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Sadece dis dokusuna degil viicudun farkli sistemlerine de zarar verebilen periodontal
hastaliklar, biiyiik kitleler {izerindeki 6nemli etkileri ve sosyo-ekonomik zararlar1 dikkate
alindiginda “sessiz” ancak kiiresel bir salgin olarak énem arz etmektedir. Periodontal
hastaliklarin etiyopatolojisi ¢ok faktorlii olup dental biyofilmlerdeki mikroorganizmalar
ile konak¢inin immiino-inflamatuvar yaniti arasindaki bir dizi karmasik baglant1 ile
Ozetlenebilmektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci, anne siiti ile beslenen bebek fekal
mikrobiyotasindan izole edilen Lactiplantibacillus plantarum EIR/IF-1 susuna ait ¢esitli
postbiyotik mediatorlerin (PM: hiicre bagimsiz siipernatant, hiicre yiizeyine bagl
ekzopolisakkarit, serbest ekzopolisakkarit, hiicre lizati, hiicre yilizey proteini, inaktive
hiicre) Porphyromonas gingivalis enfeksiyonunun insan periodontal ligament fibroblast
(iIPDLF) hiicrelerinde olusturdugu inflamasyona karsi immunodiilator rollerini
belirlemektir. Bu amagla, farkli yontemler kullanilarak hedef PM’ler izole edilmis ve
iPDLF hiicreleri {izerinde sitotoksik etki sergilemeyen dozlar1t MTT analizi ile
belirlenmistir. Her bir PM i¢in se¢ilen dozlarin iPDLF hiicrelerinde P. gingivalis’e ait
LPS ile uyarilan inflamasyon {izerindeki etkisi ELIZA yontemiyle belirlenmistir. Elde
edilen veriler 1L-8 acisindan degerlendirildiginde, P. gingivalis’e ait LPS’nin IL-8
tiretimini indiikledigi, PM’lerin ise bu etkiyi azalttig1 tespit edilmistir. Anti-inflamatuvar
ozellik sergileyen IL-10 itiretiminin ise PM’ler tarafindan doza bagli olarak indiiklendigi
belirlenmistir. Ancak, [IFN-gama iiretiminde anlamli bir degisiklik saptanmamaigtir. Sonug
olarak, PM’lerin periodontal hastaliklara kargt kullanimlar1 olduk¢a yeni bir alan
olmasina ragmen, L. plantarum EIR/IF-1 susu tarafindan iiretilen ve biyolojik olarak aktif
ve islevsel molekiilleri igeren PM’lerin periodontal doku inflamasyonunu kontrol etmek
amaciyla potansiyel adaylar olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Anahtar Kelimeler: Periodontal hastaliklar, Porphyromonas gingivalis, inflamasyon,
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Periodontal diseases that can damage not only the dental tissue but also different systems
of the body, are considered as a “silent” but important global outbreak considering their
significant impacts on the huge audiences and socio-economic damage. The
etiopathology of periodontal diseases is multifactorial and can be summarized by a
complex series of links between microorganisms in dental biofilms and the host's
immuno-inflammatory response. The aim of this thesis is to determine the
immunomodulatory roles of various postbiotic mediators (PM: cell free supernatant, cell
surface bound exopolysaccharide, release exopolysaccharide, cell lysate, cell surface
protein, inactivated cell) of Lactiplantibacillus plantarum EIR/IF-1 strain isolated from
breastfed infant fecal microbiota, against inflammation in human periodontal ligament
fibroblast (iPDLF) cells caused by Porphyromonas gingivalis infection. For this purpose,
target PMs were isolated using different methods and their doses that did not show
cytotoxic effects on iPDLF cells were determined by MTT analysis. The effect of selected
doses for each PM on P. gingivalis derived LPS-induced inflammation in iPDLF cells
was determined by ELISA. When the data were evaluated in terms of I1L-8 production, it
was determined that LPS of P. gingivalis induced IL-8 production, while PMs reduced
this effect. It has been also determined that the production of IL-10 with anti-
inflammatory properties, was dose-dependently induced by PMs. However, no significant
change was detected in IFN-gamma production. In conclusion, although the use of PMs
against periodontal diseases is a relatively new field, it has been shown that PMs produced
by L. plantarum EIR/IF-1 strain, containing biologically active and functional molecules
can be used as potential candidates to control periodontal tissue inflammation.

April 2023, 70 pages
Key Words: Periodontal diseases, Porphyromonas gingivalis, inflammation,
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1. GIRIS

Sadece dis dokusuna degil viicudun farkli sistemlerine de zarar verebilen periodontal
hastaliklar, biiyiik kitleler tizerindeki 6nemli etkileri ve sosyo-ekonomik zararlar1 dikkate
alindiginda ““sessiz” ancak kiiresel bir salgin olarak 6nem arz etmektedir (Gotsman vd.
2007). Mikrobiyal dental plaga verilen konak immun yanitinin genetik ve gevresel
kosullarin etkisi ile sekillenmesi sonucu gelisen periodontal hastaliklar, dis yiizeyinde
olusan biyofilm tabakasi uzaklastirilmadig taktirde alveolar kemik, periodontal ligament
ve kok sementumu da dahil olmak iizere periodonsiyumun yok olmasina neden
olabilmekte ve etkin bir sekilde tedavi edilemedikleri siirece progresif periodontal kemik
kaybmma ve sonrasinda erken dis kayiplarima yol acabilmektedir. Gingivitis ve
periodontitis insanlarda en sik goriilen periodontal hastaliklar olarak kabul edilmektedir.
Dis eti altinda mikrobiyal dental plak (biyofilm) igerisinde bakterilerin birikmesi ¢evre
dokularda inflamasyona neden olmakta, bu durum ise gingivitis (dis eti iltihab1) olarak
tanimlanmaktadir. Eger meydana gelen mikrobiyal dental plak ortamdan uzaklastirilamaz
ise dis etinde gelisen enfeksiyon periodonsiyumun diger dokularini etkileyerek alveolar
(cene kemigi) kemige ilerleyebilmekte ve sonrasinda agresif bir patoloji olarak
nitelendirilen periodontitisin olusmasina neden olabilmektedir. Basarili bir sekilde tedavi
gerceklestirilemediginde ise erken dis kayiplar1 kaginilmaz son olmaktadir (Shende vd.
2018). Periodontal dokuda agresif patolojinin olusmasinin en 6nemli nedeni patojen
ozellik sergileyen mikroorganizmalarin kolonizasyonundaki artigsa bagli olarak bagisiklik
sistem hiicreleri tarafindan olusturulan inflamasyondur. Patojen mikroorganizmalarin
kolonizasyonunda meydana gelen artig, periodontal dokuda bulunan homeostatik
dengenin bozulmasima ve neticede konak bagisiklik sistemi tarafindan inflamasyonun
tetiklenmesine neden olmaktadir (Kinane vd. 2007). Dolayistyla, biyofilm olusumunu
takiben periodontal dokuda hasarin gelismesi ile sonuglanan periodontal hastaliklarda
temel hasarin konak organizmanin bagisiklik hiicrelerinin sergiledigi asir1 aktivasyon
sonucunda olusan inflamasyondan kaynaklandigi dikkate alindiginda hedef tedavi
stratejilerin sadece biyofilm giderimini degil inflamasyonu azaltma 6zelliklerine de sahip

olmas1 beklenmektedir.



Periodontal hastaliklar kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, alzheimer gibi bircok
sistemik hastaliklikla baglantili olmasi a¢isindan da oldukca 6nem arz etmektedir (Linden
vd. 2013). Bu baglantinin baslica nedeni, oral patojen mikroorganizmalarin kan-damar
bariyerini agsarak kan dolasimina katilmasi ve konagin diger dokularina taginarak kolonize
olmasidir. Inflamasyonun periodontal hastaliklar ile sistemik hastaliklar arasinda da
olduk¢a 6nemli bir rolii bulunmaktadir (Hajishengallis ve Chavakis 2021). Gerek
periodontal inflamasyon sonucunda meydana gelen dis kayiplar1 gerekse sistemik
hastaliklar ile olan baglantisi, periodontal hastaliklar i¢in gelistirilecek yeni ve etkin

tedavi stratejilerini olduk¢a 6nemli kilmaktadir.

Faydali mikroorganizmalar tarafindan fermentasyon neticesinde {iretilen g¢esitli
metabolitler i¢in semsiye bir terim olarak kullanilan postbiyotik mediatorler;
antibakteriyel, antiinflamatuvar, antioksidan aktivitelerinin yanisira konak bagisikligini
modiile edebilmeleri sayesinde oldukg¢a énemli kabul edilmektedir (Balta vd. 2021). Bu
tez caligmasinin amaci; insan mikrobiyotasindan izole edilebilen ve c¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu belirlenen Lactiplantibacillus plantarum EIR/IF-1 bakterisinden
elde edilen postbiyotik mediatorlerin periodontal hastaliklarla iliskili inflamasyon

tizerindeki immiinomodiilator etkilerini in vitro kosullarda belirlemektir.



2. KAYNAK OZETi

2.1 Periodontal Hastaliklara Giris

Periodontoloji; dis eti, alveolar kemik, periodontal ligament ve kok sementumu gibi

digleri destekleyen dokularin (Sekil 2.1) toplami1 olan periodonsiyum ile ilgilenen bilim

dalidir. Periodonsiyumda doku biitiinliigiiniin bozulmasi neticesinde olusan olgular ise

periodontal hastaliklar olarak tanimlanmaktadir. Periodontal patolojiye iliskin kanitlar

cok eski zamanlardan giiniimiize kadar insanligin bu hastaliktan miizdarip olduguna dair

bir kanit olusturmaktadir (Czarnetzki vd. 2003).

Mine

Dentin

Dis eti

Pulpa odasi
(damarlar ve sinirler)

Sement

Sekil 2.1 Dis genel anatomik goriintiisii

— Tag

— Boyun

— Kok

Periodontal hastaliklar periodonsiyum bolgesinde ger¢eklesen inflamasyon sonucu

meydana gelmektedir. Periodontal hastaliklara neden olan inflamasyonun baslica etkeni

periodontal bolgede kolonizasyon artisi gosteren patojen Ozellikteki mikrobiyal



topluluklardir (Dentino vd. 2013). Bu mikrobiyal topluluklar konak¢inin yasam tarzina
ve genetigine bagli olarak hem kendi i¢inde hem de total cesitliliginde farklilik
gostermektedir. Gergeklestirilen arastirmalar, periodontal inflamasyona neden olan
yaygin mikroorganizmalarin bakteriler oldugunu gostermektedir (Tonetti vd. 2018). Bu
durumun en temel nedeni ise agiz boslugunda yer alan bakterilerin gesitli ¢evresel
uyaranlardan korunmak adina biyofilm yapilari icerisinde organize olma yetenekleridir
(Al vd. 2015). Konak agiz boslugunda tiir ¢esitliligine bagli olarak hem yararli hem de
firsatgr mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar homeostasis adi
verilen bir denge halinde yasamaktadir. Ancak hijyen basta olmak iizere gesitli faktorler
neticesinde oral mikrobiyotadaki bu mikrobiyal denge bozulmakta ve disbiyosise neden
olmaktadir. Disbiyosis neticesinde gelisim sans1 bulan firsat¢1 patojenler ise dnce dental
plak (biyofilm) olusumuna, uzaklastirlmadigi taktirde ise periodontal hastaliklara
sebebiyet vermektedir (Hornef vd. 2002).

Periodontal hastaliklar, gingivitis ve periodontitis olmak tizere iki asamali
gerceklesmektedir. Dis eti yumusak dokusundaki inflamasyonu ifade eden gingivitis dis
eti ile dis minesi arasinin agilmasina neden olmaktadir. Gingivitis kigisel bagisikligin
giiclii olmasi ve kisisel bakimin yeterli olmasi durumunda geri doniistiiriilebilir bir olgu
olmaktadir. Periodontitis ise gingivitisin tedavi edilmedigi ya da kisisel bakimin yeterli
olmadigr durumlarda inflamasyonun dis eti agikligindan ilerleyerek periodonsiyuma
ilerlemesiyle meydana gelmektedir. Bu asamada halen etkili bir tedavi
gerceklestirilmemisse inflamasyon alveolar kemige kadar ilerlemekte ve kemik doku
kaybina bagli olarak dis kayiplar1 gerg¢eklesmektedir (Hughes 2015). Dolayisiyla,
periodontitisin siddetini belirleyen baslica faktorler kisisel bakim basta olmak iizere

genetik ve c¢evresel birgok etkeni igerebilmektedir. Bu nedenle, periodontitisin gok
faktorlii bir siire¢ oldugu kabul edilmektedir (Vargas vd. 2015).

2.2 Periodontal Hastaliklarin Epidemiyolojisi
Periodontal hastaliklar 6zelinde epidemiyoloji; hastaligin belirli bolgelerde, belirli bir

toplumda, belirli bir iilkede vb. unsurlardaki goriilme sikliginin ¢aligilmasi (tanimlayici

epidemiyoloji) ve goriilme sikliginin belirlenmesinde kullanilan ydntemlerin



aragtirtlmasi, incelenmesi ve gelistirilmesi (analitik epidemiyoloji) igin ¢alisilan bir
bilimsel alandir. Ancak, tarihsel agidan incelendiginde periodontal epidemiyolojinin
tanimlanmasi ile ilgili birgok farkli yontem oldugu goriilmektedir. Bu yontemler arasinda
en sik kullanilan yontemin ise gelistirilmis topluluk periodontal indeksi (CPI) oldugu
belirtilmektedir. Bu yontem kapsaminda sondalamada kanama, cep derinlikleri ve
atagsman kaybi siddeti gibi faktorler birbirinden bagimsiz degerler olarak incelenmektedir
(Baelum ve Lopez 2004).

Agiz ve dis hastaliklari, kronik hastaliklar arasinda en sik rastlanilan durum olmakla
birlikte; yayginligi, birey ve toplum tizerindeki etkileri ve tedavilerinin maliyeti dikkate
alindiginda 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak 6nem arz etmektedir. Dis c¢liriigi,
periodontal (dis eti) hastaliklar, dis kaybi, dudak ve agiz boslugu kanserleri agiz
hastaliklar1 arasinda siklikla rapor edilen olgular arasinda yer almaktadir. Periodontal
hastaliklar, tiim diinya genelinde en yaygin goriilen hastaliklardan biri olarak énemli bir
halk sagligi problemi olusturmaktadir (Tonetti vd. 2018, World Dental Federation 2018).
Peridontitisin tiim diinyada kalp hastaliklarindan sonra en yaygin goriilen 2. kronik
hastalik oldugu belirtilmektedir. 291 hastalik arasindan en ¢ok karsilasilan 6. hastalik
olarak kayitlara gecmistir (Global Burden of Disease Study). Diinya capinda % 11
prevalansa sahip olup yaklasik 743 milyon insani etkiledigi diigiiniilmektedir. Diinya
Saglik Orgiitiiniin (WHO) Kasim 2022 tarihinde periodontal hastaliklar ile ilgili paylasig
veriler diinya ¢apinda 1 milyardan fazla kisinin periodontal hastaliklardan miizdarip
oldugunu ifade etmektedir (WHO 2022). Genel olarak, insan popiilasyonunun % 15’inin
hayatlarinin bir doneminde periodontitis olgusuyla karsilastigi, 30 yas ve istiindeki
eriskinlerin ise % 47’sinden fazlasina en az bir tiir periodontal hastalik teshisi konuldugu
tahmin edilmektedir. Yasla birlikte artis gdsteren periodontal hastaliklar, 65 yas ve iistii
yetiskinlerin % 70’inden fazlasinda goriilmektedir (Wu vd. 2020). CPI degerine gore
yayinlanan veriler dikkate alindiginda 35 ile 44 yas araligindaki bireylerde, agresif
periodontitis goriilen ¢cogu popiilasyonlarin % 5 ile % 15’inde dis kayb1 goriildiigi
belirtilmektedir. Avrupa Periodontoloji Federasyonu’na gore; Avrupa’daki niifusun

yaklasik % 30’u periodontal hastaliklardan muzdariptir.



Diinya Saglk Orgiitii agiz hastaliklarmin bir¢ok iilkede tedavi edilmesi en pahal1 olan
dordiincii hastalik oldugunu bildirmektedir (Petersen 2003). 2015 yilinda diinya ¢apinda
dis hastaliklarinin tedavi maliyetinin 357 milyar ABD Dolar1 oldugu, ayni yi1l Avrupa
Birligi genelinde agiz hastaliklarinin  tedavisine 90 milyar Euro harcandigi
belirtilmektedir. Bu maliyet bulasici olmayan hastaliklar arasinda diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra iiciincii en yiiksek harcama olarak dikkat
cekmektedir (Peres vd. 2019). Agi1z sagligi, genellikle birinci basamak saglik hizmetleri
kapsaminda bulunmadigindan, bireyler ve toplum i¢in dnemli masraflara yol agmaktadir.

Bu durum, 6zellikle dezavantajli niifuslar1 olumsuz yonde etkilemektedir.

Bu sayisal veriler 1s18inda; periodontal hastaliklarin biiyiik bir popiilasyonu etkiledigi
tartismasiz bir gergektir. Ancak bu hastaliklarin sadece dis dokusunu degil, tedavi
edilmedigi taktirde viicudun farkli sistemlerini de etkileyen énemli bir olgu oldugu ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, tip-2 diyabet, romatoid artrit, kronik bobrek hastaligi, obezite
gibi bir dizi sistemik hastalik ile ikili iliskileri oldugu unutulmamalidir (Nasajpour vd,
2018). Ornegin; diyabetli kisilerin, diyabet olmayanlardan daha fazla periodontitis riski
tasidiklar belirlenmistir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gére diinya genelinde 2014 yilinda 422
milyon yetiskin diyabetli yasamaktadir. Bu sayinin 2025 yilina kadar iki katina ¢ikmasi
beklenmektedir. Avrupa’da ise 2017 yilinda 58 milyon insan diyabet hastasi olup bu
saymin, 2035 yilinda 70 milyona ulagmasi beklenmektedir. Ayrica, kiiresel geriatrik
popiilasyondaki artisin da periodontal hastaliklar1 olan hasta sayisimi arttiracagi
ongoriilmektedir (Tonetti vd. 2017). Birgok nedenle meydana gelen hastalik ytikiindeki

bu artis ise kiiresel periodontal {iriin pazarmin hareketlenmesinde kilit rol oynamaktadir.

2.3 Periodontal Hastaliklarin Etiyolojisi

Periodontal hastaliklarin nedeni olarak gosterilen disbiyosis (agiz boslugunda bulunan
mikrobiyal topluluklar arasindaki dengenin bozulmasi) birgok faktére bagh
olabilmektedir (Vargas vd. 2015). Bu faktorler genel olarak kontrol edilebilen faktorler
ve kontrol edilemeyen faktorler olmak tizere iki temel baslikta incelenmektedir. Kontrol
edilebilen faktorler konak organizmaya bagli olusan ve dis etkenler neticesinde

mikroorganzima — konak dengesinin bozulmasin neden olan faktdrleri (oral mikrobiyota,



sigara ve alkol kullanim1, HIV ve AIDS gibi hastaliklar, beslenme, stres gibi) kapsarken,
kontrol edilemeyen faktorler konak organizmadaki genetik faktorlere bagli olusan
bagisiklik sistemi iliskili faktorleri ifade etmektedir (Aljehani 2014). Tiim bu faktorlerin
sonucunda ise patojen Ozellik sergileyen firsatgr oral bakteriler periodontal bolgede
baskinlik saglayarak kolonize olmaktadir. Simbiyotik dengenin degismesi sonucunda oral
patojenlerin kolonizasyonunda meydana gelen bu artis ise biyofilm olusumu ile
sonuglanmaktadir. Bu durum neticesinde gerekli Onlemler alimmadigr takdirde
periodontal inflamasyon ger¢eklesmekte ve periodontal hastaliklar gozlemlenmektedir
(Ruby ve Barbeau 2002).

Periodontal hastaliklarla iliskilendirilen temel bakteri topluluklari genellikle subgingival
bolgelerde yasamaktadir. Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis ve
Treponema denticola en ¢ok bilinen patojen bakteriler olarak bilinmektedir. Patojen
mikroorganizmalar ile periodontal dokularin enfeksiyonuna bakteriyel 16kotoksinler,
kollajenazlar, fibrinolizinler ve diger proteazlarin salinimi eslik etmektedir (Socransky ve
Haffajee 1994). Actinobacillus actinomycetemcomitans, ozellikle geng eriskinlerde
yaygin olarak hastaliklarla iligkilendirilen bagka bir tirdir (Dogan vd. 2008).
Gergeklestirilen c¢alismalar, periodontal hastaliklarin patogenezinde rol alan g¢esitli
mikroorganizma popiilasyonlarmin farkli  bireylerde farkli sekillerde katkida
bulunabildiklerini gostermektedir (Bruce 2005). Patojen aktivite gosteren bakterilerin
yanisira agiz boslugunda kolonizasyon gosterebilen bazi virlislerin de konak
organizmanin bagisikliginda degisikliklere sebebiyet verebildigi bilinmektedir. Bu
degisiklikler ise patojenik aktivite gosteren bakterilerin kolonizasyonunun ve buna bagli
inflamasyonun artmasina olanak verebilmektedir (Ezhilarasan vd. 2022). Dolayisiyla,
patojen bakterilerin yanisira patojenik aktivite sergileyen diger mikroorganizmalarin da
(6rnegin viriisler) periodontal inflamasyona katkida bulundugu ve dolayli yoldan

periodontal hastaliklarin nedeni olabildigi bilinmektedir (Vargas vd. 2015).

Konak organizmanin patojen mikroorganizma varhiginda gelistirdigi inflamasyonun
konak bagisiklik sistemi ile iliskili oldugu dikkate alindiginda, inflamasyonla iligkili
faktorleri etkileyebilecek genetik bir mutasyon periodontitis ile iligkili faktorleri

arttirabilmektedir. Ilaveten, sitokin gen polimorfizmleri, metabolizma ile ilgili gen



polimorfizmleri, antijen tamima ile ilgili gen polimorfizmleri ve hiicre ylizey
reseptorlerinde  gergeklesebilecek  gen  polimorfizmleri  de  periodontitisi
etkileyebilmektedir (Kozak vd. 2020). Bununla birlikte, konak organizma DNA’sinin
epigenetik modifikasyonlar1 da inflamasyonda gergeklesen bagisiklik konak yanitlarinin
genetiksel anlamda isleyisini etkileyebilmekte ve periodontitise neden olabilmektedir
(Loos ve Dyke 2020). Genetik faktorlere ornek olarak haim-munk ve papillon-lefevre
hastaliklar1 verilebilmektedir. Bu hastaliklar, cocukluk doneminde hem siit disleri hem de
kalic1 dislerin erken kaybu ile iliskili periodontitisin baslangici ile iligkili olan ancak ¢ok
fazla rastlanilmayan otozomal resesif hastaliklar olarak bilinmektedir. Cocukluk
doneminde goriilen bu hastaliga katepsin C geninin kromozomal bolgesinde gergeklesen

mutasyonlar neden olmaktadir (Hart vd. 2005).

Sigara kullanim1 periodontal hastaliklarin etiyolojisinde dnemli bir yere sahiptir. Sigara
kullanan bireylerde sigara kullanmayan bireylere gére periodontitis gelisme olasiliginin
daha yiiksek oldugu gergeklestirilen bilimsel ¢alismalar neticesinde vurgulanmaktadir
(Bergstrom 2004). Uzun siire sigara i¢en bireylerde periodontal hastalik gelisme riskinin
akciger kanseri goriilme olasiligr ile esit oldugu belirtilmektedir (Warnakulasuriya vd.
2005). Sigara kullanimi neticesinde oral bolgede gerceklesen oksidatif stres ise bu
durumun baglica nedeni olarak gosterilmektedir. Agizdan alinan dumansiz tiitiin tirtinleri
ise (nikotin sakizi gibi) dis etinde iltihap olusumuna, disi destekleyen yapinin kaybina ve
dis etinde miidahil oldugu yerde kanser dncesi dis eti 16koplakisinin goriilmesine neden
olabilmektedir (Christen vd. 1979). Ayrica, sigara kullanimi konak hiicre bagisiklik
sistemini olumsuz yonde etkilemekte ve periodontal tedavi ile diger oral cerrahi

miidahalelerin etkinligini azaltmaktadir (Zhang vd. 2019).

Beslenme, periodontal hastaliklar ile iliskilendirilen bir diger 6nemli faktordiir. Asitli ve
sekerli gidalarin tiiketimi mikrobiyal biyofilm olusumuna katki saglamakta ve
periodontal inflamasyonun ilerlemesine neden olmaktadir. Bununla birlikte, bireylerin
bagisiklik sisteminde etkili besinleri tiiketmeleri konak bagisikliginin korunmasi adina
onem teskil etmektedir. Ozellikle C vitamini igeren gidalarin tiiketimine dikkat

edilmemesi kollajen olusumunun azalmasina, periodontal inflamasyonun artmasina,



periodontal bolgede kanama ve ilerleyen inflamasyon ile doku ve neticesinde dis

kayiplarina neden olabilmektedir (Enwonwu vd. 2000).

Cesitli metabolik ve kronik hastaliklar da periodontal hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli
bir yere sahiptir. Gergeklestirilen arastirmalar, tip 1 ve tip 2 diyabet hastaligi olan
bireylerin hastalik gozlemlenmeyen bireylere kiyasla daha yaygin ve siddetli periodontal
hastalik gelistirdigini gostermektedir (Taylor 2001). Bu durum aslinda, diyabet
hastaliginin tedavisinde kullanilan yontemler ve tedavinin nasil kontrol edildigi ile
iliskilendirilmektedir. Ornegin diyabet hastalig1 tedavisi iyi yonetilen bireyler de diyabet
tedavisi kotii yonetilen hastalara gore periodontitis goriilme olasiligi daha diisiiktiir
(Soskolne ve Klinger 2001). Diyabet hastalarinda, yara iyilesmesine dayanarak
antijenlere kars1 abartili monosit tepkisi ve konak tarafindan kontrol edilemeyen nétrofil
kemotaktik tepkileri siddetli periodontitis goriilmesi agisindan beklenen bir durumdur.
Dolayisiyla, diyabet hastalar1 periodontal inflamasyon agisindan her zaman risk

tasimaktadir (Tervonen ve Oliver 1993).

Bireyin yasamu siirecinde karsilastig1 travmatik durumlar veya psikososyal durumlar ile
gelisen stres, hijyen eksikliklerinin goriilmesine ve periodontal hastaligin gelisme
olasiliginda artisa neden olmaktadir. Ancak hastaligin patogenezindeki rolii heniiz kesin

olarak bilinmemektedir (LeResche ve Dworkin 2002).

2.4 Periodontal Hastaliklarin Evreleri

Kronik dis eti iltihabi gingivitis ve kronik periodontitis, dis plagini (biyofilm) olusturan
mikroorganizmalar tarafindan baslatilmakta ve siirdiiriilmektedir. Biyofilm yapilari,
mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasi ve kolonizasyonu i¢in mikroorganizmalar
tarafindan hiicre digina iiretilen yapilar olarak tanimlanabilmektedir. Biyofilmler; ylizeye
tutunma sonucunda mikroorganizmalarin madde aligverisi fiziksel kuvvetten korunma,
antibakteriyel ajanlardan korunma, kendi 6zelinde bir habitat olusturma, konak bagisiklik
hiicrelerine kars1 korunma gibi mikroorganizma adina bir¢ok avantaj saglayan yapilar
olarak bilinmektedir. Bu nedenle biyofilm olusumu olduk¢a karmasik, dinamik ve ¢ok

asamal1 bir siirectir (Xu vd. 2020). Bu mikroorganizmalarin olusturdugu dental plak ya



da biyofilm giderilmedigi taktirde mikrobiyal kontaminasyon dis etinden peridonsiyum
tabakasina ilerlemekte ve inflamasyona bagl bagisiklik hiicre elemanlari savunmaya
geemektedir. Bu savunmanin sonucu olarak metalloproteinaz gibi enzimler

sentezlenmekte ve kemik kaybi ile sonuglanan bir senaryo ortaya ¢cikmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Gingivitis ve periodontitis agamalar1 (Martinez-Garcia ve Hernandez 2021)

2.4.1 Gingivitis (Dis eti iltihabi)

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
cevreleyen ve destekleyen dis eti dokusunun bir enfeksiyonudur. Konak¢inin hassas
olmasi, patojenik tiirlerin varlig1 veya faydali bakterilerin azlig1 gibi faktorler hastaligin
etiyolojisinde oldukca 6nemlidir. Saglikl dis eti sulkusu, Gram pozitif koklarin, 6zellikle

Streptococcus spp. ve Actinomyces sp. tiirlerinin esit oranda baskin oldugu bir
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mikrobiyotaya sahiptir (Kesic vd. 2008). Hastalik siirecinde plak olgunlastiktan sonra dis
eti sulkusundaki mikrobiyal tiirler Gram pozitif mikroorganizmalardan agirlikli olarak
Gram negatif, anaerobik, kemoorganotrofik ve proteolitik organizmalara dontismektedir.
Bununla birlikte periodontal hastaliklarla iliskili firsat¢1 patojenler saglikli bireylerde de
siklikla bulunmakta ve bu nedenle bireyin agiz igerisinde degisen ortama karsi verecegi

tepki hastalik siirecindeki en kritik nokta olmaktadir (Jasberg 2017).

Periodontal hastaliklar dis yiizeyi ve dis eti lizerinde olusan mikrobiyal bir biyofilm olan
dis plagindaki bakterilerin meydana getirdigi lokalize iltihapli gingivitis ile
baslamaktadir. Periodontal dokuda gingivitis gergeklesmesi i¢in ilk agsama olarak
periodontal bolgede patojen 6zellik sergileyen mikroorganizmalarin biyofilmler araciligi
ile kolonizasyon gergeklestirmesi gerekmektedir. Bu kolonizasyon genel anlamda ii¢
asamada gerceklesmektedir. Tlk olarak canli veya cansiz yiizeylere tutunabilecek hiicre
dis1 yapilar iiretilmektedir. Ikinci asamada diger mikroorganizmalarmn ayni1 bolgede bir
araya gelmesiyle bir mikrokoloni olusumu gerg¢eklesmektedir. Bu mikrokoloniye
hiicrelerin ~ eklenmesiyle  biiyliyen = mikrokolonilerde  olgunlasma  asamasi
gerceklesmektedir. Biliylime gerceklestiren mikrokolonilerde olusan doygunluk ile
ticiincli asama olan mikroorganizmalarin ayrilmasi ve yeni mikroorganizmalarin

eklenmesi ile ayrilma asamasi gergeklesmektedir (Xu vd. 2020).

Periodontal dokuda patojen 6zellikteki mikroorganizmalarin kolonizasyonu neticesinde
konak organizma bagisiklik sistemi tarafindan inflamasyon meydana gelmektedir. Olusan
inflamasyon ile konak periodontal doku hiicreleri arasinda bulunan homeostatik dengenin
geri kazanimi amacglanmaktadir (Trowbridge vd. 1997). Gingivitis asamasi, periodontal
dokuda patojen Ozellik sergileyen mikroorganizmalarin kolonizasyonundaki artis ile
gosterdikleri  viriilans  aktiviteyi (biyofilm yapilari, fimbrialar, gingipainler,
lipopolisakkarit konformasyonu) ve periodontal doku ile dis minesi arasinda cep agikligi
olusumunu igermektedir (Xu vd. 2020). Bahsedilen cep agikligi konak organizma
tarafindan inflamasyonda kullanilan aracit molekiillerin aktivitesi (notrofil aracili yikim
gibi) neticesinde ger¢eklesmektedir (Sekil 2.3). Ayni zamanda periodontal doku
hiicrelerinin bir arada tutunmasini saglayan kollejenlerin; fagosit hiicreleri, fibroblast

hiicreleri ve epitel hiicreleri tarafindan iiretilen matris metalloproteinaz enzimlerinden
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olan kollejenaz enzimleri ile yikimi, cep acikliginin olugmasi ve ilerlemesi adina oldukca
onem teskil etmektedir (Cekici vd. 2014). Kollejenazlar genellikle hiicre dis1 matriksi ve
bazal membran bilesenlerini parcalayan diger matriks metalloproteinazlar ile birlikte
aktivite gostererek doku yikiminda rol oynamaktadir. Dolayisiyla saglikli periodontal
dokuda matriks metalloproteinazlarin genetiksel anlamda ifade edilmesinin diisiik olmasi
beklenmektedir. Matriks metalloproteinazlar igin ana uyaricilar inflamasyonda gorev alan
arac1 molekiillerdir (Sorsa vd. 2006).

2.4.2 Periodontitis

Ik inflamatuvar siire¢ olan gingivitis asamasinda gerekli dnlemler alinmadig: taktirde
patojen bakterinin viriilans faktorleri ile matriks metalloproteinaz aktivitesinin etkisinin
devam etmesiyle birlikte inflamasyon ilerlemeye devam etmektedir. inflamasyondaki
ilerleme neticesinde konak organizmanin bagisiklik tepkisindeki artig ile inflamasyon
siddetinde artis gergeklesmektedir. Periodontitis ise dis ¢evresinde biriken bakteriyel
biyofilm tarafindan tetiklenen inflamasyonun, disin destekleyici dokularinin daha derin
kisimlarina yayilmasi neticesinde, bag dokusunun ve alveolar kemigin zarar gérmesine
yol acan kronik bir inflamatuvar hastaliktir. Inflamasyonun tedavi edilmemesi sonucunda
hastaligin ayirt edici 6zelligi olan derin periodontal cepler olugsmakta ve sonunda dig
kaybina yol agabilen dis eti, kemik ve ligament kayb1 meydana gelmektedir (Sekil 2.3.a.
Saglikli dis eti semalari, dis eti iltihabi, erken-orta periodontitis ve ileri periodontitis;
2.3.b. cep derinligi 6l¢iimii) (Gao vd. 2018)

Periodontitis temelinde bakterilerin onemli rol oynadigi ¢ok faktorlii bir etiyolojiye
sahiptir. Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis ve Aggregatibacter
actinomycetemcomitans periodontitise sebep olan Onemli bakteriler olarak kabul
edilmektedir. Ayrica periodontitisli bireylerin % 50’sinin hastalik gelisimi i¢in genetik

faktorlere sahip oldugu tahmin edilmektedir (Kinane vd. 2017).
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Sekil 2.3 Periodontal hastaliklarin ana asamalar1 (Kinane vd. 2017)

2.5 Periodontal Hastaliklarda inflamasyon

Mikrobiyal biyofilmin varlig1 periodontal hastaligin patogenezi i¢in bir baslangic
asamasidir. Olusan biyofilm uzaklastirilmadig: taktirde doku hasarina yol acan yiiksek
bir inflamatuvar durum olusmaktadir. Inflamatuvar iliskili bu siire¢ ise oldukca
karmasiktir (Graves ve Cochran 2003). Periodontal inflamasyon; fiziksel, kimyasal veya
patojenler gibi etkilerin neticesinde dokuda gozlemlenebilecek hasar veya yikima karsi
gelisen fizyolojik bir immiin yanit olayidir. Periodontal dokuda gerceklesen bu immiin
yanitin olusabilmesi i¢in dokuda karmasik hiicresel baglantilar ger¢eklesmektedir.
Periodontal dokuda gerceklesen karmasik hiicresel baglantilar; hiicresel dokudaki hasara
neden olan ve uyarict goérevi goren mediatorler, sitokinler, aktivatorler, inhibitorler vb.
yapilara karsi durdurucu veya azaltici yanitlar meydana getirmektedir. Dolayisiyla
periodontal dokuda yeniden yapilanmanin temelinde inflamasyon bulunmaktadir

(Schmid-Schonbein 2006).
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Konak organizmanin bagisiklik sistemi genel perspektif olarak enfeksiyona karsi
savunma i¢in hiicrelerin (fagositik hiicreler) ve molekiillerin (sitokinler, kemokinler ve
immiinoglobinler) organize edilmesini igermektedir. Bu hiicre ve molekiillerin dogal veya
adaptif bagisiklik sistemi altinda patojenlere verdigi yanitlar periodontal hastaligin
gelisimini ve ilerlemesini belirlemektedir. Periodontal hastalifin gelisebilmesi igin
bahsedilen bagisiklik sistemi organizasyonunun aktivitesi, konak organizmanin
periodontal dokuda inflamasyon gelistirmesine neden olmaktadir (Li ve Collyer 2011).
Periodontal bolgede kolonize olan ve patojen 6zellik gosteren oral mikroorganizmanin
(Porpyhromonas gingivalis gibi) ¢esitli viriilans faktorleri genellikle periodontal dokuda
hasara neden olan faktorleri tetiklemektedir (Eberl 1999). Viriilans faktorler neticesinde
konak organizma inflamasyon gelistirerek (bagisiklik hiicreleri ve molekiilleri) bir
savunma cevab1 vermektedir. Konak organizmanin vermis oldugu ilk savunma cevabi
(inflamasyon baslangici) konak organizma adina faydalidir. Bu asamada patojen 6zellik
sergileyen mikroorganizmanin viriilans faktorleri neticesinde dokuda az miktarda hasar
olusabilmektedir. Bu olusan ilk hasar ve inflamasyona gingivitis ile sonu¢clanmaktadir.
Gerekli 6nlemler alinmadigi veya gesitli cevresel faktorlerin degistirilmedigi durumlarda
dokuda patojen varliginin artmasi inflamasyonun ilerlemesine neden olarak daha fazla
doku hasar1 veya dis kayiplarina neden olmaktadir. Dolayisiyla konak organizmanin
gelistirdigi inflamasyon bir asamadan sonra periodontal dokunun daha fazla zararina
(doku yikimi) neden olmaktadir (Papapanou vd. 2018). ileri safhada alveolar kemikte
olusan doku yikilmalari ise (gingivitis asamasinin ilerlemis durumu) periodontitis ile
sonuglanmaktadir. Genel perspektiften bakildiginda, patojen 6zellik gosteren
mikroorganizmalar periodontal hastaliklar i¢in en énemli etken faktor gibi goziikkmesine
ragmen konak organizmanin gelistirdigi inflamasyon asil yikima neden olan temel faktor

olarak dikkat cekmektedir (Di Stefano vd. 2022).

Periodontal inflamasyon siireclerine gore genel anlamda akut ve kronik olmak tizere ikiye
ayrilabilmektedir. Akut periodontal inflamasyon; birka¢ saat veya birkag¢ giin gibi kisa
stireli inflamasyonlar1 ifade ederken genel olarak l0kositlerin ekstravaskiiler alana
hareketi ve plazma proteinlerinin hareketini igermektedir (Markiewski ve Lambris 2007).
Kronik periodontal inflamasyon ise genetik yatkinligin yan1 sira parcalanmayan fiziksel,

kimyasal, patojen vb. ajanlarin varlig1 neticesinde makrofaj/monosit ve l6kositlerin doku

14



icinde hareketini ifade etmektedir (Liaskou vd. 2012). Periodontal inflamasyonun
gerceklesmesinde; inflamasyon aracilar (reaktif oksijen-nitrojen tiirleri, sitokinler, akut
faz proteinleri, siklooksijenaz ile ilgili metabolitler ve prostaglandinler gibi) ve bagisiklik
hiicreleri (mast hiicreleri, makrofaj hiicreleri, nétrofiller, dentritik hiicreler, lenfositler ve

bazofiller gibi) gorev almaktadir (Arulselvan vd. 2016).

Periodonsiyum, patojen 0Ozellik sergileyen mikroorganizmalarin reseptor-ligand
etkilesimi yolu ile konakgi bagisiklik sisteminin hiicreleri ile etkilesime girdigi
karakteristik bir ortam olusturmaktadir. Patojen bakterilerinin yiizeyinde bulunan toll
benzeri reseptor (TLR), konakgi-patojen etkilesiminde ve bagisiklik hiicreleri iizerinde
onemli rol oynayan tanima reseptorleri olarak bilinmektedir (Gu ve Han 2020). TLR’ler
toplu olarak patojen ile iligkili molekiiler modeller (PAMP’lar) olarak adlandirilmaktadir.
Epitel hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri gibi periodontal dokulardaki heterojen hiicre
popiilasyonlar: farkli sekilde TLR’yi ifade ederken konak hiicreleri tarafindan iiretilen
dogustan gelen bagisiklik sinyallerinin taninmast PAMP’lere bagl olmaktadir (Song vd.
2017). Patojen bakterilerin kolonizasyonu, bu bakterilerin olusturdugu biyofilm
konformasyonu ile ilgilidir. Ancak ilk kolonizasyonun olugmasi ve ilerlemesi, oral
mikrobiyotanin ¢esitliligi, konak organizma bagisiklig1, genetiksel faktorler gibi etkilerle
de iliskilendirilmektedir (Ezhilarasan vd. 2022). Dis etinde ve periodontal cep bolgesinde
meydana gelen konakg¢i-patojen etkilesimleri, bakteriler tarafindan olusturulan
kemotaktik gradyanlar tarafindan yonlendirilen nétrofil ve graniilosit (polimorfoniikleer
hiicre) infiltrasyonu ve dendritik hiicre antijen sunumunu takip eden inflamatuvar yanit
ve lenfosit infiltrasyonu ile karakterize edilmektedir. Epitel i¢indeki dendritik langerhans
hiicreleri, mikrobiyal antijenik materyali taniyarak lenfositlere sunmak tizere lenfoid
dokuya getirmektedir Bunu periodontal lezyon igine nétrofil, graniilosit ve lenfosit
infiltrasyonu izlemektedir. Ortaya ¢ikan proinflamatuvar ortam, timoér nekroz faktorii
(TNF), interlokinler, interferon-gama (IFN-gama) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii-f3
(TGFp) gibi sitokinlerin yani sira biyofilm bilesenlerine karsi ortaya ¢ikan antikorlar
icermektedir. Bununla birlikte, nétrofiller sonunda mikrobiyal biyofilmin biiyiikliigii ve
kronik kalicilig1 karsisinda 6lmekte veya dis eti yarigi icindeki bakterilerle etkilesime
girerken apoptoz veya nekroz gecirmektedirler. Bu siddetli kronik inflamatuvar yanit,

osteoklastlar tarafindan alveoler kemik rezorpsiyonuna ve matriks metalloproteinazlar
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tarafindan bag liflerinin bozulmasina ve graniilasyon dokusu olusumuna yol agmaktadir.
Tiim bu patofizyolojik durum mikrobiyal biyofilm ve graniilasyon dokusu terapotik
olarak basaril1 bir sekilde uzaklastirilana kadar devam etmekte ve sonucunda dis kaybi

ile sonu¢lanmaktadir (Kinane vd. 2017).

Inflamasyonda gérev alan aract molekiiller, kemik rezorpsiyonunun olusmasindan
sorumlu yolaklarin ger¢eklesmesinde aktivite gostermektedir. Niikleer faktér —kappa B
(RANK) ligant1 osteoprotegerin (OPG) ile alveolar kemigin yeniden sekillenmesinde
gerceklesen molekiiler mekanizmalarda gorev almaktadir. RANK, 6ncii osteoklastlarin
reseptorlerini aktive ederek osteoklastlarin olusmasini tetiklemektedir. Ayn1 zamanda
OPG, RANK ile etkilesime girerek kemik rezorpsiyonunu engelleyen mekanizmalari
olusturmaktadir. Fizyolojik anlamda alveolar kemigin yenilenmesi, kemik matrisinin
osteoklastlar aracilig1 ile parcalanmasi ve devaminda osteoblastlar tarafindan yeniden
sekillendirilmesini icermektedir. Bu siire¢ bir denge halinde islemektedir. Ancak
osteoklastlardaki artis neticesinde bozulan denge ile alveolar kemik rezorpsiyonu
gerceklesmektedir.  Periodontitiste ~ aktivite =~ gOsteren  patojen  Ozellikteki
mikroorganizmalarin lipopolisakkarit (LPS) yapilar1 osteoklast aktivitesini arttiran bir
etken olarak bilinmektedir. Dolayisiyla osteklast aktivitesinin kontrol edilebilmesi konak

organizma sagligi1 adina elzem olmaktadir (Bhuyan vd. 2022).

Konak organizmanin inflamatuvar siirecte verdigi tepki cesitli doku hiicreleri ve
bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen proinflamatuvar sitokinler (interldkin -1 (IL-1),
IL-6, IL-1, IL-8 vd.) ile karakterize edilmektedir (Aral vd. 2020). Gergeklestirilen
aragtirmalar periodontitis siddeti ile IL-1B miktarimin dogru orantili oldugunu
gostermektedir. IL-1B’nin periodontal bolgeye salinmasi diger inflamatuvar sitokinlerin
uretilmesini indiiklediginden dolay1 inflamasyon siireci i¢in oldukc¢a oOnem teskil
etmektedir (Kinane ve Lappin 2002). IL-1p periodontal endotel hiicreleri aktive ederek
ve eozinofillerin adezyonunu saglayarak konak inflamatuvar yanitini arttirmakta ve
ayrica osteoklast olusumunu ve aktivitesini tesvik ederek alveolar kemik yikilmasini da

diizenlemektedir (Graves ve Cochran 2003).
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2.6 Periodontal Hastaliklarda Porphyromonas gingivalis Bakterisinin Rolii

Agiz boslugunda yasayan 700°den fazla bakteri tiiriinden biri olan Porphyromonas
gingivalis anaerobik, Gram-negatif ve basil morfolojiye sahip 6nemli bir oral patojen
bakteridir. P. gingivalis tireme anlaminda kolonize oldugu ortamda hem proteini veya
hemin proteini ile K vitamininin varligina ihtiya¢ duymaktadir (Mei vd. 2020). Genellikle
agiz boslugunda bulunan subgingival sulkus bolgesinde kolonize olan P. gingivalis
genellikle dis plaginda yer alan birincil kolonize edicilerin varligi sayesinde (6rnegin;
Streptococcus gordonii, Prevotella intermedia) ikincil kolonize edici olarak yer
almaktadir (How vd. 2016). P. gingivalis periodontal dokular iizerindeki ciddi yikici
etkileri ile periodontal inflamasyonun baslica etkenini olusturmaktadir (Mysak vd. 2014).
Disi destekleyen dokularin yikiminda 6nemli bir etiyolojik faktor olan P. gingivalis
periodontal dokularda c¢ogalabilmekte, dokuyu kaplayabilmekte ve bu sayede konak
organizma tarafindan olusturulan inflamasyondan (iiretilen bagisiklik hiicrelerinden)
kacabilmektedir. Bu 6zelligini konak organizma adina zararli etkileri olan viriilans
faktorleri ile gergeklestirmektedir (Mysak vd. 2014). Porphyromonas gingivalis
bakterisinin evrim siireci igerisinde gelistirdigi ¢esitli viriilans faktorler yagam stirekliligi
i¢in 6nem teskil etmektedir (Mei vd. 2020). Oral patojenik bakterilerde bulunan fimbria
yapilart bakterilerin subgingival bolgedeki kolonizasyonunu tesvik etmesi nedeniyle
onemli bir viriilans faktor olarak kabul edilmektedir (Enersen vd. 2013). Porphyromonas
gingivalis bakterisinin oral bolgedeki kolonizasyonunun ilk agamalarinda uzun fimbrialar
biyofilm olusumunu desteklemektedir. Dolayisiyla bir diger viriilans faktor olan
biyofilmler araciligiyla fimbrialar viriilans etki gostermektedir (Enersen vd. 2013).
Periodontal inflamasyonun olugmasinda bas rol oynayan P. gingivalis bakterisinin 2
fimbira yapist bulunmaktadir (Amano vd. 2004). Bu fimbrialarin tiretiminden sorumlu iki
farkli geni ifade etmektedir. Bunlardan birincisi fimbrianin FimA proteininden sorumlu
olan fimA geni, ikincisi ise MFa proteininden sorumlu mfal genidir (Enersen vd. 2013).
Farkli sekilde ifade edilen bu iki fimbria, uzunluklar1 ve kDa’lar1 agisindan farklilik
gostermektedir (Hamada vd. 2002). Buna gore uzun olan fimbria FimA, kisa olan fimbria
ise MFa seklinde smiflandirilmaktadir. Uzun fimbrianin iiretilmesinden sorumlu olan
FimA geni 6 tipte siniflandiriimaktadir (Amano vd. 2004). Bu farkli tipte FimA genleri

P. gingivalis bakterisinin yiizeylere tutunmasindaki farkliliklara neden olarak bakterinin
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viriilansini belirlemektedir. Farkli genotiplerden (I, Ib, II, III, IV, V) genotip II, agresif
periodontitisli  hastalarda yaygin olarak bulunmaktadir (Dahlen vd. 2019).
Porphyromonas gingivalis bakterisinde bulunan fimbria yapilari; alveolar kemik
rezorbsiyonu ile iligkilendirilen IL-1a, IL- ve timdr nekroz faktorii alfa (TNF—a) gibi
cesitli sitokinlerin tiretimini arttirmaktadir (Enersen vd. 2013). Uzun fimbrialar TLR-2 ve
yardimci reseptor (CD14) araciligiyla niikleer faktor kB’yi (NF — kB) uyarmaktadir
(Hajishengallis vd. 2006). Sonucunda TNF-a, IL-f, IL-6, IL-8 gibi kemik
rezorbsiyonunda gorev alan sitokinlerin indiiklenmesine neden oldugu yapilan ¢alismalar
neticesinde anlasilmaktadir (Ogawa vd. 2002). Bu iligskinin nedeni ise hiicre dis1
elemanlar olan fimbrialarin konak hiicre reseptorleri ile ilk etkilesime giren faktorler
olmasi ve ardindan hiicre igi sinyal yolaklarini uyarmasidir (Enersen vd. 2013). Benzer
etkilesimlerin kisa fimbrialar ile de gergeklestigi bilinmesine ragmen bu etkilesimlerin
olduk¢a karmagik olmast konunun anlasilmasi agisindan zorluk olusturmaktadir

(Hajishengallis 2011).

Porphyromonas gingivalis bakterisinin bir diger yapisal bileseni olan LPS ise yapisinda
bulunan lipit A ile dogustan gelen bagisiklik sisteminin tetiklenmesi igin 6nemli bir
bilesen olarak kabul edilmektedir (Mei vd. 2020). LPS, P. gingivalis gibi Gram negatif
bakterilerin dis hiicre zarmin 6nemli bir bilesenidir (Darveau vd. 2002). Porphyromonas
gingivalis’in LPS yapist kimyasal olarak, 3-hidroksi-15-metilheksadekanoik asit ve 3-
heksadekanoiloksi-15 metilheksadekanoik ile agillenmis bir glukozamin beta-(1-6)
disakarit 1-monofosfat oldugu ¢oklu lipit A formlar1 igermektedir (Dixon ve Darveau
2005). LPS, lipit A kisiminda bulunan yag asitlerinin agillenmesi neticesinde farkli
formlar kazanabilmektedir. Dolayisiyla Lipit A yapisina bagli olarak LPS farkl: toksisite
gosterebilmektedir (Schromm vd. 2000). Konakg1 hiicreler igin oldukga viriilans 6zellik
gosteren LPS yapisi, konak hiicrelerinin TLR4 reseptorii tarafindan taninarak bir
savunma mekanizmasi olan inflamasyonu uyarmaktadir. Ilk zamanlarda konak yararia

olan inflamasyon Onlenemedigi taktirde konak organizma i¢in doku yikimina neden

olmaktadir (Herath vd. 2013).

Porphyromonas gingivalis’in HBSP60 bileseni de bagisiklik olusturma agisindan kritik

bir éneme sahiptir (Liaskou vd. 2012). Konak kolonizasyonu, konak savunmasinin
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inaktivasyonu, doku yikimi ve besin aliminda gingipain enzimlerinin dogustan gelen ve
adaptif bagisiklik tizerinde viriilans faktor olarak birgok etkisi olabilmektedir. LPS yapisi
ile birlikte en 6nemli viriilans faktorlerden birisi olan biyofilm yapilari konak immiin
yanitindan kaginmaya ve P. gingivalis’in kendi habitatin1 olusturarak kendi simbiyotik
dengesini kurmasi ile inflamasyonun artmasini desteklemektedir. Viriilans faktorlerin
konak hiicrelerinde aktiflik gostermesi neticesinde iretilen sitokinler konak hiicre
tepkilerinin diizenlenmesine, kemik kaybina ve konak¢i dokularinda tahribata neden
olmaktadir. Dolayisiyla, periodontal inflamasyonun anlasilmasi igin P. gingivalis
bakterisinin viriilans faktorlerinin iyi arastirilmasi oldukg¢a 6nem teskil etmektedir (Mei
vd. 2020).

Bahsedilen tiim bu siiregler neticesinde, P. gingivalis bakterisinin diger oral patojen
mikroorganizmalar ile kolonizasyonu miimkiin olabilmektedir. Bu kolonizasyon ile oral
patojen bakterilerinin sayisindaki artis ise konak immiin bagisiklik hiicrelerinin sayisinda
artisa neden olmaktadir. Bu durum neticesinde bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretilen
sitokinler gibi aract maddeler periodontal inflamasyonun siddetlenmesine ve buna bagl
olarak ilerlemesine neden olmaktadir. Dolayisiyla, P. gingivalis bakterisinin biyofilm
yapilart ile kolonizasyonundaki artig dogrudan ve dolayli yoldan viriilans faktor olarak

ifade edilmekte ve inflamasyonu arttirmaktadir (Xu vd. 2020).

2.7 Oral Mikrobiyotanin immiinomodiilatér Rolii

Oral mikrobiyota, agiz boslugunda yasayan mikroorganizmalari tammlamaktadir. Insan
mikrobiyota projesinden elde edilen veriler agiz boslugunda 700 farkli tiiriin
bulundugunu belirtmektedir (Kilian vd. 2016). Oral mikrobiyotada, konak organizma
adina hem yararli hem de zararli 6zellik sergileyen firsat¢1 patojen mikroorganizmalar
denge halinde bulunmaktadir. Faydali mikroorganizmalar konak organizma ile
simbiyotik bir iligki i¢inde varligimni siirdiirmektedir. Konak organizma ile simbiyotik
iliski i¢inde yasayan mikroorganizmalar oral bolgede bulunan patojenlerin aktivitesini
siirlamak ve savunma saglamak adma 6nemli roller iistlenmektedir (Ivanov ve Honda
2012). Dogal oral mikrobiyotada bulunan mikroorganizmalar ve dogal mikrobiyotanin

tirettigi metabolik iirlinler dogustan gelen bagisiklik hiicreleri tarafindan taninmaktadir
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(Mogensen 2009). Dolayisiyla, dogustan gelen bagisiklik hiicreleri ve oral mikrobiyota
konak organizma ile birlikte faaliyet gostererek konak organizmanin korunmasinda ve
homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol géstermektedir (Cua ve Tato 2010). Konak
organizma adina yararli olan oral mikrobiyal topluluklar, konak organizmanin immiin
yanit1 araciligi ile antimikrobiyal peptitleri (AMP) indiikleyerek periodontal dokunun
epitel bariyerinin biitiinliigliniin korunmasini ve islevinin gergeklestirebilmesine yardimei
olan faktorlerden birisini olusturmaktadir. Epitel hiicreleri tarafindan iiretilen AMP’ler
bakteriyal, viral veya fungal tutunmalarin 6nlenmesindeki rolleri ile agiz sagliginin
korunmasi adma islev gostermektedir (Dale ve Fredericks 2005). Ayn1 zamanda oral
mikrobiyota ile ortak evrime katilan AMP’ler antimikrobiyal aktiviteleri ile oral
mikrobiyotaninda korunmasina yardimci olmaktadir. Ayrica AMP’lerin antimikrobiyal
aktivitelerinin yaninda konak organizmanin bagisiklik hiicreleri i¢in yara iyilesmesi ve
konak hiicre proliferasyonu gibi bazi1 6nemli katkilart oldugu da bilinmektedir (Hans ve
Madaan 2014). Dolayisiyla, konak immiin yanit1 ile indiiklenen AMP’lerin aktivitesi, oral

mikrobiyotanin yararli immiinomodiilator etkisini sekillendirmektedir (Senel 2021).

Oral mikrobiyotada bulunan firsatc1 patojenler farkli faktorlerin etkisi altinda ¢ogalma
sanst bulduklarinda mikrobiyotadaki denge bozulmakta ve disbiyosis olusmaktadir
(Dutzan vd. 2018). Bu mikrobiyal topluluklarin gesitli viriilans faktorleri neticesinde
konak organizma bagisiklik tepkileri etkilenmektedir (Sedghi vd. 2021). Disbiyoz
neticesinde periodontal dokuda yiiksek seviyede iiretilen Th-17 ve nétrofil hiicreleri; IL-
6, IL-17, IL-23, TNF-a, IFN-y ve graniilosit koloni uyarici faktoriin yani sira C-C motifli
ligandlar ile inflamasyonun giiclenmesinde gorev almaktadir. Ayrica, gerceklestirilen
bazi c¢aligmalar oral mikrobiyota ile tetiklenen Th-17 hiicrelerinin immiinopatoloji

acisindan tetikleyici oldugunu da gostermektedir (Hajishengallis 2014).

Konak organizma ile oral mikrobiyota arasindaki homeostatik denge konak organizma
sagligr adina onem teskil etmektedir (Devine vd. 2015). Oral mikroorganizmalar bu
dengeyi proinflamatuvar ve antiinflamatuvar aktivite sergileyerek gerceklestirmektedir.
Dolayisiyla, agiz boslugunda gergeklesen hastaliklar sadece sorumlu patojen

mikroorganizmalar tarafindan degil ayn1 zamanda oral mikrobiyotanin kompozisyonu ve
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aktivitesi ile konak bagisiklig1 tizerindeki etkileri neticesinde olugmaktadir (Hooper ve

Macpherson 2010).

2.8 Postbiyotik Mediatorlerin Immiinomodiilatér Rolii

Geleneksel probiyotik, prebiyotik ve paraprobiyotik tanimlarina uymayan ve giincel bir
terim olarak karsimiza ¢ikan “Postbiyotik™ kelimesi i¢in arastirmacilar; canli olmayan
probiyotikler, inaktive edilmis probiyotikler, biyotik olmayanlar, hayalet probiyotikler ve
metabiyotikler gibi  farkli  terminolojiler — Onermektedir. Bununla  birlikte,
“paraprobiyotikler” (hayalet veya inaktif probiyotikler); Gida ve Tarim Orgiitii/Diinya
Saglk Orgiitii tarafindan kiigiik degisikliklerle probiyotik tanimina benzer sekilde
“yeterli miktarlarda uygulandiginda, tiiketiciler lizerinde fayda saglayan inaktive (canli
olmayan) mikrobiyal hiicreler” olarak ifade edilmektedir. Son yillarda olduk¢a yeni bir
kavram olmasma ragmen postbiyotikler ise, “konak¢ida biyolojik aktiviteye sahip
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen bakteriyel veya metabolik {iriinler” olarak
tanimlanmaktadir (Nataraj vd. 2020). Probiyotik olarak kabul edilen suslar tarafindan
tiretilen postbiyotiklerin tiiketiciler iizerinde siklikla benzer veya tamamlayici etkiler

sergiledikleri rapor edilmektedir (Aguilar-Toala vd. 2018).

Postbiyotik mediator (PM) kavrami, farkli biyolojik yolaklar: etkileyerek mikrobiyota
tiyelerinin faydali etkilerine aracilik eden ¢esitli biyo-aktif metabolitler (mediatorlerin)
icin kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda hiicre bagimsiz siipernatant, metabiyotik ve
biyojenik olarak da tanimlanan postbiyotik mediatorler; Tsilingiri ve Rescigno’ya (2013)
gore mikroorganizma tarafindan salinan veya mikroorganizmanin metabolik aktivitesi
yoluyla tiretilen, konak iizerinde dogrudan veya dolayli olarak yararli bir etki sergileyen
herhangi bir maddeyi veya sinerjistik etki saglayabilen birden ¢ok maddeyi
icerebilmektedir. Bu maddelerin konakgiya faydali etki saglayan ve probiyotik tanimini

karsilamayan tiim biyo-aktif bilesenleri icerebilecegi varsayilmaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Postbiyotik mediatorlerin ana gruplarinin gésterimi (Homayouni vd. 2020)

PM’lerin etki mekanizmalar1 arasinda konak hiicrede yerlesik mikrobiyotanin
diizenlenmesi, epitelyal bariyer fonksiyonunun arttirilmasi, sistemik veya lokal immiin
yanitlarinin diizenlenmesi, sistemik metabolik yanitlarin diizenlenmesi ve sinir sistemi ile
sinyal sistemi yer almaktadir (Favero vd. 2022). Son yillarda gergeklestirilen ¢alismalar
PM’lerin konak immiin yanitinda bagisiklik hiicrelerinin modiilasyonunu cesitli
mekanizmalar araciligi ile saglayabildigini rapor etmektedir (Sekil 2.5) (Cuevas-
Gonzalez vd. 2020). Bu immiinomodiilator etki hiicre duvar yapilari ile Thl bagisiklik
hiicrelerinin uyarilmasiyla sitokin iiretiminin artist ve Th2 bagisiklik hiicrelerinin
uyarilmasiyla sitokin T{retiminin azaltilmasi seklinde gerceklesmektedir. Ayrica,
peptidoglikanlarin makrofaj hiicreleri ile etkilesime girerek bazi sitokinlerin {iretimini

engelledigi de ifade edilmektedir.

Mikroorganizmalar tarafindan fermentasyon sonucunda hiicre digina iiretilen ve hiicre
bagimsiz siipernatant (HBS) olarak da tanimlanan PM’ler ¢ok sayida biyolojik aktivite
sergileyen cesitli metabolitleri icerebilmektedir (Hamad vd. 2020). Bu metabolitlerin

(yag asitleri, organik asitler, hidrokarbonlar, aminoasitler, fenol, benzoik asitler, alkoller,
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seker, peptitler) anti-inflamatuvar sitokinlerin gen ifadesini arttirdig1 ve pro-inflamatuvar
proteinlerin gen ifadesini ise azalttigi bilinmektedir (Lee vd. 2020). Lactobacillus
rhamnosus GG bakterisi ile yapilan bir ¢alismada HBS’lerin anti-inflamatuvar 6zellikteki
IL-4, IL-5 ve IL-10 sitokinlerini modiile ettigini ortaya konmustur. Benzer bir ¢alismada
HBS’lerin anti-inflamatuvar sitokin olan IL-8 modiilasyonuna etki ettigi ve makrofajlar
tarafindan iiretilen IL-1pB, IL-6, TNF-a ve IL-10 sitokinlerinin liretimini modiile ettigini

gosterilmektedir (De Marco vd. 2018).

Sekil 2.5 PM’lerin immiinomodiilator roliiniin sematik gosterimi (Yesilyurt vd. 2021)

PM’ler arasinda yer alan bakteriyel ekzopolisakkaritler (EPS), bakterilerin hiicre
yiizeyinde bagli bulunan (EPS-b) veya hiicre disina salinan (EPS-r) kapsiiler yapisi ile
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bakterinin hiicre ylizeyine tutunmasini saglayan ve antiinflamatuvar etki sergileyen
makromolekiiller olarak tanilanabilmektedir. Bakterilerin tiiriine gore farklilik gosteren
EPS’ler homopolisakkarit veya heteropolisakkarit yapida olabilmektedir (Sutherland
1972). Homopolisakkaritler tek tiir monosakkarit tiirevinden meydana gelen EPS’leri
ifade etmektedir. Hiicrelerde glikansiikrazlarin araciligi ile tiretimleri ger¢eklesmektedir
(Monsan vd. 2001). Heteropolisakkaritler ise bir disakkaritten hektasakkarite kadar farkl
monosakkaritlerden olusmaktadir (De Vuyst ve Degeest 1999). Bakteriler tarafindan
iiretilen EPS’ler bakteriyi virlislerden, fagositoz yapan bagisiklik hiicrelerinden veya
toksik etki gosteren maddelerden korumakta ve ayni zamanda kolonize oldugu konak
organizmanin bagisikligini, fizyolojik mekanizmalarini, lipit metabolizmalarini ve
patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu da etkilemektedir (Dinic vd. 2018).
Lactobacillus paraplantarum BGCG11 susu tarafindan iretilen bir EPS farelere
uygulanmis ve IL-1f3, TNF-a ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) miktarinda
azalma ile IL-6 ve IL-10 (antiinflamatuvar sitokinler) miktarinda atisa neden olmustur
(Wang vd. 2020). EPS’lerin ayn1 zamanda oksidatif strese neden olan serbest oksijen
tiirevlerinin aktivitesini azaltarak antioksidan aktivite sergiledigi de rapor edilmektedir
(Liu vd. 2010).

Sicaklik uygulamasi, kimyasal muamele, sonikasyon ve ultraviole isinlart gibi
yontemlerle inaktive edilen cansiz bakteri hiicreleri de immunomodiilatér etki
sergileyebilmektedir. Inaktivasyon anlaminda birgok islem olmasima karsin en yaygin
yontem sicaklik ile uygulanan inaktivasyon olarak kabul edilmektedir (Taverniti ve
Guglielmetti 2011). Gergeklestirilen galismalar, Lactobacillus kaynakli inaktive edilmis
hiicrelerin 1L-6 ve TNF-o gibi sitokinleri baskiladigini, 1L-10 gibi anti-inflamatuvar
sitokinlerin {iretilmesinde ise etkili oldugunu gdstermektedir (Chung vd. 2019). Ug farkl
1s1 ile inaktive edilmis Lactobacillus tiirlerinin fareler tizerinde kullanildigi bir ¢alismada
ise inaktive Lactobacillus hiicrelerinin dentritik ve makrofaj bagisiklik hiicrelerini
indiikledigi, IL-12 mediatoriiniin iiretiminde artisa neden oldugu sonucuna varilmistir
(Ditu vd. 2014). Bu etkilerinin yanisira, inaktive edilen hiicrelerin serbest radikaller
tizerindeki antioksidatif etkileri ile konak organizma tarfindan baslatilan inflamasyonun

yonetilmesinde de olduk¢a 6nem teskil ettigi belirtilmektedir (Jang vd. 2018).
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Hiicre yiizey proteinleri, hiicrelerin dis zarinda bulunarak hiicresel madde alig-verisini
kontrol eden, cesitli sinyal yolaklarina aracilik eden ve hiicre-hiicre etkilesimlerini
saglayan protein temelli yapilar olarak bilinmektedir. Hiicre yiizey proteinleri arasinda
bulunan ve hiicre ylizey tabakasimi olusturan S tabakasi proteini, mukus baglayici
proteinler, fibronektin baglayici proteinler, kollajen baglayici proteinler gibi yapilar
bakterilerin postbiyotik mekanizmalarini olusturmada ve sergilemede kilit rollere sahiptir
(Frece vd. 2005). Konak organizma ile temasi miimkiin kilan hiicre yiizey proteinleri
konak organizmada sinyal iletim mekanizmalarinin aktive olmasini saglamaktadir. Sinyal
iletim mekanizmalarinin aktivitesi neticesinde kemokinler ve sitokinlerin salgilanmasi
gerceklesmektedir. Kemokin ve sitokinlerin salgilanmasindaki etki, hiicre ylizey
proteinlerinin  immiinomodiilatér etkisine aracilik etmektedir (Gao vd. 2017).
Lactobacillus rhanmosus GG bakterisinin hiicre yiizey proteinleri ile yapilan in-vitro bir
caligmada pro-inflamatuvar 6zellik sergileyen sitokinlerin aktivitesinin azaldig: ifade
edilmektedir. Lactobacillus bakterileri ile yapilan bir baska ¢alismada ise hiicre ylizey
proteinlerinin  konak organizmada anti-inflamatuvar 6zellik sergileyen IL-10
sitokinlerinin tiretimini arttirdigi ve inflamatuvar etki gosteren TNF-a’nin {iretilmesinin
baskilanmasinda gorev aldigini gostermektedir. Ayni zamanda hiicre yiizey proteinlerinin

IL-8 sitokinlerinin ifadesini etkiledigi de belirtilmektedir (Chandhni vd. 2021).

Konak organizmanin bagisiklik mekanizmalarinda modiile edici etkileri oldugu anlasilan
bakteriyel lizatlar, TLR aracilig1 ile konak bagisiklik hiicreleri olan dentritik hiicreler ile
etkilesime girerek aktivite gostermektedirler. Dentritik hiicrelerin bakteriyel lizatlar ile
uyarilmasiyla kemokinlerin salinmakta ve polimorfoniikleer nétrofillerin hareketi
tetiklenmektedir. Ayn1 zamanda IL-4 ve IL-13 gibi Th2 hiicreleri ile ortama salinan
sitokin miktarlarinin azaltilmasinda da goérev almaktadirlar. Bununla birlikte, Thl ile
ortama salman IFN-y gibi sitokinlerin miktarinin arttirtlmasindan da sorumludurlar
(Kaczynska vd. 2022). Bakteriyel hiicre lizati etkilerinin g¢alisildigi bir ¢alismada
bakteriyel lizatlarin konak organizma tarafindan iretilen TNF-a, IL-1p, IL-6 tretimini
tesvik ettigi ifade edilmektedir. Ayni zamanda konak organizmada bulunan PRR
reseptorleri ile etkilesime giren bakteriyel hiicre lizati, B hiicreleri ile etkileserek antikor
tiretiminde kritik rol oynadigi sonucuna varilmaktadir (Coviello vd. 2014). Dolayisiyla,

konak bagisikligin1 desteklemek adina bakteriyel hiicre lizatlar1 da 6nem arz etmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirii, gelisim ve saklama kosullar:

Tez galismas1 kapsaminda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Farmabiyotik Teknolojileri
Aragtirma Laboratuvari bakteri kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve anne siitii ile beslenen
bebek fekal mikrobiyotasindan izole edilerek 16S rRNA dizi analizine gore
Lactiplantibacillus plantarum olarak tanimlanan EIR/IF-1 susu kullanilmigtir. Bu bakteri
daha once gerceklestirdigimiz ¢aligmalar neticesinde sergilemis oldugu énemli biyolojik

aktiviteleri dikkate alinarak secilmistir (Omeroglou vd. 2022, Karaca vd. 2022)

Lactiplantibacillus plantarum EIR/IF-1 susu % 1 oraninda MRS (Merck) s1vi besiyerine
(Cizelge 3.1) inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat kiiltiire edilmistir. 5.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij islemini takiben list faz uzaklastirilmis ve hiicreleri igeren pellet 1 mL steril
serum fizyolojik su (SF; % 0,85 NaCl) ile yikanmustir. Ikinci bir santrifiij islemi ardindan
hiicreler % 50 gliserol (Merck) ¢ozeltisinde siispanse edilmis ve kriyoviallere (Sarstedt)
aktarilarak -80°C’de saklanmistir (Todorov vd. 1999).

Cizelge 3.1 Caligma kapsaminda kullanilan besiyerleri igerikleri

Besiyeri Icerik/L
MRS; De Man, Rogosa and 10 g Pepton
Sharpe (Merck) 8 g Et ekstrakti

4 g Maya ekstrakti

20 g Dekstroz

2 g Dipotasyum siilfat
1 g Tween 80

2 g Diamonyum sitrat
5 g Sodyum asetat

0.2 Magnezyum siilfat
0.04 Mangan siilfat
pH 5,7 £ 0,2

26



3.1.2 iPDLF hiicreleri ve gelisim kosullar

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Farmabiyotik Teknolojileri Arastirma Laboratuvari
hiicre kiiltiir koleksiyonundan temin edilen insan periodontal ligament fibroblast (iPDLF)
hiicreleri rutin hiicre ¢ozme prosediirlerinin ardindan ivedilikle fibroblast hiicreler igin
hazirlanan besiyeri (alfa-MEM-Sartorius, % 10 Fetal Sigir Serum-Bl, % 1 penisilin-
streptomisin-Gibco, % 1 L-glutamin-Sartorius ve %1 esansiyel olmayan amino asit-
Gibco) igerisine alinarak 37°C sicaklikta % 5 CO2 ve % 80-90 bagil nem kosullarini

saglayan bir inkiibatorde (Niive) kiiltiire edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Postbiyotik mediatorlerin elde edilmesi

3.2.1.1 Hiicre bagimsiz siipernatant (HBS) eldesi

Genel olarak hiicre disina salinan tiim metabolitleri iceren PM’lerin eldesi amaciyla
EIR/IF-1 susu % 1 oraninda MRS siv1 besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda 4°C’de 15.000g°de 20 dakika
santriftij islemi (Niive) gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrasinda PM’leri iceren hiicre
bagimsiz siipernatant (HBS) alinmis ve hiicrelerinden arindirilmak tizere 0.22 pm ¢aplt
steril membran filtreden (Sarstedt) gecirilmistir (Mohammedsaeed vd. 2014). Bir gece -
20°C’de, ardindan -86°C’de dondurulan PM’leri igeren {iist faz 24 saat boyunca
liyofilizasyon islemine (donma kosullar1 -20°C, vakum basinct: 0.120 mB-kondansor
sicakligr -58°C; Christ freeze dryer) tabi tutulmustur. Toz formda elde edilen PM’ler daha
sonraki asamalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir. Tiim bu asamalar sekil

3.1’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1 HBS eldesinin sematik gosterimi (BioRender programu ile ¢izilmistir)

3.2.1.2 inaktive hiicrelerin eldesi

Inaktive hiicrelerin eldesi amaciyla EIR/IF-1 susu % 1 oraninda MRS siv1 besiyerine

inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon

sonrasinda 4°C’de 15.0009’de 20 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen

pellet igerisinde bulunan hiicre sayisini belirlemek amaciyla steril SF ¢ozeltisinde

siispanse edilmis ve seri diliisyon islemine tabi tutulmustur. Her bir diliisyon faktoriinden
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10 pL alinarak MRS kati besiyerine drop-plate yontemiyle mikrobiyolojik ekimler
gerceklestirilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben gelisen koloniler sayilmis ve
kob/mL olarak hesaplanmistir. Sayim islemine tabi tutulan hiicrelerin inaktivasyonu 1s1
uygulamasi ile gerceklestirilmistir. Hiicreler su banyosunda (Niive) 60°C’de 3 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben inaktivasyonun gergeklesip gerceklesmedigini kontrol
etmek amaciyla MRS sivi besiyerine 100 pL, MRS kat1 besiyerine ise 10 pL ekimler
gerceklestirilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibasyonu takiben kiiltiir gelisimi ya da koloni
gelisimi kontrol edilmistir (Nataraj vd. 2020). Tim asamalar1 aseptik kosullarda
gerceklestirilen analizler neticesinde elde edilen inaktive hiicreler daha sonraki
asamalarda kullanilmak tlizere -20°C’de saklanmistir. Tim bu asamalar sekil 3.2°de

Ozetlenmistir.

3.2.1.3 Hiicre lizatinin eldesi

Hiicre lizatinin eldesi amaciyla EIR/IF-1 susu % 1 oraninda MRS s1v1 besiyerine inokiile
edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda
4°C’de 15.0009°de 20 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen hiicreler
(pellet) 5 mM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA, Merck) ve 5 mM magnezyum kloriir
(MgCl, Merck) igeren 1 mL hidroksimetil aminometan (TRIS, Merck) (pH: 7,5) ¢6zeltisi
ile ¢oziilmiistiir. 40W’da 3 kez sonikasyon islemi uygulanmistir (QSonica). 4 °C’de 10
dakika 14.000g’de santrifiijii takiben hiicre lizati elde edilmistir (Nataraj vd. 2020).
Hiicrelerin lize oldugunu test etmek amaciyla MRS sivi besiyerine 100 pL, MRS kat1
besiyerine ise 10 uL ekimler gerceklestirilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibasyonu takiben
kiiltiir gelisimi ya da koloni gelisimi kontrol edilmistir. Tiim asamalar1 aseptik kosullarda
gerceklestirilen analizler neticesinde elde edilen hiicre lizat1 liyofilize edilmis ve daha
sonraki asamalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklanmistir. Tiim bu asamalar sekil

3.3°de Ozetlenmistir.
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Sekil 3.2 Inaktive hiicre eldesinin sematik gosterimi (BioRender programu ile ¢izilmistir)
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Sekil 3.3 Hiicre lizat1 eldesinin sematik gosterimi (BioRender programu ile ¢izilmistir)

3.2.1.4 Ekzopolisakkarit (EPS) eldesi

Serbest ekzopolisakkaritlerin (EPS-r) eldesi: EPS-r eldesi amaciyla EIR/IF-1 susu %

1 oraninda MRS sivi besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda 4°C’de 15.0009°de 20 dakika santrifiij islemi

gergeklestirilmistir. Elde edilen siipernatant (iist faz) su banyosunda (Niive) 100°C’de 15

dakika bekletilmistir. 15.000g’de 15 dakika santrifiij uygulamasini takiben elde edilen

slipernatant iizerine, % 20 konsantrasyonda trikloroasetik asit (TCA, Sigma) eklenmistir.
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4°C’de 2 saat siireyle calkalamali inkiibasyonu takiben 4°C’de 25.000g’de 20 dakika
santrifiij islemi uygulanmistir. Elde edilen siipernatanta hacminin 2 kati1 kadar % 95
konsantrasyonda etanol (Merk) eklenerek bir gece inkiibasyon uygulanmistir. 4°C’de
6.000g’de 30 dakika santrifiij islemi uygulanarak EPS-r elde edilmistir (Tallon vd. 2003).
Tiim asamalar1 aseptik kosullarda gergeklestirilen analizler neticesinde elde edilen EPS-
r liyofilize edilmis ve daha sonraki agamalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklanmuistir.

Tiim bu asamalar sekil 3.4’de 6zetlenmistir.

Hiicre yiizeyine bagh ekzopolisakkaritlerin (EPS-b) eldesi: EPS-b eldesi amaciyla
EIR/IF-1 susu % 1 oraninda MRS siv1 besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda 4°C’de 15.000g°de 20 dakika
santriflij islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen hiicreler (pellet) 10 mL SF ile yikanmis
ve ardindan 5 mL 1 M sodyum kloriir (NaCl, Merck) ile siispanse edilereck 40W’da 3
dakika sonikasyon islemine tabi tutulmustur. 4°C’de 6.0009°de 30 dakika santrifiij islemi
uygulanmis ve elde edilen siipernatanta hacminin 2 kat1 kadar soguk saf etanol eklenerek
4°C°de bir gece inkiibasyon gergeklestirilmistir. 4°C’de 6.000g°de 30 dakika santrifij
islemi uygulanarak EPS-b elde edilmistir (Tallon vd. 2003). Tiim asamalar1 aseptik
kosullarda gergeklestirilen analizler neticesinde elde edilen EPS-b liyofilize edilmis ve
daha sonraki agamalarda kullanilmak {izere -20°C’de saklanmistir. Tiim bu asamalar sekil

3.5°de Ozetlenmistir.

EPS’lerde total glukoz tayini: EPS-b ve EPS-r i¢in total glukoz miktar1 Dubois vd.
(1956) tarafindan Onerilen yontem kullanilarak ve glukoz standarti dikkate alinarak
belirlenmistir. Standart egri elde etmek icin kullanilan glukoz konsantrasyonlar ¢izelge
3.2’de sunulmustur. Orneklere ve glukoz standartlarma 1 mL hacimde % 5 fenol ve 5 mL
% 96 konsantrasyonda stlfirik asit eklenerek 10 dakika oda sicakliginda ardindan
37°C’de 15 dakika inkiibasyon uygulanmistir. Inkiibasyonu takiben meydana gelen renk
degisimi 490nm dalga boyunda gergeklestirilen spektrofotometik okumalar neticesinde

belirlenmistir.
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Sekil 3.5 EPS-b eldesinin sematik gosterimi (BioRender programu ile ¢izilmistir)
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Cizelge 3.2 Glukoz standarti i¢in kullanilan konsantrasyonlar

Stok Glukoz dH20 Toplam Konsantrasyon
Cozeltisi (ng/mL)
(1000 pg/mL)
800 uL 200 uL 800
600 uL 400 pL 600
400 uL 600 puL 400
200 uL 800 uL 200
0pL 1000 pL 0
1000 pLL 0pL 1000

3.2.1.5 Hiicre yiizey proteinlerinin eldesi

Hiicre yilizey proteinlerinin eldesi amaciyla EIR/IF-1 susu % 1 oraninda MRS sivi
besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. 24 saat
inkiibasyon sonrasinda 4°C’de 15.0009’de 20 dakika santrifiij islemi gergeklestirilmistir.
Elde edilen pellet 2 kez 25 mL soguk fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS; % 0,12 KoHPO4, %
0,022 Na2HPO4, % 0,85 NaCl pH: 7,4) ile yikanmistir. Ardindan 10 mL 5 M lityum kloriir
(LiCl, Merck) ¢ozelitisi eklenerek 4°C’de 15 dakika karistirilmistir. 4°C’de 9000g°de 10
dakika santrifiij islemi uygulanmis ve elde edilen siipernatant 12.000 spektra/por ¢apina
(MWCO) sahip molekiiler gézenekli membrana (Sigma) aktarilarak 24 saat boyunca
soguk distile suya (dH20) kars1 diyaliz islemine tabi tutulmustur. Uygulanan diyaliz
isleminde ilk 8 saat igerisinde her 2 saatte bir su degisimi yapilmistir. Diyaliz edilen
¢ozelti 4°C’de 20.000g’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pellete 10 mL 1 M
LiCl ¢ozeltisi eklenmis ve ardindan 4°C’de 15 dakika karistirilmistir. 4°C’de 20.000g’°de
10 dakika santrifiij isleminin ardindan elde edilen siipernatant diyaliz membranmna
aktarilarak tekrar 24 saat diyaliz islemine tabi tutulmustur. Diyaliz edilen ¢6zelti 4°C’de
20.000g’de 30 dakika santrifiij edilmistir (Nataraj vd. 2020). Tim asamalar1 aseptik
kosullarda gerceklestirilen analizler neticesinde elde edilen hiicre yiizey proteinleri
liyofilize edilmis ve daha sonraki asamalarda kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

Tim bu asamalar sekil 3.6’da 6zetlenmistir.
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Elde edilen hiicre yiizey proteinlerinin total protein tayini ise BCA Protein Test Kiti
(Smith yontemi; TaKaRa) kullanilarak ve iireticinin 6nerdigi protokol takip edilerek
gerceklestirilmistir. Analiz icin 2mg/mL olan BSA stok c¢ozeltisinden 125 pg, 250 pg,
500 pg, 750 pg, 1000 pg ve 2000 pg/mL olacak sekilde konsantrasyonlar hazirlanmastir.
96 doku kiiltiir plaka kuyularina hiicre yiizey protein soliisyonundan 25 pL eklenmis ve
tizerine 200 pL BCA reaktifi ilave edilmigstir. 37°C’de 30 dakika inkiibasyonu takiben
BCA reaktifinin bakir iyonlar1 ve proteinlerin peptit baglar1 arasinda olusan reaksiyon
neticesinde mor renkte bir son iiriin elde edilmistir. Meydana gelen renk degisimi ise
562nm dalga boyunda gergeklestirilen spektrofotometik okumalar neticesinde

belirlenmistir.

3.2.2 Postbiyotik mediatorlerin immiinomodiilator etkilerinin belirlenmesi

3.2.2.1 PM’lerin iPDLF hiicre canlihg: iizerine etkilerinin belirlenmesi

Bolim 3.1.2°de belirtildigi sekilde T75 flasklar igerisinde kiiltiire edilen hiicreler 1 hafta
boyunca 3 giinde bir besi ortamlari tazelenerek 37°C sicaklikta % 5 CO2 ve % 80-90 bagil
nem kosullarin1 saglayan bir inkiibatorde ¢ogaltilmistir. Belirli araliklara invert faz
kontrast mikroskopta (Olympus, Sekil 3.7) incelenen ve % 85-90 doluluga (confluency)
ulastig1 tespit edilen hiicreler iizerinden besiyeri alinmig ve 10 mL PBS tamponu ile

yikama islemi gerceklestirilmistir.

Sekil 3.7 Invert faz kontrast mikroskop goriintiisii
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Yikama sonrasinda flask igerisinden PBS alinarak 2-3 mL % 0,25 Tripsin-53 mM EDTA
eklenmis ve 37°C sicaklikta inkiibe edilmistir. 3-5 dakika inkiibasyonun ardindan eklenen
Tripsin-EDTA’nin 2 katt hacminde besiyeri kullanilarak flask igerisindeki hiicreler
toplanmis ve 200g°de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist
faz uzaklastirilarak hiicre pelleti 1 mL besiyeri ile slispanse edilmistir. Hiicreler otomatik
hiicre sayim cihazinda (Bio-Rad) tripan mavisi ile boyama neticesinde (Sekil 3.8)
sayilmis ve 10.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu doku kiiltiir plakalarina ekilerek

tekrar inkiibatére alinmstir.

Hicre suspansiyonunun santrifij edilerek hiicrelerin ayrimasi

a8 Spin @ v Sipernatant

= N .

Hicre Pelieti
Besiyerinde ¢ozillen hiicrelerin tripan mavisi (10mikrolitre) ile kangtinimasi
/
Besiyen Tripan Mavisi
L — S — g

b . Inkiibasyon W 3 min
Coziinen &
hcreler

Omeklen‘n lama aktarlarak mikroskopta incelenmesi ve hiicre sayim cihazinda sayiimasi

/ ‘ e Canli hucreler i
: ?; 4 W 0 hicreter » !
> |

Sekil 3.8 Hiicre sayim yonteminin temel basamaklar1 (BioRender programu ile ¢izilmistir)

Hemositometri

24 saatlik inkiibasyon siiresini takiben hiicrelerin tizerinde bulunan besiyeri tamamiyla
atilmig ve farkli konsantrasyonlarda HBE (10-1000 pg/mL), EPS-r (10-1000 pg/mL),
EPS-b (10-1000 pg/mL), hiicre lizat1 (0,1-1000 pg/mL), hiicre yiizey proteinleri (0,1-100
ng/mL) e inaktive edilmis hiicre (10°-10%° kob/mL) igeren besiyeri ayr1 ayr1 ve 3 tekrar
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olacak sekilde kuyulara ilave edilmistir. PM icermeyen kuyular pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresini takiben hiicrelerin {izerindeki besiyeri
tamamen uzaklagtirilmis, hiicreler steril PBS (pH 7,4) ile birkag tur nazikg¢e yikanmis ve
MTT testi ile hiicre canliliklar1 belirlenmistir (Sekil 3.9). Bu kapsamda her bir kuyuya 10
pL MTT soliisyonu (5 mg/mL, Serva) eklenmis ve 4 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra
soliisyon uzaklastirilmistir. Proliferasyona ugrayan hiicrelerde artan dehidrojenaz enzim
aktivitesi neticesinde tetrazolyum tuzunun (sar1 renk) olusturdugu formazan (mor)
kristalleri DMSO (Sigma) ile ¢6ziinmiis ve olusan rengin optik yogunlugu 550nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucuda (BioTek, Epoch) dl¢iilmiistiir (Denizot vd. 1986).

/ of8f 4

» - »
=5
;‘ 2n
hPDLPerin kuyulara ) WS 00, %35 bagd nem Bamyer: ortameen atimasi PM ekl
dagitimasi 37C'de 24 saat S
inkiibasyon

%5 C0; %95 bagl nem

Inkiibasyonu takiben MTT sollisyonu eklenmesi ve 4 saat inkiibasyona
37C'de 24 saat birakilmasi

inkiibasyon
— 000000000000 MTT cazeltisinin
! 000000000000 tamamen
& .o
000000000000 olugan formazan
N :ooooo::o:n knistallerinin DMSO
00000000000 Aeltis)
gozeltisi kullanilarak
Optik yogunluun 550 nm 000000000000 e
dalga boyunda Gigimesi

Formazan kristalleri

Sekil 3.9 MTT yonteminin sematik 6zeti (BioRender programi ile ¢izilmistir)
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3.2.2.2 PM’lerin iPDLF hiicre bagisiklik cevabu iizerine olan etkilerinin belirlenmesi

Bu asamada oncelikli olarak hedef hiicreler lizerinde inflamasyonu indiikleyebilmek
amaciyla P. gingivalis bakterisine ait LPS (Sigma) kullanilmistir. iPDLF hiicreleri
100.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu doku kiiltiir plakalarina dagitilmistir.
LPS’in toksik olmayan dozunu belirlemek amaciyla oncelikle 1 pg/mL, 5 ng/mL ve 10
ng/mL LPS konsantrasyonlari ile stimiilasyon gergeklestirilmis ve 24 saat inkiibasyon

takiben MTT analizi ile hiicre canliligi belirlenmistir.

Ikinci asamada ise; LPS’nin sitotoksik etki sergilemeyen en yiiksek dozu ile PM’ler
birlikte inkiibe edilmis ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre siipernatantlarindaki
interlokin (IL)-10, IL-8 ve interferon (IFN)-gama seviyeleri ELIZA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay, MabTech) kullanilarak belirlenmistir. Gergeklestirilen tiim

ELIZA asamalar sekil 3.10°da 6zetlenmistir.

3.2.3 istatistiksel analizler

Calisma kapsaminda gerceklestirilen tiim analizler 3 teknik tekrarli olacak sekilde
gerceklestirilmis ve GraphPad (GraphPad Prism v.3.0, GraphPad Yazilimi, San Diego,
CA, ABD) kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testi tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile tespit edilmis ve tiim istatistiksel analizlerde p<0.05
anlamli olarak kabul edilmistir. Anlamlilik derecelerini belirlemek i¢in Prism’in
siniflandirma sistemi kullanilmistir (0.0001<p<0.001 = son derece anlamli***,
0.001<p<0.01 = ¢ok anlamli**, 0.01<p<0.05 = anlamli* ve p>0.05 = anlamli degil, ns:

istatistiksel olarak anlamli degil).

40



Yy

1. 96 kuyulu mikroplaklar (Immulon 2HB, Thermo Labsystems) 1XPBS’de
hazirlanan IL-10 (1 pg /mL), IL-8 (0.6 pg /mL) ve IFN-y (1 pg /mL)
monoklonal anikorlar1 (MabTech, 100 pL) ile kaplanmis ve bir gece
+4°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan antikorlar1 igeren
karisim dokiilmiis ve plaka kuyularma 200 pL bloklama tamponu (% 0.1
Bovin serum albumin ve % 0.05 Tween 20 igeren 1XPBS) eklenerek 2 saat
oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Yikama islemi ise yikama tamponunda (500
mL 10XPBS, 2.5 mLTween 20 ve 4.5 L dH.O) bes kez 5’er dakika
araliklarla gergeklestirilmis ve ardindan suda yikanan plakalar
kurutulmustur.

2. Plaka kuyularina PM’ler ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
standartlar eklenmis ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yukarida anlatildign sekilde yikama islemi
tekrarlanmistir.

3. Biotinlenmis ikincil tespit antikorlar1 T-hiicre tamponunda (500 mL 1X
PBS, 0.25 mL Tween 20 ve 25 mL % 5 FCS), 1:1000 seyreltme oraninda
hazirlanmis ve 100 pL olacak sekilde kuyulara eklenerek oda 1sisinda 2 saat
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yukarida anlatildigi sekilde yikama islemi
tekrarlanmustir.

4. Yikama igleminin ardindan T-hiicre tamponunda 1:1000 seyreltme
oraninda hazirlanmig streptavidin alkalin fosfataz (SA-AKP; Thermo
Scientific) enzimi 100 pL olacak sekilde kuyulara eklenerek oda 1sisinda 1
saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yukarida anlatildigi sekilde yikama islemi
tekrarlanmustir.

5. Para-nitrofenil fosfat (Pnpp; ThermoScientific) 100 pL olacak sekilde
substrat olarak kuyulara eklenmistir. Enzimatik reaksiyon sonucunda sar1
renk olusumu takip edilmis ve optik yogunluk otomatik olarak mikroplaka
okuyucuda (Molecular Devices, SoftmaxPro Software, V5) 405nn’de,
standart dortlii parametre satiirasyonuna gelene kadar okunmustur.

6. Her bir sitokinin miktar1 rekombinant sitokinleri bilinen miktarlarini
igeren standartin kullanimi neticesinde elde edilmistir.

Sekil 3.10 ELIZA yonteminin temel asamalarinin sematik 6zeti
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Postbiyotik Mediatorlerin Miktarlar:

Tez ¢aligmasi kapsaminda gergeklestirilen farkli agsamalar neticesinde Lactiplantibacillus
plantarum EIR/IF-1 susundan elde edilen ¢esitli PM’ler hiicre kiiltiirii galigmalar1 igin
hazirlanmistir (Sekil 4.1). Ana stok konsantrasyonu 500 mg/mL olacak sekilde steril
dH20 ile sulandirilan HBE 0.22 pm ¢apli membran filtreden gegirilerek sterilize edilmis
ve calismalara dahil edilmistir. Is1 ile inaktive edilen hiicreler inaktivasyondan once
mikrobiyolojik ydntemler neticesinde sayilmis ve 10* kob/mL olarak belirlenmistir.
Inaktiavsyonu takiben gerceklestirilen ekimler neticesinde ise sivi kiiltiirde ve kati
ortamda herhangi bir gelisme gozlenmemistir. Bu sonug, hazirlanan inaktive hiicre
soliisyonunda canlt hiicre kalmadigin1i ve inaktivasyonun basarili bir sekilde
gerceklestigini kanitlamigtir. Benzer sonuglar lize edilen hiicreler de gdzlenmis olup

hiicrelerin lize oldugu dogrulanmustir.

EIR/IF-1 susundan ekstrakte edilen gesitli EPS’lerin glukoz miktar1 hazirlanan standart
egri (Sekil 4.2) kullanilarak hesaplanmistir. Standart egri, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan glukoz ¢6zeltilerinde meydana gelen renk degisiminin (Sekil 4.3) 490nm dalga
boyunda gergeklestirilen spektrofotometik okumalar1 neticesinde olusturulmustur. Elde
edilen veriler, EPS-b’nin 140,71+2,4 mg/L EPS-r’nin ise741,63+18,2 glukoz igerigine
sahip oldugu belirlenmistir.

EIR/IF-1 susundan izole edilen hiicre yiizey proteinlerinin total protein miktar1 BCA kiti
kullanilarak analiz edilmis ve hazirlanan standart egri (Sekil 4.4) kullanilarak
hesaplanmistir. Elde edilen veriler neticesinde hiicre yiizey proteinlerinin toplam protein

miktar1 1,1+0,4 mg/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1 Liyofilize olarak elde edilen PM’lerin genel goriintiileri ve miktarlari
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Sekil 4.3 Farkli glukoz konsantrasyonlarinda meydana gelen renk degisimi (Analiz 4
tekrar olarak gerceklestirilmistir)
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Sekil 4.4 BCA standart egrisi

4.2 Postbiyotik Mediatorlerin Sitotoksik Olmayan Dozlarimin Secimi

4.2.1 iPDLF hiicrelerinin kiiltiirii

-86°C’de saklanan hiicreler kiiltiire edilmis ve sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilmak
tizere pasajlanmistir. iPDLF hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri sekil 4.5°de

sunulmustur.

4.2.2 PM’lerin iPDLF hiicre canlihig iizerine etkileri (Sitotoksisite)

Mikroskobik sayimlar neticesinde 1x10% hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu doku kiiltiir
plakalarinda hazirlanan hiicreler degisen konsantrasyonlarda PM’ler ile 24 saat birlikte
inkiibe edilmis ve MTT testi neticesinde kontrol gruplarindan elde edilen absorbans
degerleri ile test gruplarindan elde edilen absorbans degerleri dikkate alinarak hiicre
canliligl analiz edilmistir. MTT verileri degerlendirildiginde; HBS, EPS-b, EPS-r ve
hiicre lizatinin 1000 ug/mL dozlar ile hiicre yiizey proteinlerinin 100 pg/mL dozu,
inaktive hiicrelerin ise 101° kob/mL dozu hiicreler iizerinde toksik etki sergilemistir (Sekil

4.6-4.11),
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Sekil 4.5 iPDLF hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (4x ve 40x)
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Sekil 4.7 Inaktive hiicrelerin iPDLF hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi
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Absorbans (570 nm)

Absorbans (570 nm)
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Sekil 4.9 EPS-r’nin iPDLF hiicre canlilig iizerine olan etkisi
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Sekil 4.11 Hiicre yiizey proteinlerinin iPDLF hiicre canlilig iizerine olan etkisi
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4.3 Postbiyotik Mediatorlerin iPDLF Hiicreleri Uzerindeki Inmunomodiilatér Rolii

Bu asamada oOncelikli olarak iPDLF hiicrelerinde inflamasyonu indiikleyebilmek
amaciyla kullanilan P. gingivalis susuna ait LPS’nin farkli konsantrasyonlarinin hiicre
canlilig1 {lizerine olan etkisi belirlenmistir (Sekil 4.12). Elde edilen veriler neticesinde
caligmaya dahil edilen LPS’nin 5 ve 10 ug/mL konsantrasyonlarinin hiicre canliligin
azalttig1 belirlenmis olup sitotoksik etki gostermedigi belirlenen doz olarak 1 pug/mL

hiicre stimiilasyonunda kullanilmak iizere se¢ilmistir.
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Sekil 4.12 Porphyromonas gingivalis’e ait LPS’nin farkli konsantrasyonlarinin iPDLF
hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi

Ikinci asamada iPDLF hiicreleri LPS’nin sitotoksik etki sergilemeyen ideal dozu ve
PM’lerin secilen konsantrasyonlar1 ile birlikte inkiibe edilmis ve 24 saat inkiibasyon
sonrasinda hiicre siipernatantlarindaki I1L-10, IL-8 ve IFN-gama seviyeleri ELIZA ile
belirlenmistir. Analiz neticesinde elde edilen ve rekombinant sitokinlerin bilinen

miktarlarini igeren standartlarin kalibrasyon egrileri sekil 4.13’de sunulmustur.
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Elde edilen veriler IL-8 agisindan degerlendirildiginde, P. gingivalis’e ait LPS’nin IL-8
tiretimini indiikledigi, PM’lerin ise bu etkiyi azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.14). Anti-
inflamatuvar 6zellik sergileyen IL-10 {iretiminin ise PM’ler tarafindan doza bagli olarak
indiiklendigi belirlenmistir (Sekil 4.15). Ancak, IFN-gama iiretiminde tespit edilebilir bir
sinyal saptanamamustir. Stimiilasyon yapilmayan hiicrelerde de tiim sitokinler agisindan

herhangi bir sinyal tespit edilmemistir.
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Sekil 4.14 PM’lerin P. gingivalis LPS’si ile indiiklenmis iPDLF hiicrelerinin IL-8
tiretimine etkisi
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Sekil 4.15 PM’lerin P. gingivalis LPS’si ile indiiklenmis iPDLF hiicrelerinin 1L-10
tiretimine etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Degisik nedenlere bagli olarak olusan, sadece dis dokusu ile kalmayip viicudun bir¢ok
sistemine de yansiyan ve insan hayatini olumsuz yonde etkileyen periodontal hastaliklar,
tim diinya genelinde en yaygin ve en dnemli saglik sorunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Genel olarak periodontal hastaliklar disbiyotik bir subgingival biyofilm
tarafindan belirlenen kronik, enfeksiydz ve inflamatuvar bir patolojik olgu olarak
tanimlanmaktadir. Geligsimi, ileri diizeyde bag atagsmani kaybi ve alveoler kemik
rezorpsiyonu ile dislerin destek dokularinin yikimina yol acabilmektedir. Periodontal
hastaliklarin etiyopatolojisi ¢cok faktdrlii olup dental biyofilmlerdeki mikroorganizmalar
ile konak¢inin immiino-inflamatuvar yaniti arasindaki bir dizi karmasik baglanti ile
Ozetlenebilmektedir. Bununla birlikte, periodontal hastaligin klinik ve immiinolojik
yonleri siddetli periodontitis ile dogrudan iligkili olan diyabet, sigara, alkol tiiketimi ve
stres gibi sistemik faktorler ile de iliskilendirilmektedir. Tiim bu sistemik etkileri ile
birlikte periodontal hastaliklarin genel saglhigi etkilemede ve siirdiirmede kilit bir rol
oynadig1 ve yasam kalitesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu kabul edilmektedir

(Tomina vd. 2022).

Porphyromonas gingivalis enfeksiyonu, konak¢inin immiin-inflamatuvar yanitlarini
modiile eden ve normal hiicre dongiisiiniin homeostazin1 bozarak periodontal doku
yikimina yol agan énemli bir oral patojendir. insan periodontal ligament fibroblastlart
(iIPDLF) ise konak¢1 immiin yanitlarinda ve periodontal doku rejenerasyonunda kilit
oyuncular olarak kabul edilmektedir (Liu vd. 2015). Bu c¢alismanin amaci,
Lactiplantibacillus plantarum EIR/IF-1 bakterisinden elde edilen postbiyotik
mediatorlerin (HBE, EPS-b, EPS-r, hiicre lizati, hiicre ylizey proteini, inaktive edilmis
hiicre) P. gingivalis enfeksiyonunun iPDLF’lerde olusturdugu inflamatuvar sitokin
tiretimi  ilizerindeki etkilerini kesfetmektir. Literatiir aragtirmalari incelendiginde,
probiyotik 0zellik sergileyen bakterilerin periodontal hastaliklarda inflamasyonu
Onleyebildigine yonelik calismalarin oldugu belirlenmistir (Zhang vd. 2022).
Probiyotiklerin hedef dokudaki bu sistematik etkilerin ise immiinolojik yolaklar
araciligiyla oldugu disiiniilmektedir (Minocha 2009). Mukozada artan IgA {iretimi

soncunda uyarilmis makrofaj aktivitesi ve fagositoz gibi immiinolojik etkiler

53



gozlemlenmektedir. Bu durum mukozada bakteriyel translokasyonu 6nleyebilmek adina
onemli bir dirence neden olmaktadir (Ezendam ve Van Loveren 2006). Probiyotiklerin
Porphyromonas gingivalis gibi énemli patojenlerin gelisimini inhibe etmeleri, alveolar
kemik kaybini azaltmalari, anti-inflamatuvar etkinlikler sergilemeleri (Kobayashi vd.
2017) periodontal hastaliklar i¢in farkli uygulamalara dahil edilebilecekleri fikrimizi
desteklemektedir. Ancak, probiyotik bakterilerin oral bolgede siirekli kolonizasyon
gerektirmesi ve buna baglik olarak immiinomodiilasyonun degiskenlik gostermesi gibi
zorluklari bulunmaktadir. Ayrica, probiyotikler konagin mikrobiyal topluluklarinin
bilesimini degistirebilmekte ve degisen mikrobiyotanin homeostazi ve disbiyozu,
sirastyla sagliga veya hastaliga yol agabilmektedir. Bununla birlikte, yerlesik agiz
mikrobiyotasina eksojen probiyotik bakterilerin kolonize olmasi da olduk¢a zor
olmaktadir. Canli hiicrelerin hedef lokasyonda kullanimi olduk¢a diisiik olsa da sepsis
gibi riskleri, ya da hiicre canlilig1 gibi teknik problemleri beraberinde getirebilecektir
(Chen vd. 2020). Bu nedenle, probiyotik iligkili sinirlamalar iistesinden gelinmesi
gereken 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim bu ¢dziilmeyi bekleyen ve
halen tartigma yaratan gilincel sorunlarin iistesinden gelebilmek adina, canlh
probiyotiklerin olumlu etkilerinde kilit rol oynayan probiyotik kaynakli PM’lerin
periodontal inflamasyonun dnlenmesinde/giderilmesinde kullanimina yonelik alternatif
bir saha olusmaktadir. Literatiir bilgileri, periodontal inflamasyonun postbiyotik
mediatorler ile Onlenmesi veya postbiyotik mediatdrlerin inflamasyondaki rolleri

hakkinda ¢ok fazla ¢alismanin mevcut olmadigina isaret etmektedir (Moraes vd. 2022).

PM kavrami, farkli biyolojik yolaklar1 etkileyerek mikrobiyota {iiyelerinin faydal
etkilerine aracilik eden g¢esitli  biyo-aktif —metabolitler (mediatorlerin) igin
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda hiicre bagimsiz siipernatant, metabiyotik ve biyojenik
olarak da tanimlanan postbiyotik mediatorler; Tsilingiri ve Rescigno’ya (2013) gore
mikroorganizma tarafindan salinan veya mikroorganizmanin metabolik aktivitesi yoluyla
tiretilen, konak tizerinde dogrudan veya dolayli olarak yararli bir etki sergileyen herhangi
bir maddeyi veya sinerjistik etki saglayabilen birden ¢ok maddeyi igerebilmektedir. Bu
maddelerin konakc¢iya faydali etki saglayan ve probiyotik tanimini karsilamayan tiim
biyo-aktif bilesenleri igerebilecegi varsayilmaktadir. PM’ler konakgi iizerinde anti-

mikrobiyal, anti-inflamatuvar, anti-hipertansif, hipokolestrolemik, antioksidan ve
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immiinomodiilator etkiler sergiledikleri rapor edilmektedir (Teame vd. 2020). Bu
Ozellikler mikrobiyota homeostazin1 ve konak¢1 metabolik ve sinyal yolaklarini olumlu

bir sekilde etkilemektedir (Marzec ve Feleszko 2020).

Periodontal hastaliklarin olusumunda 6nemli bir role sahip olan dis plagi etkeni
mikroorganizmalar; biyofilm tiretimi neticesinde dental plak olusumuna katkilarinin yan
sira inflamatuvar yaniti aktive etme 6zelliklerinden dolay1 6nemli kabul edilmektedir (Liu
vd. 2015). Konak cevabinin bir neticesi olarak olusan inflamasyon ise periodontal doku
yikimina yol agmaktadir. Periodontal doku yikiminda IL-6 ve TNF-a ile birlikte IL-1
en dikkat ¢ekici mesajcilar olarak belirtilmektedir (Ohlrich vd. 2009, Taylor 2010).
PM’lerin ise inflamasyonu engelledigi, a2B1 integrin kollajen reseptdrlerinin aktivasyonu
ile epitelyumda in vitro ve in vivo anjiyogenezi gelistirebildigi rapor edilmektedir
(Giorgetti vd. 2015, Kerry vd. 2018). HBE igerisinde bulunan kisa zincirli bir yag asidi
olan biitiratin T hiicre faklilasmasini indiikledigi (Furusawa vd. 2013), Bacillus coagulans
bakterisinden elde edilen HBE’nin anti-inflamatuvar 6zellikler sergiledigi (Jensen vd.
2010), B. breve bakterisinden elde edilen HBE nin ise enterik hiicrelerin olgunlasmasini
ve hayatta kalmasini indiikledigi ve sonug olarak IL-10 salgilanmasin arttirdigi, TNF-a

sekresyonunu ise inhibe ettigi belirtilmistir (Hoarau vd. 2008).

Inaktive hiicreler, hiicre lizati ve hiicre yiizey proteinlerini iceren bir tanim olarak
kullanilan paraprobiyotikler konak hiicrelerle etkilesime giren efektér molekiilleri
icermektedir (Teame vd. 2020). Lactobacillus casei, Lactobacillus johnsonii JCM 2012
ve Lactobacillus plantarum ATCC 14917 susunun peptidoglikaninin TLR2 yoluyla IL-
12 tretimini baskiladigi bildirilmistir (Shida vd. 2009). L. salivarius Ls33 susundan
saflagtirllmig peptidoglikanin ise IL-10 tretimini indiikleyerek anti-inflamatuvar
ozellikler sergiledigi belirlenmistir (Fernandez vd. 2011). Cok sayida g¢alisma, bir¢ok
Lactobacillus tiirinden elde edilen teikoik asitin immiinomodiilatér 6zellige sahip
oldugunu bildirmektedir (Mohamadzadeh vd. 2011). L. plantarum LTA Pam2CSK
tarafindan indiiklenen IL-8 ekspresyonunu zayiflatmis ve insan bagirsak epitel hiicreleri

tizerinde anti-inflamatuvar etkiler sergilemistir (Noh vd. 2015).
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Polisakkaritler, Lactobacilli dahil olmak {izere Gram pozitif ylizey bakterilerinde yaygin
olarak bulunmaktadir. En ¢ok calisilan polisakkaritler ise ekzopolisakkaritlerdir (EPS).
EPS, bakterilerin ¢evre ile etkilesimini kolaylastirabilen, yapisma 6zelliklerine aracilik
eden, patojenlere karsi koruma saglayabilen ve ayrica koruyucu bir tabaka gorevi
gorebilen 6nemli bir bilesendir (Castro-Bravo vd. 2018, Kim vd. 2018). Literatiir
calismalari, ¢esitli Lactobacillus tiirlerinden elde edilen EPS’nin sistemik ve mukozal
bagisiklik yanitlarim1 modiile etme kapasitesine sahip oldugunu ve dogrudan saghigi
gelistirici faydalar sagladigini ortaya koymaktadir. L. rhamnosus RW-9595M tarafindan
tiretilen saflagtirilmis EPS, yiiksek seviyelerde IL-10 ve diisiik TNF alfa, IL-6 ve IL-12"yi
indiikleyerek makrofajlar iizerinde immiinosupresif etki sergilemistir (Bleau vd. 2010).
Ayrica, EPS iireten L. plantarum BGCGI11 susu, antiinflamatuvar etki gostererek
EPS’nin immiin baskilayici roliine isaret etmektedir (Nikolic vd. 2012). L. plantarum 14
tarafindan iiretilen EPS’nin asidik fraksiyonu, enterotoksijenik Escherichia coli'ye yanit
olarak domuz bagirsak epitel hiicrelerinde proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-8 ve
MCP-1) iiretimini azaltmigtir (Murofushi vd. 2015). EPS, anti-inflamatuvar etkisinin yani
sira bagisiklik tepkisini de uyarabilmektedir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus
OLL1073R-1 susu ile fermente edilmis yogurttan elde edilen EPS, farelerde IFN-y

tiretimini indiiklemis ve dogal 6ldiirticii hiicreleri aktive etmistir (Makino vd. 2016).

Hiicre yiizey proteinleri, Lactobacillus tiirleri ile diger probiyotik bakterilerin hiicre
yiizeyinde bulunan hiicresel yapilarin en énemli bilesenleri arasinda yer almaktadir.
Hiicre yiizey proteinleri, hiicre yiizeyine kovalent olarak veya kovalent olmayan sekilde
baglanan proteinler olarak siniflandirilmaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar,
LPXTG proteinleri, S-tabaka proteinleri, pili proteinleri, ay 15181 proteinleri dahil olmak
lizere birgok ylizey proteini tiiriiniin, L. plantarum, L. rhamnosus, L. helveticus ve L.
acidophilus dahil olmak tizere farkli Lactobacillus tiirleri tarafindan {iretildigini
gostermistir (Liu vd. 2020). Bu proteinler, konak¢inin biyolojik siire¢lerinde onemli

immunomodiilator roller iistlenmektedir (Teame vd. 2020).
PM’lerin periodontal hastaliklara karsi kullanimlar1 olduk¢a yeni bir alan olmasina

ragmen mevcut bilgiler PM’lerin periodontal doku inflamasyonunu kontrol etmek i¢in

potansiyel adaylar olabilecegine isaret etmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda,
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Lactiplantibacillus plantarum EIR/IF-1 bakterisinden elde edilen PM’lerin (HBE, EPS-
b, EPS-r, hiicre lizat1, hiicre yiizey proteini, inaktive hiicre) P. gingivalis enfeksiyonunun
IPDLF hiicrelerinde olusturdugu inflamatuvar sitokin tretimi Uzerindeki etkileri
arastirtlmis olup hedef hiicreler lizerinde toksik etki sergilemedikleri ve inflamasyon
olusumunun azaltilmasi yoniinde faydalar sunduklari tespit edilmistir. Elde edilen veriler;
biyolojik olarak aktif ve islevsel molekiiller igeren PM’lerin, periodontal inflamasyonun
Onlenmesinde yeni, dogal ve giivenli bir strateji olarak tasarlanabilece§ine isaret
etmektedir. PM’lerin essiz igerikleri ve biyolojik aktivitelerinin yani sira inflamasyonu
engelleyerek periodontitis olusumunu kontrol etmeye yardimci olabilme potansiyelleri
dental {irlinlere entegrasyonlari i¢in umut vaad etmektedir. Sonug¢ olarak, PM’ler

periodontal hastaliklarin yonetiminde 6nemli katkilar saglayabilecektir.
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