicreler ile indiiklenmis pluripotent kok hiicreler bu grupta yer almaktadir (10).

Embryonik kok hiicreler ve ips hiicrekleri bu grupta bulunmaktadir.
2.2.1.3. Multipotent (Eriskin tip kok hiicre)

Erken embriyonik donemden sonraki evrelerdeki kok hiicreler yani yetiskin kok hiicrelerin
sadece belli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyelleri vardir. Ornegin kemik iliginde
bulunan kok hiicreler, beyaz ve kirmizi kan hiicreleri ile pihtilagsmay1 saglayan trambositlere
donlisme potansiyeline sahipken epitel dokuda bulunan kok hiicreler sadece deri hiicre
tiplerine farklilasma potansiyeline sahiptir. Totipotent ve pluripotent hiicrelere gore cok daha

fazla 6zellesmis bu hiicreler multipotent olarak adlandirilirlar.

Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hiicrelere farklilasabilen dental pulpa kok hiicreleri
gibi mezenkimal kok hiicreler, en iyi bilinen multipotent farklilagsma potansiyeline sahip kok
hiicrelerdir. Bu sebeple rejeneratif uygulamalarda en ¢ok multipotent 6zellikteki

mezenkimal kok hiicreler tercih edilir.
2.2.1.4. Oligopotent

Yetiskin kok hiicrelerden bazilar1 sadece birkag farkl: tip hiicreye farklilagsma potansiyeline

sahiptir. noétrofil, eozinofil ve bazofile farklilasabilen myeloid kok hiicreler, B ve T



hiicrelerine farklilagabilen lenfoid kok hiicreler ile endotelyal ve diiz kas hiicrelerine

farklilasabilen vaskiiler kok hiicreler 6rnek olarak verilebilir.

2.2.1.5. Unipotent

Bu hiicreler yalnizca bir tip hiicreye farklilagsma potansiyeline sahiptir. Cok nadir goriilen bu
hiicreler genellikle gecici hiicrelerdir. Oncii hiicrelerin aksine kendini yenileme &zellikleri
ile ayrilirlar. Olmiis olgun hiicrelerin yerine gecerek organ veya dokunun biitiinliigiinii
saglarlar. Sperm iireten germ hatt1 kok hiicreleri ile cildin biitiinliigiinii saglayan epidermal

kok hiicreler en iyi 6rneklerdir (6,10,11).
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Sekil 2.1. Kok hiicrelerin siniflamasi (12).

2.2.2. KOK HUCRELERIN KAYNAKLARINA GORE SINIFLAMA

2.2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyonun erken gelisim evrelerinde tek basina bir bireyi olusturabilecek potansiyele sahip
totipotent hiicreler ile gelisimin 4 veya 5. giinlinden sonraki blastosist evresinde i¢ tabakada
yer alan pluripotent hiicreler embriyonik kok hiicrelerdir. Bu hiicreler in vitro kiiltiir
kosullarinda yiiksek derecede telomeraz aktivitesi gosterirken tiim fetal dokulara ve yetiskin

kok hiicrelerine ve Oncii progenitdrlere farklilagsma potansiyeline sahiptirler.



EKH’lar diyabet, miyokart ve Parkinson gibi hastaliklarin deneysel c¢aligmalarinda
kullanilmistir. Ancak in vitro fertilizasyon sirasinda implante edilen embriyo disinda kalan
fazla embriyolarin kullanilmasi ile elde edilirler. Bu sebeple pluripotent 6zelliklerinin

yaninda etik problemleri de vardir.

2.2.2.2. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPKH)

Farklilasma potansiyelleri farkli olan kok hiicrelerin elde edildikleri kaynaklar da farklilik
gostermektedir. Kok hiicreler temelde embriyonik ve yetiskin olmak tizere iki farkli
kaynaktan elde edilmelerine gore birbirinden ayrilirlar. Daha sonra kendi iglerinde yine

farkli kaynaklara gore siniflandirilabilirler.

iPKH’lar, somatik hiicre ¢ekirdeginin belli kosullarda uyarilarak embriyonik kok hiicre
benzeri bir genetik yapiya sahip yapay kok hiicrelerdir. Bu alanda yapilan ilk basarili
caligmada 2006 yilinda fare yetigkin fibroblastlarina 4 adet transkripsiyon faktorii (Oct4,
Sox2, KlIf4 ve c-Myc) eklenerek pluripotent kok hiicreler elde edildigi gosterilmis ve 2012
yilinda Nobel ddiiliiniin alinmasini saglamistir. Daha sonra 2007 yilinda benzeri bir ¢alisma
insan fibroblastlar1 {izerinde gerceklestirilmis ve basarili olmustur. iPKH’lar olarak
tanimlanan bu hiicreler embriyonik kok hiicreler gibi in vitro kosullarda siiresiz ve hizli bir
sekilde cogaltilabilir ve pluripotent 6zellik gosterebilirler. Cigir agan bu kesfin ardindan
embriyonik kok hiicrelerin etik problemleri asilmis olup klinik uygulamalarda arastirma ve
prespektif i¢in yeni yollar agilmistir. Daha sonra giiniimiize gelinceye kadar fibroblastlar
disinda dek iPKH’lar kan hiicreleri, dis pulpa hiicreleri, hepatositler, kordon kani ve

lenfositler gibi bir ¢ok kaynaktan elde edilmislerdir (8,13-16).

2.2.2.3. Yetiskin Kok Hiicreler (YKH)

Embriyonik olmayan ya da eriskin kok hiicreler olarak da isimlendirilen YKH’lar,
EKH’larin aksine bulunduklar1 doku veya organin 6zellesmis hiicrelerine farklilagabilme
potansiyeline sahip olup multipotent hiicrelerdir. Bu sebeple YKH’larin ana gorevi dokunun

hasarmi gidermek Ve biitiinliigiinii korumaktir.

Bu hiicrelerin avantajlari, EKH’lara nazaran otolog kullanilabiliyor olmalari, etik kaygilarin
bulunmamasi, diisiik tlimorojenite ve immiinojenisiteye sahip olmalaridir. EKH’larin elde

edilmesi yonteminin embriyoya zarar vermesine karsin yetiskin kaynakli kok hiicreler,



kiiclik bir igne biyopsisi yoluyla elde edilebilmektedir. Heniiz viicut dokularinin tiimiinde
kesfedilmemis olan YKH’lar embriyo tahribat1 gibi etik engelleri agabilmesi acisindan da

onemlidir (2).

Erigkin bir viicutta YKH’larin beyin, kan, kalp, ince bagirsak, yag, dis, kas, deri, goz ve
pankreastan izole edilebildikleri gosterilmistir. Ancak bu kaynaklar1 3 alt baslikta toplamak

uygun olur.

2.2.2.3.1. Hematopoetik Kok Hiicreler (HKH)

Beyaz ve kirmizi kan hiicreleri ve trombositler dahil olmak {izere her tiir kan hiicresine
dontisebilen HKH’lar kemik iligi, periferik kan ve kordon kani kaynakli olabilirler. Uygun
sartlarda kas, kemik ve kikirdak gibi hiicrelere de farklilasabildikleri gosterilmistir. Ayrica
HKH’lar kemik iligi yetersizlikleri, kanserler ve bazi bagisiklik sistemi hastaliklarinin

tedavilerinde kullanilmaktadir.
2.2.2.3.2. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Stromal kok hiicreler olarak da bilinen MKH’lar osteoblast, kondrosit, miyosit ve adiposit
hiicreler de dahil olmak iizere ¢esitli eriskin hiicrelere farklilagabilen multipotent hiicrelerdir.
Bu hiicreler dokularda destek hiicreleri olarak bulunmakta olup kemik iligi, kemik, kas,

karaciger, dis pulpasi, yag dokularindan izole edilebilirler (6,11,17)
2.2.2.3.3. Dokularda Yerlesik Kok Hiicreler (DYKH)

Asil gorevleri doku hasarlarmi kismen gidermek olan DYKH’lar, unipotent hiicreler olup
sadece bulunduklar1 dokuya 6zgii hiicrelere farklilasabilme potansiyelleri vardir. Ornegin
kalp kasi kok hiicreleri, sindirim sistemi epitel kok hiicreleri, bobrek kok hiicreleri gibi

hiicrelerin progenitor yani oncii hiicreleridir (6,11,18).
2.2.3. DENTAL KOK HUCRELER (DKH)

Dental kok hiicreler dis dokularina kolay ve zahmetsiz ulasilabilmesi sebebiyle tercih edilen
pluripotent mezenkimal kok hiicrelerdir. Dis dokulari, embriyonik olarak dental ektoderm

ile dental mezensim arasindaki etkilesimden gelisir. Dis dokularinin geneli mezensim



kokenli iken dis minesi ektoderm kokenlidir. Bu nedenle DKH’lar hem mezoderm hem de

ektoderm ozellik gosterirler ve bu onlarin 6nemli bir avantajidir (2,19).

Kok hiicreler, dokiilen siit disleri veya yetiskin dis pulpasindan, dis kokiinii kemige baglayan
periodontal boliimden veya dis folikiilii gibi farkli evre ve kisimlardan elde edilebilmektedir.
Bu zamana kadar 7 farkli tip dis kok hiicresi izole edilmistir: alveolar kemik kaynakli kok
hiicreleri (ABMSC), dokiilen siit dislerinde bulunan kok hiicreleri (SHED), dis pulpa kdk
hiicreleri (DPKH), periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSC), dental apikal follikiil
prekiirsor kok hiicreleri (DFSC), gingivada bulunan mezenkimal kok hiicreleri (GFSC), dis
apikal papilla kok hiicreleri (SCAP) (2,20,21).

Literatiirde yer alan in vitro ¢alismalar, dental kok hiicrelerin yiiksek kapasitede hiicre
kiimeleri olusturarak yiiksek derecede prolifere oldugu ve ii¢ germ tabakasinda yer alan

farkli hiicre tiplerine farklilasabildigini gostermistir (21).

DPSC
PDLSC DPKH

Sekil 2.2. Dental kok hiicrelerin kaynak aldigi bolimler (21).

2.2.3.1. Dental Pulpa Kok Hiicreler (DPKH)

Dental pulpa, dentin dokusu ile pulpa boslugu arasinda kalan, mezoderm kaynakli ve
odontoblastlar1 iceren gevsek bir bag dokudur (Sekil 2.2.). Dental pulpanin fonksiyonel
gorevi periodontal dokunun tamiri ve biitiinliigliniin saglanmasidir. Ciiriik gibi ciddi
bozulmalarda dental pulpa icerisinde yer alan DPKH’ler odontoblastlara farklilasarak hasarl
dokuya gecerler (22,23)

10



DPKH’ler hem osteoblast hem de hemotopoezi destekleyen endotelyal hiicrelere doniisiim
yetenegi nedeniyle kemik dokusu onarimda deneysel olarak kullanilmistir (24). Bu
calismalarda diger kaynaklardan elde edilen yontemlere gore dental pulpadan elde edilen
DPKH’lerin kolay ulasilmasi, poliferasyonunun yiiksek olmasi ve ¢ok yonlii
farklilagabilmesi tercih edilme sebebidir. DPKH’ler 2000 yilinda tanimlanmis, 2009 yilinda

ise in vivo kosullarda kemik olusumunu sagladigini gézlenmistir (25,26).

Osteoblast hiicreleri ise pluripotent mezenkimal kok hiicrelerden kaynaklanan ve kemik
olusumunu saglayan hiicrelerdir. Toplam kemik yapisinin yaklasik %4-6’sin1 olusturur.
DPKH’lerin osteoblast hiicrelerine farklilasmasi alkalin fosfataz, osteokalsin, osteopontin
kemik sialoproteini ve osteonektin gibi kemik belirtegleri eksprese edilmesi ile gergeklesir.
Farklilasmanin sonucunda olusan kemik hiicre dis1 mineralizasyonu da farklilagmasinin
onemli bire Olgiitidiir. Alizarin kirmizi boyasi, bu mineralizasyonun gosterilmesi igin
kullanilir. Spesifik olarak kalsiyum katyonlari ile reaksiyona giren alizarin kirmizi boyasi,
farklilagsmanin gergeklestigini, ortamdaki kalsiyum salan hiicreleri kirmiziya boyayarak

gosterir (27).
2.3. HUCRE BUYUTME

Hiicre kiiltlirli ortami olan besiyerleri, hiicrelerin ¢ogalmasi ve canlilifi i¢in esastir.
Kullanilan besiyerleri, prolifere edilmek istenen hiicre tiplerine gore farklilik gosterse de
genel olarak DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute), DMEM Yiiksek-Glikoz besiyerleri kullanilmaktadir. Bu ortamlar
vitaminler, aminoasitler, karbonhidratlar, tuzlar, hormonlar, enzimler, serum ve
antibiyotikler gibi bilesenlerden olusmaktadir. Bu ortamin en 6nemli bilesenlerinden biri
olan serumlar biiyiime faktorii, vitamin, mineral, hormon gibi hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi
gibi gerekli bilesenleri igermektedir. Serum olarak genelde FBS kullanilir. Igerigi tam olarak
bilinmemekle birlikte hiicre cogalmasina direk etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica fiziksel

hasarlar1 azalttig1 da gosterilmistir (4,28).

FBS, Theodore Puck tarafindan 1950’lerin sonunda ilk kez kullanilmis olup daha sonra
ozellikle biyoteknoloji ve ilag ¢aligmalarinda insan ve hayvan hiicre kiiltiirleri i¢in ¢ok sik
kullanilmistir. Dondr, yenidogan buzagi veya dana gibi bircok secenek arasinda diigiik

immunoglobulin igerigi nedeniyle en yaygin olarak kullanilan FBS tiiriidiir.
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FBS’ler buzag: fetiislerinden iiretilmesi sebebiyle etik ve tedarik agidan tartismalarin odak
noktast haline gelmistir. Ciinkii yaklasik olarak yilda 800.000 litre FBS iiretildigi
diisiiniildiiginde yaklasik 2.000.000 sigir fetiisii kullanilmaktadir. Fetal buzagilarin 6li
annelerinden ¢ikarilmalari, kalp ve kandan siringa ile serumlarin toplanmasi islemlerinin
tamami1 bu calismalarin in vitro ¢alismalar ile yer degistirmesi gerektigi diislincesini ve

arastirmalarini yayginlastirmaktadir (29,30).

Bununla birlikte beklenmedik sonuglara sebep olan mevsimsel ve cografi degiskenlik,
seriden seriye farklilik gosterebilmektedir. Serumun igerigindeki farkliliklar farkli biyolojik
aktivitelere sebep olabilmektedir. Bu agidan bakildiginda yine énemli bir maliyet kalemi
olan hiicre kiiltiiriiniin istenilen sekilde gerg¢eklesmesini engelleyebilmektedir. Bu sebeple
arastirmacilarin miimkiin oldugunda standart kimyasal bilesenlere yoneligi bilinmektedir
(3). Bu degiskenlik bilimsel agidan etki yaratabildigi gibi laboratuvar personeli i¢in de

hastalik endiselerine sebep olabilmektedir.

2.4, MIKROBIYOTA

Mikrobiyota, belirli bir ¢evrede yasayan canli mikroorganizmalarin tamami i¢in kullanilan
bir terimdir. Bagirsak, oral, deri mikrobiyotasi ile balik, ar1 bagirsagi, inek siitii mikrobiyota
igin ornek verilebilir. Insan bagirsak mikrobiyotasinin baskin tiirleri, Firmicutes ve
Bacteroidetes subelerine ait bakteri tiirleri ile Candida, Saccharomyces Malassezia ve
Cladosporium cinslerine ait mantar tiirleri olup insan bagirsagimin 1.500°den fazla tiir
icerdigi bilinmektedir. Bakteri ve mantar tiirleri disinda viriis ve arkeleri de icerir. Diger
memeli tiirlerinde de benzer tiirlerin baskinligi gozlenmistir. Ancak memeli tiirlerinde
goriilmesine ragmen cogunlukta olmayan proteobakterilerin balik tiirlerinde baskin ve

¢ogunlukta oldugu gosterilmistir (31-33).

Mikrobiyota genel olarak birbiri ile iligkili prebiyotik, probiyotik ve postbiyotik olmak tizere
3 farkli terim ile iliskilendirilir. Genel olarak mikrobiyota iiriinleri olarak da bilinen
postbiyotikler, genel anlamda mikroorganizma tarafindan iiretilen veya salinan ve konak¢i
tizerine dogrudan veya dolayl1 olarak yarar saglayan metabolitlerdir. Salinan veya iiretilen
bu iiriinlere postbiyotik, mikroorganizmaya ise probiyotik denmektedir. Postbiyotik iireten
probiyotigin biliylimesini ve aktivitesini olumlu yonde uyaran gereksinimler ise prebiyotik
olarak ifade edilmektedir (34).
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Prebiyotik Probiyotik Postbiyotik

Sekil 2.3. Prebiyotik, probiyotik ve postbiyotik arasindaki iliski

2.4.1. PROBIYOTIiKLER VE PREBiYOTIiKLER

Probiyotik kelime kdkeninin Latince oldugu ve “yasam igin” anlami tasidigina dair
tahminler bulunmaktadir. 1954 yilinda yararli ve zararli bakterilerin karsilastiriimasinin
yapildigr “Anti-und Probiotika” adli bir makalede ilk defa probiyotik teriminin kullanildig:
soylenmektedir. Daha sonra birgok kez benzer anlamlarda kullanilmasina ragmen 1989
yilinda “Probiotics in man and animals” adli makalede konakgisina yarar saglayan
mikroorganizma olarak tanimlanmigtir. 2001 yilinda ise Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan “yeterli dozda uygulandiginda

konakgisina fayda saglayan ozellikle segilmis mikroorganizma” tanimi yapilmistir (35,36).

Genel olarak probiyotikler, konakg¢ist lizerinde olumlu etkisi olan canli
mikroorganizmalardir. En yaygin olarak bilinen probiyotikler, Lactobacillus,

Bifidobacterium ve Streptococcus bakterileri ile Saccharomyces mayasidir (34).

Probiyotik olarak adlandirilan ve canli olan mikroorganizmalarin insan, hayvan, bitki ve
gidalar tizerindeki faydalar1 hususunda literatiirde birgok ¢alisma yer almaktadir. Obesite,
insiilin direnci sendromu, diyabet, karaciger yaglanmasi, rahatsiz ve inflamatuar bagirsak
sendromLari, gastrointestinal bozukliklar, atopik dermatit, farkli kanser tiirleri ve kanserle
iligkili yan etkiler iizerine probiyotiklerin etkileri arastirilmis ve kanitlanmigtir. Ayrica cilt
mikrobiyomunu dengede tutmak ve cilt saglhigini iyilestirmek gibi amaglarla kozmetik
endiistrisinde, hayvan yemi katkis1 ve hayvan saglig1 gibi amaglarla tarim endiistrisinde, atik
su aritim ve cevre kirliligini azaltma gibi amaclarla ¢evre endiistrisinde de probiyotikler

kullanilmaktadir (34,36,37).

Postbiyotik iireten probiyotigin biiylimesini ve aktivitesini olumLu yonde etkileyen
gereksinimler ise prebiyotik olarak ifade edilmektedir. Daha net bir ifade ile probiyotikler
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tarafindan gida olarak kullanilirlar. Iniilin, laktuloz ve galaktuloz ile bunlarin tiirevleri, en

1yi bilinen prebiyotiklerden bazilaridir (34,38).
2.4.2. POSTBIYOTIKLER

Biyojenikler veya metabolitler veya hiicresiz siipernatan gibi farkli isimlerle tanimlanabilen
bu postbiyotikler, canli mikroorganizmalardan yani probiyotiklerden salinan veya bakteriyel
lizisten sonra ortaya ¢ikan cesitli polisakkaritler, enzimler, peptidler, hiicre yiizeyi

proteinleri, vitaminler ve organik asitler gibi ¢oziinebilir faktorlerdir (39).
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Sekil 2.4. Belirli postbiyotiklerin konakg¢idaki etkileri (39,40).

Bu kapsamda postbiyotiklerin en genel anlamda ana bilesenlerini siipernatanlar,
ekzopolisakkaritler, enzimler, hiicre duvari pargaciklari, kisa zincirli yag asitleri, bakteriyal

lizatlar ve bagirsak mikrobiyota metabolitleri olarak sdylenebilir.
2.4.2.1. Siipernatanlar

Stipernatanlar, bakteri ve mayalar tarafindan dis ortama salinan hiicresiz aktif
metabolitlerdir. inkiibe edilen mikroorganizmalardan santrifiij yontemi ile direk elde edilir

ve steril olmasi i¢in filtrelenir.
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Farkli bakteri ve maya tiirlerinin ¢ok farkli etkilere sahip siipernatanlar1 oldugu
kanitlanmistir. Ornegin Lactobacilli acidophilus and Lactobacilli casei siipernatanlarmin
antikanser, antiinflamatuar ve antioksidan etkileri ile kolon kanserinin invazyonunu
Onleyebildigi gosterilmistir. Ayrica Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakteri
tirlerinden elde edilen hiicresiz siipernatanlari, Escherichia coli tiirlerini baskilayarak

antibakteriyel 6zellik gostermislerdir.

Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces boulardii siipernatanlarinin ise stres kaynakli
bagirsak hareketlerini diizenleyebildigi, antiinflamatuar ve antioksidan aktivite, yara

iyilesmesi ve bagirsak bariyeri rejenereasyonunu hizlandirdiklart gosterilmistir (34,38).
2.4.2.2. Ekzopolisakkaritler

Probiyotiklerin irettigi farkli kimyasal yapilara ve Ozelliklere sahip biyopolimerler,
heterojen bir madde grubu olan ekzopolisakkaritleri olusturur ve hiicre disina salgilarlar.
Ekzopolisakkaritler halihazirda stabilizator ve su baglayict maddeler olarak gida

endustrisinde uzun zamandir kullanilmaktadir.

Ekzopolisakkaritlerin dendritik hiicreler ile birlikte T ve NK lenfositlerinin proliferasyonu
arttirdig1 ve bu sekilde immiin yaniti regiile edebildigi gosterilmistir. Bunun disinda T ve
NK lenfositlerinin ¢ogalmasini saglamasi sebebiyle Lactobacilli casei ekzopolisakkaritleri
sap hastaligi asisinda adjuvan olarak kullanildiginda aginin etkinliginin arttigi da

gosterilmistir.

Lactobacilli helveticus ekzopolisakkaritleri ise demir baglama 6zelligi sebebiyle antioksidan
olarak kullanilabilecegi, Lactobacilli kefiranofaciens ekzopolisakkaritlerinin ise kolesterol

absorpsiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.

Bununla birlikte bakteri, viriis, parazit ve kanser hiicrelerine karsi bagisiklik tepkisini
artirdiklar1 ve atopik dermatitin iyilesmesine ve tekrarlamasiin 6nlenmesine olumlu etki

ettikleri gosterilmistir. (34,38).
2.4.2.3. Enzimler

Antioksidan enzimler olan glutatyon peroksidaz, peroksit dismutaz, katalaz ve NADH-

oksidaz, probiyotiklerin savunma mekanizmalarindan biridir.
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Lactobacillus fermentum susunun yiiksek oranda glutatyon peroksidaz igerdigi ve bu sebeple
in vitro yliksek bir antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica peroksit dismutaz
veya katalaz sentezleyen ve rekombinant yontemLerle degistirilmis Lactobacillus tiirlerinin

Crohn hastaliginin semptomlarini azalttig1 fare modeli lizerinde gosterilmistir. (34,38).
2.4.2.4. Hiicre duvar parcaciklari

Bakteriyel hiicre duvari parcalarmin bagisiklik sistemini tetikledigine yonelik bir ¢ok
calisma bulunmaktadir.. Gram-pozitif bakterilerin lipoteikoik asitleri gibi bu bilesenler de

hiicre duvarindan ortama salinirlar.

Gram pozitif bakterilerin lipoteikoik asitinin sitokin indiiklenmesi gibi immiinomodiilasyon
etkilerinin olduguna yonelik ¢alismalar mevcuttur. Bununla brilikte lipoteikoik asitin
dermatolojik hastaliklarda da kullamlmaktadir. Ornegin lipoteikoik asitin topikal
uygulamasi ile insan spesifi olmayan savunma mekaznizmalarini gelistirir. Ayrica dnemli
miktarda lipoeikoik asit tirettigi bilinen Lactobacillus ve Bifidobacteria cinsi bakterilerin
vital ve bakteriyal enfeksiyonlara karsi cilt mast hiicre yanitini uyardigi gosterilmistir. Ancak
yararli etkilerin yaninda lipoteikoik asitin organizma iizerinde asir1 bir enflamatuar tepkiye

neden oldugu da bilinmektedir (34,38).
2.4.2.5. Kisa Zincirli Yag Asitleri

Bagirsak mikrobiyotasinin bitki polisakkaritlerini fermente etmesi sonucu ortaya ¢ikan ve
asetik, propiyonik ve biitirik asitlerine karsilik gelen yag asidi tuzlarimi igeren tirlinlerdir.
Bagirsak epitelinin yenilenmesini ve gen ekpresyonunu modiile eden biitirat, eritrositler igin
onemli bir enerji kaynagidir. Ayrica bitiratin immiinosupresif oldugu da yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Bununla birlikte 6nemli miktarda biitirat irettigi bilinen

Resoburia intestinalis tiiriiniin aterogenezi inhibe ettigi, fare modeli iizerinde gosterilmistir.

Kisa zincirli yag asitleri glukagon benzeri peptid 1’in salgilanmasini saglayarak enerji
yonetimini etkileyebildigi tizerine ¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica propiyonat, kolesterol
sentez yolagini inhibe etmekte, biitirat ile karsilastirildiginda ise anti inflamatuar aktivite

gostermektedir.(34,38).
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2.4.2.6. Bakteriyal lizatlar

Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin kimyasal veya fiziksel olarak bozunmalari sonucu
olusan bakteriyal lizatlar, bircok dahili ve bulasici hastaligin klinik ¢alismalarina konu
olmustur. Klinik kullanimi ise enfeksiyonlarin dnlenmesine yonelik olarak bagirsagin
bagisiklik sistemi ile solunum sistemi arasindaki fonksiyonel baglantiya dayanmaktadir.
Oral olarak alinan liyofilize edilmis bakteriyal lizatlarin ince bagirsaktaki Peyer yamalarinda

T ve B lenfositlei uyardig1 gosterilmistir.

Klinik ¢alismalarda bagisiklik sistemini uyarmak i¢in kullaniliyor olmalar1 nedeniyle 6nem
arz etmektedir. Ciinkii bakterilerin varligini taklit etmeleri, bakterilerin zararl etkilerinin
bazilarindan kurtularak bagisikligin uyarilmasinin ve as1 olarak kullanilmalarin

saglayabilir.

Bakteriyel lizatlar, 4.800°den fazla gocugu igeren bir ¢alismada disiik solunum yolu
enfeksiyonu insidansi gostermistir. Ayrica enfeksiyonlarin dnlenmesi, atopik dermatit
semptomlarini hafifletme, ¢ocuk astim ve kronik akciger hastaliklarin etkilerini azaltmada

olumlu etki gostermislerdir. (34,38).

2.4.2.7. Bagirsak mikrobiyota metabolitleri

Bagirsak mikrobiyotasi; vitamin, aromatik amino asitler ve fenolik tiirevli metabolitleri gibi
molekiilleri salgilar. DNA sentezi, onarimi ve metilasyonunda 6énemli rolii olan folat, K2
vitamininin bir formu olan ve anti-kanserojenik etkisi gosterilen menakinon, B12 vitamini

bu mokeliillerden bazilaridir.

Folat; DNA sentezi, onarimi ve metilasyonunda 6nemli bir rol oynayan sistematik bir
metabolittir. Ayrica folat takviyesi, inme riskini diigiiriirken kolorektal kanserli veya riski
tasiyan hastalarda karsinojenezi hizlandirir. Bu sebeple hem yararli hem de zararli etkilerden
bahsedilebilmesi sebebiyle folat kullanimi, saglik ve hastalik arasindaki U iligkisi olarak

gosterilir.

Bagirsak mikrobiyotasinda bazi bakteriler, konak¢isi i¢in B12 ve diger B vitaminleri
kaynagidir. Aynmi sekilde K vitamini insanlarda kan pihtilasma faktorleri i¢in gereklidir.

Bagirsak mikrobiyotasinin aromatik amino asitlerin metabalizmasina direk dahil oldugu ve
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beyin, bobrek ve kardiyovaskiiler sistemlere uzaktan genetik modifikasyon gibi etkiler

sagladig ile polifenollerin obeziteye karsi etkili oldugu gosterilmistir. (34,38).

Bu ¢alismada kullanilacak olan postbiyotikler tek bir mikroorganizma tiiriinden ziyade s6z
konusu ortamda bulunan tiim mikroorganizmalardan salinan postbiyotiklerdir. S6z konusu
postbiyotikler “2A” kodu ile ar1 bagirsagindan, “KS” kodu ile anne siitiinden, “R1” kodu ile
Spalax tiiriiniin bagirsagindan, “S1” kodu ile inek siitiinden elde edilmistir. 2A kodlu
postbiyotik 500 mg/mL; KS, S1 ve R1 Kodlu postbiyotikler ise 100 mg/mL konsatrasyonda
olacak sekilde Ankara Universitesi Biyoloji Bo&liimii Farmabiyotik Teknoloji

Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Kok hiicreler, viicutta hasarli ve hastalikli hiicrelerin yerine gecerek organizma
hemostasisini saglayan 6nemli bir umut vadeden rejeneratif tedavi yontemidir. Mezenkimal
kok hiicrelerin in vitro sekilde diger hiicrelere farklilagsma potansiyelleri ve farklilagsma ile
uygulanabilecek tedavi yontemleri, bircok calisma ile gosterilmis ve yogun sekilde de
preklinik ve klinik ¢alismalarla arastirilmaya devam edilmektedir. Ozellikle mezenkimal
kok hiicrelerin genis kapsamli fizyolojik etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir. S6z konusu
arastirmalarin sorunlarinin basinda iyi klinik uygulamalar1 ve iyi imalat uygulamalar1 gibi
kalite sistemleri, stabilite, canlilik ve farklilagma gibi parametreler agisindan olusan

tutarsizliklar ve maliyet gelmektedir (41).

DPKH’lerin kolay elde edilebiliyor olmalari, proliferasyonlarinin yiliksek olmasi ve ¢ok
yonlii degisime agik olmasi gibi tercih sebeplerinden dolay1 osteoblast hiicrelere degisim
yetenekleri, kemik dokusu onariminda deneysel olarak kullanilmiglardir (24,25). Bununla
birlikte DPKH’lerin kemik onarimi ve olusumu sagladigi gosterilmis olsa da laboratuvar
ortaminda dis kok hiicre izolasyonu ve proliferasyonu pahali, zaman alic1 ve kontaminasyon

acisindan risklidir (7).

Farkli kaynaklardan elde edilen postbiyotiklerin farkli icerikleri sebebiyle antimikrobiyal ve
antiinflamatuar gibi lokal etkileri ile antioksidan ve hipokolestrolemik gibi sistematik
etkileri literatiirde bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir. Bunun yani sira mikrobiyota ve

postbiyotiklerin farkli kok hiicre hatlari lizerine yapilan ¢aligmalar mevcuttur.

Xiao ve digerlerinin (2017) kemik iligi mezenkimal kok hiicre hatlarmin degisimlerini ve
immiinomodiilasyonunu inceledikleri ¢alismada antibiyotik kullandirilmig fareler ile normal
fareler in vitro kosullarda karsilastirilmistir. Antibiyotiklerin mikrobiyotayr olumsuz
etkiledigi yoluyla yapilan ¢aligmada mikrobiyotanin adipogenezi arttirdigi, osteogenezi ise

azalttig belirtilmistir (42).

Su ve digerleri (2020) mikrobiyotanin fare kesici dislerinin hiicresel doniisiimiindeki roliinii
inceledikleri in vitro ¢alismada DPKH’lerin antibiyotik aldirilmis olan farelerde
etkinliklerinin azaldigi ve bu dogrultuda osteojenik farklilasma yeteneginin bozuldugu

gosterilmistir. Antibiyotik etkisi ile mikrobiyotas1 bozulan farelerin normal fareler ile
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birlikte barindirilmas1 ve antibiyotikle muamele edilen farelere kisa zincirli yag asitlerinin
verilmesi sonucunda DPKH’lerin normallestigi ve bozulan osteojenik farklilagma

yeteneginin diizeldigi rapor edilmistir (43).

H. Lee ve digerleri (2022), bagirsak gelisiminde bagirsak mikrobiyotasinin diizenleyici
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda bagirsak kok hiicresi modelinde Limosilactobacillus
reuteri susuna ait hiicresiz stipernatanin kok hiicre proliferasyonunu arttirdigr ve bagirsak

epitel hiicrelerinin korunmasi igin 6nemli oldugu sonucuna varmislardir (44).

Literatiire bakildiginda farkli kok hiicrelerin ¢ogalma durum ve potansiyelleri, probiyotik ve
postbiyotiklerin bulundugu ortamlarda birgok kez test edildigi ve postbiyotiklerin
proliferasyonu arttirdign  gosterilmistir. Bu arastirmada mikrobiyota {riinleri olan
postbiyotiklerin dental kok hiicrelerin osteoblastlara farklilagsma etkisine odaklanilmistir. Bu
kapsamda klinik sonuglar1 arastirilmaya devam eden postbiyotiklerin dental kdk hiicreden

kemige farklilasmas1 a¢isindan kullanilabilirligi aragtirilmistir.

Bu c¢aligmada kullanilacak olan postbiyotikler tek bir mikroorganizma tiiriinden ziyade
ortamda bulunan tiim mikroorganizmalardan salinan postbiyotikler olup s6z konusu
postbiyotikler “2A” kodu ile ar1 bagirsagindan, “KS” kodu ile anne siitiinden, “R1” kodu ile
Spalax tiiriiniin bagirsagindan, “S1” kodu ile inek siitiinden elde edilmistir. 2A kodlu
postbiyotik 500 mg/mL; KS, S1 ve R1 Kodlu postbiyotikler ise 100 mg/mL konsatrasyonda

olacak sekilde alinmistir.

Yapilan calisma ile dental pulpadan izole edilmis kok hiicreler, farkli kaynaklardan elde
edilmis 4 farkli postbiyotik varliginda farklilasmaya olan etkileri arastirilmis ve kontrol
gruplar ile karsilagtirillmistir. Hipotezimiz, postbiyotiklerin varliginda dental pulpa kok

hiicrelerinin kemige farklilasma isleminin daha hizli ve etkili olacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. DENTAL PULPA KOK HUCRE iZOLASYONU VE PROLIFERASYONU

Bu calismada kullanilan DPKH hatti, Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Farmabiyotik
Teknoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir. DPKH’ler Ankara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’nden saglikli bireylerden onam formu ile alinmig olup etik kurulu izni (No:01-
2023/20), Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’ndan alinmis ve ekte sunulmustur.

Calisma kapsaminda DPKH hattinin pasajlanmasi Class II laminar akigli mikrobiyolojik
giivenlik kabininde (MN 120, Niive, Tiirkiye) ger¢eklestirilmistir. DPKH’ler steril flasklarda
(Corning, NY, ABD) %10 FBS (FBS, Biological Industries), %1 penisilin-streptomisin
(Biological Industries), ve %89 Mem-Alpha (Biological Industries, ABD) iceren standart

besiyeri ile kiiltiire edilmistir. Her {i¢ giinde bir ortalama %80 hiicre doluluk oranlarina
ulasildiginda tekrar hazirlanan besiyeri ile degistirilerek pasajlanmistir. Pasajlanma islemi
icin Ca?* ve Mg*" icermeyen PBS (Merck, ABD) ve Tripsin-EDTA (Merck, ABD)
kullanilmistir. Tripsinleme ve inkiibasyon islemleri icin ise Tripsin-EDTA ile 37 °C ve %5
CO: igeren inkiibatér (EN 120, Niive, Tiirkiye) kullanilmistir. Santrifiij ise 200 rpm’de 5
dakika olarak gerceklestirilmistir. Hiicre doluluk oranlar1 ve canlilik i¢in ZeissPrimovert

(Almanya) invert faz-kontrast mikroskopu kullanilmustir.

4.2. MIKROBiYOTA URUNLERININ HAZIRLANMASI

Mikrobiyota tirlinleri kapsaminda kullanilan 4 farkli postbiyotik, tek bir mikroorganizma
tiiriinden ziyade ortamda bulunan tiim mikroorganizmalardan salinan postbiyotiklerdir. S6z
konusu postbiyotikler “2A” kodu ile ar1 bagirsagindan, “KS” kodu ile anne siitinden, “R1”
kodu ile Spalax tiirii bagirsagindan, “S1” kodu ile inek siitiinden elde edilmis olup hazir bir
sekilde Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Farmabiyotik Teknoloji Laboratuvari’ndan
almmustir. 2A kodlu postbiyotik 500 mg/mL; KS, S1 ve R1 Kodlu postbiyotikler ise 100

mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde temin edilmistir.

S6z konusu postbiyotikler daha once Omer Oglou ve arkadaslari (2022) tarafindan

gerceklestirilen ¢alisma kapsaminda hazirlanmistir (45).
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4.3. POSTBIYOTIKLERIN SiTOTOKSISITE BELIRLEME CALISMALARI

Temin edilmis olan DPKH’larin 3. pasajindan sonra Tripsin-EDTA (Merck, ABD)
kullanildiktan sonra santrijiij edilmistir. Daha sonra hiicreler 10.000 hiicre/kuyu olacak

sekilde sekilde 96°lik kuyu plakalara (well plate) aktarilmistir.

“2A” kodu ile ar1 bagirsagindan elde edilen postbiyotik 500 mg/mL; “KS” kodu ile anne
stitiinden, “R1” kodu ile Spalax bagirsagindan, “S1” kodu ile inek siitiinden elde edilmis

postbiyotikler ise 100 mg/mL konsantrasyonda temin edilmistir.

96 kuyucuklu plaka 72 saat boyunca %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %89 Mem-
Alpha igeren besiyerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyulardan besiyeri aspire edilmis
ve 10-100-500 ug/mL konsantrasyonlarda hazirlanmis ve 4 farkli kaynaktan elde edilmis
olan postbiyotikler eklenmistir. Ayrica 4 adet kuyucuk da kontrol amaciyla sadece Mem-
Alpha igeren besiyeri ile inkiibe edilen hiicrelere ayrilmistir. Her bir postbiyotik her

konsantrasyon i¢in 3’er 0rnek galigilmistir.

MTT analizi icin besiyerleri aspire edildikten sonra hazirlanan 500 pg/mL’lik MTT
cozeltisinden 10 pL her kuyucaga eklenmistir. 4 saatlik inkiibasyon siiresi sonrast MTT
¢ozeltisi uzaklastirilarak yine her kuyuya 150 pL’lik dimetil siilfoksitte (DMSO, Merck)
eklenerek iyice ¢6ziinmenin gergeklesmesi saglanmistir. Daha sonra 570 nm dalga boyunda
olgiimler yapilmistir. Olgiimler sirasinda UV spektrofotometre (Multiscan Ascent,

Labsystems) kullanilmistir.

MTT analizi hiicre canlilig1 ve proliferasyon dl¢limiinde altin standart olarak kabul edilen
kolorimetrik bir analiz yontemidir. Mitokondriyel dehidrojenaz enzimi aktivitesi sonucunda
MTT olarak adlandirilan sar1 renkli tetrazolyum tuzu, mor renkli formazan kristallerine
doner. Canliligin gostergesi olarak s6z konusu enzim aktivitesi yiiksek ise mor renk daha da
koyu goriiniir. Olugsan mor renkli formazan kristalleri dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢6ziintir.

Daha sonra 570nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbans 6lg¢iiliir.
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4.4. DENTAL PULPA KOK HUCRELERIN FARKLILASMANIN
MIKROBIYOTA URUNLERI VARLIGINDA INDUKLENMESI VE
KONTROL GRUBU

DPKH’lerin osteojenik farklilagsmasi igin

e 0,1 uM deksametazon (Merck, ABD),

e 0,2 mM y ile 1sinlanmis L-askorbik asit Merck, ABD),

e 10 mM gliserol fosfat disodyum hidrat tuzu Merck, ABD),
e %10 FBS (Biological Industries, ABD),

e %1 penisilin-streptomisin (Biological Industries, ABD)

e %1 L-glutamin (Merck, ABD) igeren bir kosullandirilmis besiyeri hazirlandi.

Pasaj sayis1 P3 olan DPKH’ler 3 farkli 6’11 hiicre kuyularina (6’11 well plate) yaklasik 100-
150.000 hiicre yerlesecek sekilde aktarilmistir. Oncelikle 1 giin (24 saat) standart besiyeri
(%89 mem-alpha, %5 FBS ve %1 penisilin-streptomisin) ile 37 °C sicaklik, %5 COz2, %95

bagil nem kosullarinda inkiibasyona kaldirilmistir.

Ana stok konsanstrasyonlart 500 mg/mL olan 2A kodlu postbiyotik ve 100 mg/mL olan KS,
R1 ve S1 kodlu postbiyotiklerden 1 mg/mL olacak sekilde alinmistir.

24 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan DPKH igeren 6’11 well plateden standart besiyeri
cekilmistir. Kuyulara 2A, KS, R1 ve S1 kodlu postbiyotikler ile kosullandirilmis (osteojenik)
besiyeri tekrar konulmustur. Her {i¢ glinde bir kuyulardaki besiyerleri degistirilmistir.

4.5. BOYAMA TESTI

DPKH’lerin kemik hiicrelerine indiiklenmesi siirecinde 7., 14. ve 21. giinlerde farklilagsma

acisindan incelenmistir.

Boyama i¢in Oncelikle besiyerleri aspire edilmis, PBS (Merck, ABD) ile yikandiktan sonra
1 mL’lik etanol ile 15 fikse edilmistir. Fiksasyon sonras1 dnce PBS, daha sonra distile su ile
yikanmistir. 40 mM pH 4.0-4.2 olan alizarin red boyasi (Sigma, ABD) 6rneklerin {izerine 1
mL olacak sekilde eklendi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra her yikama

5 dakika olacak sekilde 6rnekler 5 kez distile su ile yikandi ve mikroskopla goriintii alind.
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sonucunda hiicre doluluk orani i¢in ZeissPrimovert invert faz-kontrast mikroskopu
kullanilmistir. Canlilik testi testi igin ise Cell-Counter (Thermo Fisher, ABD) cihazi

kullanilmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’nden onam formlari ile birlikte saglikli
bireylerden alinan dislerden temin edilen DPKH’ler hiicre kiiltiiriine alinmistir. P3’te yeterli
saytya ulasilmasinin ardindan dncelikle 4 farkli kaynaktan elde edilmis olan postbiyotiklerin

sitotoksitesi konsantrasyonu degerlendirilmistir.

“2A” kodlu ar1 bagirsagindan elde edilen postbiyotik 500 mg/mL; “KS” kodlu anne
stitinden, “R1” kodlu ile Spalax tiiriiniin bagirsagindan, “S1” kodlu inek siitiinden elde
edilmis postbiyotikler ise 100 mg/m konsantrasyonda temin edilmistir. Daha sonra 10, 100
ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanmis postbiyotikler 72 saat siiresince hiicreler ile

inkiibe edilmis olup 72 saat sonunda MTT testi ile analiz ger¢eklestirilmistir. Elde edilen

goriintli ve degerler asagida verilmistir.

Sekil 5.1. MTT analiz gorseli
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Cizelge 5.1. MTT Sonuglari

1 2 3 4 5
A 1,637 1,184 1,227 1,026 1,054
1,591 1,138 1,181 0,98 1,007
B 1,271 1,458 1,401 1,278 1,143
1,225 1,411 1,354 1,232 1,096
C 1,24 1,366 1,451 1,196 1,028
1,194 1,32 1,404 1,15 0,981
D 1,224 1,311 1,45 1,393 1,019
1,177 1,264 1,404 1,346 0,973
E 1,265 1,254 1,165 1,448 0,919
1,219 1,207 1,118 1,401 0,873
F 1,353 1,034 1,117 1,384 0,815
1,306 0,988 1,07 1,338 0,768
G 0,691 0,721 0,753 0,637 0,836
0,644 0,674 0,707 0,59 0,789
H 0,848 0,872 0,566 0,546 0,937
0,801 0,826 0,519 0,499 0,89

Elde edilen verilere gore 10, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarindaki 4 farkli kaynaktan
elde edilmis olan postbiyotiklerin 72 saat inkiibasyon sonunda kontrol grubuna gore
DPKH’lerin proliferasyonu arttirdigi degerlendirilmistir. Postbiyotiklerin 10-100 ve 500

ug/mL konsantrasyonlarinda sitotoksik olmadigi anlasiimustir.

Postbiyotiklerin toksisitesi ¢alisilan konsantrasyonlarda goriilmemesi lizerine s6z konusu 4
farkl1 kaynaktan elde edilmis olan postbiyotiklerin osteojenik farklilagsmaya etkisi
degerlendirilmistir. Bu kapsamda 500 mg/mL konsantrasyonda olan 2A kodlu postbiyotik
ve 100 mg/mL konsantrasyonda olan KS, R1 ve S1 kodlu postbiyotikler 1 mg/mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Boylece hem 1 mg/mL konsantrasyondaki postbiyotiklerin toksisitesi

hem de farklilasmaya olan etkisi arastirilmustir.

Bu calismada DPKH’lar 6’11 hiicre kuyularina alindiktan sonra 2A, KS, R1 ve S1 kodlu
postbiyotikler ile inkiibe edilmistir. Ayrica kosullandirilmis (osteojenik) besiyeri ve a-MEM
besiyeri ile kontrol gruplart olusturulmustur. 7., 14., ve 21. giinler alizarin red boyamasi

yapilarak sonuglar incelendi ve kontrol gruplari ile karsilastirilmistir.

Calisma sonucunda 2A, KS, Rl ve SI postbiyotikleri iceren deney gruplart ile
kosullandirilmis (osteojenik) besiyeri ve a-MEM besiyeri iceren kontrol gruplarinda

farklilasma olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica 2A, KS, R1 ve S1 kodlu 4 farkli kaynaktan elde
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edilmis olan postbiyotiklerin kendi aralarinda da bir fark olmadigi ve herhangi bir
farklilagsmanin ger¢eklesmedigi anlagilmistir. Ancak literatlir caligmalarinda da goriildiigii
lizere tiim postbiyotik iceren deney gruplarinda proliferasyon agisindan artis oldugu
gozlenmistir. (Cizelge 5.2. 7. giin sonuglari, Cizelge 5.3. 14. giin sonuglar1, Cizelge 5.4. 21.

giin sonuglar1)
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Cizelge 5.2. 7. giin sonuglari
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Cizelge 5.3. 14. giin sonuglari

2A

KS

R1

S1

30



Kosullu

Mem-a

iyeri

bes

31



Cizelge 5.4. 21. giin sonuglari
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Kok hiicreler, hastalikli ve/veya hasarli hiicrelerin yerine gecerek homeostazisi saglarlar
(46). Kok hiicreler, embriyonik ve yetiskin (embriyonik olmayan) kaynaktan elde
edilmelerine yonelik siniflandirilmaktadir. Yetiskin kok hiicreler dermis, kan, yag, kikirdak
ve kemik iligi gibi farkli kaynaklardan izole edilebilirler. Dental pulpa kok hiicreleri de

yetiskin mezenkimal kok hiicrelerdendir (2).

Yetiskin kok hiicrelerin mikrogevreleri olan nis, kok hiicre ile etkilesime giren ve kok
hiicrenin sistemlerini diizenleyen hiicresel ve molekiiler diizeydeki tim etkenlerdir. Kok
hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagsma yeteneklerini dengeler ve kontrol eder. Nis
kavraminin bilimsel olarak anlasilmasinin ardindan in vitro kosullarda izole edilen kok
hiicrelerin kendi kendini yenilemeleri ve farklilasmalari i¢in uygun kosullar laboratuvar
ortaminda da saglanabilmektedir. DPKH’lerin osteojenik farklilagmasi i¢in 0,1 puM
deksametazon, 0,2 mM Yy ile 1sinlanmis L-askorbik asit, 10 mM gliserol fosfat disodyum
hidrat tuzu, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin igeren bir kosullandirilmis

besiyeri ortami1 kullanilmastir.

Bu calismada daha oOnce literatiirde bir¢ok kez kok hiicre proliferasyonunu arttirdigi
gosterilen postbiyotiklerin dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteoblast
hiicrelerine farklilasmasindaki etkisi arastirilmistir. Bu arastirma sirasinda 4 farkli kaynaktan
elde edilmis postbiyotik kullanilmig olup bu postbiyotikler tek bir mikroorganizma tiiriinden
ziyade ortamda bulunan tiim mikroorganizmalardan salinan postbiyotiklerdir. S6z konusu
postbiyotikler “2A” kodu ile ar1 bagirsagindan, “KS” kodu ile anne siitiinden, “R1” kodu ile

Spalax tiiriiniin bagirsagindan, “S1” kodu ile inek siitiinden elde edilmistir.

Oncelikle 4 farkli kaynaktan elde edilmis olan postbiyotiklerin toksisitesi ¢alisilmigtir. 72
saat boyunca 10, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda DPKH’lar %10 FBS, %1
penisilin-streptomisin ve %89 Mem-Alpha iceren besiyerinde inkiibe edilmistir. MTT
analizi sonucunda s6z konusu postbiyotiklerin 10, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda

toksik olmadig1 ve proliferasyonu genel olarak arttirdigi degerlendirilmistir.
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Daha sonra farkli kaynaklardan elde edilmis 4 farkli postbiyotigin, dental pulpadan izole
edilmis kok hiicrelerin farklilagsmasina olan etkileri arastirilmis ve kontrol gruplart ile
karsilastirilmistir. Hipotezimiz ise postbiyotiklerin varliginda dental pulpa kok hiicrelerinin

kemige farklilasma islemi daha hizli ve etkili olacaktir.

Calisma sonucunda 1 mg/mL konsantrasyonunda 2A, KS, R1 ve S1 postbiyotiklerini i¢eren
deney gruplari ile kosullandirilmis (osteojenik) besiyeri ve a-MEM besiyeri igeren kontrol
gruplarinda farklilasma olmadigi goriilmiistiir. Ayrica 2A, KS, R1 ve S1 kodlu 4 farkh
kaynaktan elde edilmis olan postbiyotiklerin kendi aralarinda da bir fark olmadigi ve
herhangi bir farklilasmanin gerceklesmedigi anlasilmistir. Ancak literatiir caligmalarinda ve
tarafimizca yapilan MTT testinde de goriildiigli lizere tim postbiyotik iceren deney
gruplarinda proliferasyon agisindan artis oldugu gozlenmistir. (Cizelge 5.2. 7. giin sonuglari,

Cizelge 5.3. 14. giin sonuglari, Cizelge 5.4. 21. giin sonuglari)

Mikrogevre olarak da adlandirilabilen nis genel olarak kok hiicrelerini yenileyerek
cogalmasini ve farklilasmasini diizenlemektedir. Bu diizenleme nisteki kok hiicreler ve diger
farklilasmis hiicreler ile iliskileri, ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiyiime faktorleri,
sitokinler, adezyon molekiilleri ile pH, metabolit, iyon gibi ¢evresel faktorler ile saglanir.
Ornegin osteojenik farklilasmada Runx2, Wnt yolagi, Sox9, Bmp gibi yolaklar vitamin D,
retionik asit, SMAD proteinleri, beta katenin gibi faktorlerle diizenlenir (47). Diger taraftan
kok hiicrelerin ¢ogalarak kendilerini yenilemeleri; prostaglandin ve retinoik asit gibi

faktorlerin Wnt, Notch ve Hedgegod gibi sinyal yolaklarini diizenlemesi ile saglanir (48).

Farklilasma agisindan deney grubu ile kontrol grubu arasinda bir fark olmamasi, kok
hiicrelerin farklilagsmasini uyaran s6z konusu nis ortamindaki hiicresel ve molekiiler
etmenlerin, kullandigimiz postbiyotikler arasinda bulunmadiginin bir gostergesi olarak
kabul edilebilir. Bununla birlikte proliferasyonda goriilen artis, s6z konusu nisin
proliferasyonu saglayan metabolitleri igerdigi ancak farklilagmayi saglayan metabolitleri

icermedigi degerlendirilmistir.

Dental pulpa kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasini saglayan kosullu besiyerini iceren
pozitif kontrol gruplarinda deney gruplarinda oldugu gibi farklilasma gozlenmemistir.
Dekzamethazon, askorbik asit, gliserol fosfat disodyum hidrat tuzu ve L-glutamin igeren

pozitif kontrol grubunda farklilasmanin gdzlenmemis olmasi, Ankara Universitesi Dis
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Hekimligi Fakiiltesi’nden temin edilmis olan dislerden izole edilen kok hiicrelerin
incelenmesini gerektirdigi degerlendirilmistir. Bu ac¢idan postbiyotiklerin varligindan

bagimsiz olarak kok hiicrelerin farklilasma potansiyellerinin incelenmesi uygun olacaktir.

Postbiyotiklerin farkli konsantrasyonlar1 ile MTT testinde de gbzlendigi lizere literatiirde
bircok kez kok hiicre proliferasyonunda gergeklesen artis bir diger etmen olabilir.
DPKH’lerin fazlasiyla prolifere olmus olmasi, sz konusu nis ortamini hiicresel diizeyde

etkilemis ve farklilasmanin ger¢eklesmesini engellemis olabilecegi diisiiniilmektedir.

4 farkli kaynaktan elde edilen postbiyotiklerin hi¢birinin dental pulpa kok hiicrelerinin
osteoblast hiicrelerine farklilagmasini saglamadig1 diistiniildiigiinde birbirinden farklari
olmadig gorilmiistiir. Bu sebeple yine 4 farkli postbiyotigin de hi¢ birinin dental pulpa kdk
hiicrelerinin osteoblast hiicrelerine farklilasma nisini saglayamamis oldugu sonucuna

varilmstir.
6.2. SONUC

Kok hiicreler ve 6zellikle dental kok hiicreler ile gerceklestirilen deneysel ve klinik bir¢cok
calismalarda DPKH’lerin  osteoblast hiicrelerine farklilasabildigi  gosterilmistir.
Postbiyotiklerin ise obesite, insiilin direnci sendromu, diyabet, karaciger yaglanmasi,
rahatsiz ve inflamatuar bagirsak sendromlari, gastrointestinal bozukliklar, atopik dermatit,
farkli kanser tiirleri ve kanserle iliskili etkileri arastirilmaya devam etmektedir. Bu ¢calismada
spalax bagirsagindan, ar1 gutundan, anne ve inek siitinden ayr1 ayr1 elde edilmis olan
postbiyotiklerin dental kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi agisindan kullanilabilirligi

arastirilmastir.

Osteojenik farklilasma, deney ve kontrol gruplarinda Kkarsilastirilmistir. Literatiir
caligmalarinda bir¢ok kez kok hiicrelerin proliferasyonunu ve canliligimi artti§i gosterilen
postbiyotiklerin osteojenik farklilagmay1 saglayacak herhangi bir etki gozlenmemistir.
Bununla birlikte ar1 bagirsagi, anne siitii, Spalax tiirii bagirsag ve inek siitinden olmak tizere
4 farkli kaynaktan elde edilmis olan postbiyotiklerin hicbirinin varliginda farklilasma
gozlenmemistir. Bu sebeple dental pulpa kok hiicrelerinin kemik hiicresine farklilasmasini
uyaran nis mikrogevresi i¢in gerekli olan hiicresel ve molekiiler faktorlerin, kullanilan 4

farkli postbiyotik ile saglanamadig1 sonucuna varilmistir.
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Son yillarda kok hiicrelerin hastaliklara olan etkilerinin arastirilmasinin  yaninda
konvansiyonel yontemlere gore daha etkin bir in vitro tiretim yontemi ihtiyaci her gegen giin
artmaktadir. Konvansiyonel yontemlere gore daha hizli ve etkin yontemlerin arastirilmasi da
onem arz etmektedir. Elde edilen veriler neticesinde postbiyotiklerin hem kendi i¢lerindeki
farklilik acisindan hem de osteojenik farklilasma agisindan herhangi bir fark goriilmemis
olsa da postbiyotiklerin hiicre proliferasyonunu arttigit gézlenmistir. Bu ag¢idan
postbiyotiklerin kok hiicreler ile birlikte kullanimi a¢isindan farkli kok hiicre tiirleri ve farkl

konsantrasyondaki farkli postbiyotik kaynaklarin test edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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