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Ozet — Probiyotikler saglikta destek ve tedavi amaglh kullanilan yararl bakterilerilerdir. Mezenkimal K&k
Hiicre oOzellikle ortopedik hastaliklar olmak iizere klinigin her alaninda metaanalizler ile gosterilen
etkinlikleri olan tirlinlerdir. Barsak mikrobiyatasi ile kemik etkilesmesine parelel olarak probiyotiklerin
osteoblast ilizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir. Bu calismada siipernatant ile elde edilen probiyotik
metabolitlerinin kok hiicrenin osteoblasta farklanmasina etkisi incelendi. Eriskin sican kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri kiiltiir ortaminda cogaltilarak semikonfluent asamada osteojenik besiyerinde
osteoblastik farklanmaya yonlendirildi. Probiyotik siipernatanti besiyerine eklenerek farklanmaya etkisi
adacik olusumu, ALP/Von Kossa ve Alizarin kirmizisi histokimyast ile osteonektin immunohistokimyasi
kullanilarak degerlendirildi. Siipernatantin cogalmay1 ve farklanmay1 anlamli bir sekilde arttirdig1 saptandi.
Probiyotik metabolitlerinin osteoblastik farklanmaya olan bu anlamli katkilarinin in vivo deneyler ile
dogrulanmasinin yararli olacagi anlasildi. Alinacak sonuglarin, kemik patolojilerinde koruyucu ve 6nleyici
tedavi etkinligini artirarak hasta yasam kalitesini yiikseltecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler — Probiyotik Siipernatant, Mezenkimal Kok Hiicre, Osteoblast, Farklanma, Belirteg

I. GIRIS diger etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilen

Yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler k?“?a&k bir diizenleyici siirectir. Mikrobiyota,
(MKH) igin osteoblastik farklilasma tipta son biiyiik mlkro ckosistemi 91}15‘[}1@? ve blrqu
zamanlarda  gittikce artan bir sekilde ilgi metabolik olayla yakindan iligkilidir. Besinlerin

cekmektedir. Bu farklilasmanin amaci, daha iyi emilimini ve bariyer islevini' etkileyerek kemik
osteoblastik rejenerasyonun saglanmasidir. Yara hastaligi dahil olmak tizere birgok bozukluklarda
gastrointestinal sistemin, bagisiklik sisteminin ve

hatta bagirsak-kemik ekseninin diizenlenmesini
saglar. Son zamanlarda, probiyotik bazli diyet
takviyesi, iyilestirmek i¢in ortaya ¢ikan bir strateji
olarak ortaya c¢ikmistir. Bagirsak-kemik eksenine
dayali olarak kemik metabolizmasini diizenleyerek
kemik saghigit ve rejenerasyonunda etkili
olmaktadir. Yapilan c¢alismalarda bu {iriinlerin
klinikte yararli olduklarina isaret etmektedir [4]-

iyilesmesi ve fonksiyonu miikemmellesir. Kemigi
hedefleyen Kok hiicre bazli tedavi ve Rejenerasyon
uzun  zamandir  bilinmekte  ve  klinikte
kullanilmaktadir. Doku miihendisliginin katkilari ile
daha da mikemmellesen bu tedavilerde
rejenerasyonun  artmasi, immiinmodulasyonun
gelistirilmesi ve daha 1yt kemik yapiminin
saglanmasi gerceklestirilmektedir [1]- [3].

Probiyotikler (PB) bu rejenerasyona katki
saglayabilecek {iriinlerdir. Kemik metabolizmasi, [6].

genetik, beslenme, besleme yonetimi, cevresel veya ~ Kultiir  stipernatanlariin a{ni-pgtoj‘en'ik
potansiyeli az miktarda ¢alismada gosterilmistir.
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Kiiltiir stipernatanlarinin viriilans azaltic1 etkisi,
stipernatanla tedavi edilen ana patojenlerin alt
popiilasyonlarina da iletildi. Laktik asit, kiiltiir
siipernatanlarinin anti-virulans aktivitesini énemli
ol¢iide belirlemesine ragmen asidik pH tan bagimsiz
olarak  etki  ediyor  goriinmektedir.  Bu
stipernatanlarin  karakterizasyonu ve biyoaktif
bilesenlerin tanimlanmasi i¢in daha fazla arastirma
yapilarak etki mekanizmalarmin ortaya konmasi
gerckmektedir. Bu siipernatanlarin anti-patojenik
potansiyeli ile iliskili molekiiler temelin
aydinlatilmasi, patojenik bakteri popiilasyonlari igin
yeni hedeflerin tanimlanmasina yol agabilir [7]-

[10].

Bu c¢alismada, PB siipernatantinin MKH
osteojenik farklanmasina etkisi ve katkis1 incelendi.
Il. MATERYAL VE YONTEM

Wistar Albino siganlardan steril kosullarda alinan
dorsal kiitandz yag dokusu alfa-MEM mediumu
icerisinde mekanik ayristirma yontemi ile kiigiik
pargalara ayristirildi.  Eksplant kiiltiir yontemi ile
cogalan hiicreler besiyeri ile yikanarak ¢ogalmaya
birakildi. Kontrol gurubunda herhangi bir faktor
eklenmedi ve deney gurubunda besiyerine eklenen
faktorlerle osteoblastik farklilasma olusturuldu.

Osteonektin ile immiinohistokimyasal olarak
isaretlenip  h-skor ile istatistiksel  olarak
degerlendirildi.

Probiotic gold preparat1 igeresindeki 2.5x10°
Enterococcus faecium, 2.5x10° Lactobacillus
acidophilus, 2.5x10° Lactobacillus rhamnosus,
2.5x10°  Bifidobacterium  longum,  2.5x10°
Bifidobacterium bifidum bakterileri kullanildu.

Probiyotiklerin ~ bakteri  hiicresi  icermeyen
siipernatanin1 hazirlamak i¢in, yukarida belirtilen
kaynaklardan 5 sus, anaerobik kosullar altinda 37
°C'de 18-24 saat Man- Rogosa-and Sharpe (MRS)
(Difco) sivi besiyerinde kiiltiire edildi. Bakteri
icermeyen  siipernatant  (BIS,  bacteria-free
supernatants), 20 dakika 3000 rpm'de santrifiijleme
ile elde edildi. BIS'nin hiicresiz durumunu saglamak
icin silipernatanlar, 0.4 um gozenek boyutlu bir
filtreden gegirildi [11,12].

MTT Assay Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)- difenil tetrazolium bromid]
assay yontemi ile belirlendi. Bu yontem, MTT
boyasinin tetrazolium halkasin1 pargalayabilmesi

ilkesine dayanmakladir. Bu yontemde, MTT canli
hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan
katalize  edilerek  mavi-mor  renkli, suda
coziinmeyen formazana indirgenir. Formazan
olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu
canlt hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre
canliligimin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve
spektrofotometrik olarak belirlenen deger yasayan
hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir. Steril PBS
icerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan, 0,5
mg/mL MTT caligma soliisyonu hazirland1 ve 96
kuyucuklu plaklara ilave edildi. Inkiibatérde 3 saat
bekletildikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik
dansiteleri ELISA cihazinda (Bio-Rad, ABD) 540
nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol kuyucuklari
okutularak elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamasi alindi ve bu deger %100 canli hiicre
olarak kabul edildi. Coziicii ve ajan uygulanan
kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri
kontrol absorbans degerine oranlandi ve yiizde
canlilik olarak kabul edildi [12,13].

MKH osteoblastik farklanma i¢in vitro osteojenik
indiiksiyon uygulandi. Hiicreler 2,5 10* hiicre/kuyu
olacak sekilde yerlestirildikten sonra semikonfluent
asamaya getirildi. Bu asamada hiicreler 50 mg/mL
askorbik asit, 100 nM deksametazon ve 10 mM B-
gliserofosfat eklenmis besiyerinde bekletildi. Ayni
anda probiyotik eklendi [13]

Hiicre tabakasinin mineralizasyonu, Alizarin
kirmizis1 S veya von Kossa boyamasi kullanilarak
incelendi. Hiicreler iki kez PBS ile yikandi, %10
formalin soliisyonu ile 30 dakika sabitlendi ve daha
sonra iki kez saf su ile yikandi. Alizarin red S
boyamasi i¢in hiicreler %2 Alizarin red S (pH 4.1,
Sigma) soliisyonunda 10 dakika bekletildi, 3 kez saf
su ile yikandi ve sonra havayla kurutuldu. Von
Kossa boyamasi icin hiicre katmanlari, UV 15181
altinda 10 dakika siireyle %5 glimiis nitrat (Sigma)
cozeltisine yerlestirildi ve 5 dakika siireyle %2.5
sodyum tiyosiilfata daldirildi. Saf su ile yikandiktan
sonra, hiicre katmanlar1 fotografland1

Immiinohistokimyasal analiz igin osteoblasta
farklandirilmis MKH %4  (v/v) tamponlu
paraformaldehit ile sabitlendi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin metanol iginde %3 (h/h) hidrojen
peroksit ile 30 dakika siireyle inhibisyondan sonra,
kesitler PBS ile yikandi ve spesifik olmayan
baglanma, %1 (a/h) sigir serum albiimini ve %1,5
normal keci serumu ile 30 dakika oda sicakliginda
inhibe edildi. (a/h). Slaytlar daha sonra bir gece
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boyunca 4 °C'de osteonektin (Santa Cruz, ABD)
kars1 keci poliklonal antikoru ile inkiibe edildi. PBS
ile yikandiktan sonra  Ornekler, sekonder
biyotinlenmis  antikorlar ~ve = HRP-konjuge
streptavidin ile inkiibe edildi. Boyama, kromojen
olarak 3,3'-diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB)
ile yapildi ve Mayer'in hematoksileninde karsi
boyama yapildi. Damitilmis su ile durulandiktan
sonra, slaytlar bir etanol serisi ile kurutuldu, ksilen
icinde temizlendi ve mikroskopi i¢in sliplerle
kaplandi. Mikroskopla fotograflanip bilgisayar
ortamina aktarildi [9,10]

. BULGULAR

MKH kontrol grubunda hizla ¢ogalarak konfluent
oldu. MKH karakterizasyonu CD90 pozitifligi ve
CD45 negatifligi ile gosterildi. (Resim 1, Tablo 1).
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Sekil 1. MKH faz kontrast ve karakterizasyonu i¢in CD90 +
CDA45- belirteg goriintiileri

Tablo 1. MTT ve H-skor

PB- PB+
MTT (p<0,001)
786,45+125,88 1125,44+155,22
H-skor CD90 (p<0,001)
186,34+24,66 236,78+27,12
H-skor CD45 (p<0,001)
9,34+5,64 6,3242,56
Farklilasan MKH adaciklar  seklinde
bliyliyiip ortasindan ¢evresine yayilan farklilagsma
gosterdi. ALP/Von Kossa ve Alizerin Kirmizisi
boyamalarda histolojik olarak olusan kemik
adaciklar izlendi. Adacik merkezinden baslayan
ve perifere dogru azalan osteonektin ile gosterilen
osteoblasta farklilasmasi1 arasinda benzerlik
oldugu goriildi. PB siipernatan eklenen

kiiltiirlerde kontrolde ¢ogalmanin ve osteojenik
farklanmadaki hiicrelerde farklilasmanin anlamli
bir sekilde arttig1 saptandi (resim 2, Tablo 2).

PB-

PB+

s A,
#

: %

Sekil 2. AK/VK faz kontrast ve ON belirte¢ goriintiileri
Tablo 2. AK/VK ve ON boyamalar1

PB- PB+
AK/VK (p<0,001)
2,45+0,58
ON (p<0,001)
186,34+24,66
IV TARTISMA
MKH, osteojenik farklilasma yetenekleri nedeni
ile doku miihendisliginde ve umut verici bir
terapotik ajan olarak Onemlidir. Probiyotikler
barsak kemik etkilesimi lizerinden etkili olabilen ve
tedavide yer almaya baslayan 6nemli tiriinlerdir. Bu
calismada MKH osteojenik farklanmasinda PB
etkisi histokimyasal ve immuohistokimyasal olarak
calisildi. PB siipernatant destekli kiiltiirdeki MKH
osteojenik farklanmasinin anlamli bir sekilde daha
iyi oldugu VonKossa ve Alizarin kirmizisi ile
histokimyasal ve osteonektin ile
immunohistokimyasal olarak gosterildi. VonKossa
ve Alizarin kirmizisi ile MKH osteojenik
farklilagmasinda kalsiyum birikimi ve kiiltiirdeki
adacitk olusumunda mineralizasyon diizeyini
gostermektedir.  Osteonektin  ile  osteoblasta
farklanmanin diizeyi ortaya konmaktadir. Bu
sonuglar ile PB metabolit katkisinin anlamli bir
sekilde daha yiiksek bir osteojenik potansiyel
olusturdugu saptandi.
Onceki calismalarda PB  kullaniminin
osteojenik  farklanmada ve kemik yara

yilesmesinde anlamli katkis1 gosterilmistir [7,8].

3,82+0,64

236,78427,12
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Bu c¢alismada amaclanan PB metabolitlerini
siipernatant olarak kullanarak daha iyi farklanma ve
fonksiyon saglatan osteoblast olusturabilme
olasiligidir.

Probiyotikler, osteoporozun neden oldugu
sistematik kemik kaybini onleyebilir ve azaltabilir.
Onceki c¢alismalarda mandibular kemik kaybini
azaltymadaki etkinliklerini gosterilmistir. Bir baska
calismada topikal olarak uygulanan Lactobacillus
brevis'in deneysel periodontal inflamasyonu ve
alveolar kemik kaybini inhibe ettigini bildirmistir.
Diger bir c¢alismada topikal Saccharomyces
cerevisiae uygulamast ve mekanik tedavi
kombinasyonunun periodontitiste alveoler kemik
kaybini azalttigin gostermistir [7,12].
Calismamizda da alinan PB siipernant1 ile daha iyi
bir osteoblastik farklanmanin saglanmasi bu
calismalar ile uyumlu ve in vivo c¢alisma
yapilmasini gerektiren bir duruma isaret etmektedir.

Sonuglarimiz, MKH osteogenezinin ve
proliferasyonunun PB ile arttigin1 gostermektedir.
Benzer bir ¢aligmada LGG Kkiiltiirii siipernataninin
MKH i¢in osteojenik ve proliferatif kapasitesinin
arttigin1 gostermistir.  Siipernatanttan salgilanan
faktorler tanimlanmasi1 ve daha fazla c¢alisma ile
mekanizmalarimin ortaya konmasi gerekmektedir

[10].

Y apilmis ¢alismalarda birgok farkl faktoriin
MKH farklanmasinda mineralizasyonu arttirdigina
isaret etmektedir. Calismamiz benzer sekilde MKH
osteoblastik  farklanmasinda PB  kullaniminin
kalsiyum birikim miktarinin arttirdigin
gostermistir. Onceki calismalarda birgok faktor
tizerinden RUNX-2, Osteonektin, Osteokalsin,
kollajen ve alkalin fosfataz gibi kemiklesme
belirteglerinin ifadelerinde artis izlenmistir [6].
Bizim ¢alismamizda da PB siipernatant kullanilarak

metabolitlerin  Osteonektin  diizeyini  arttigini
saptadik.
PB silipernatatnti  tarafindan arttirilan

osteojenik farklilasmanin olast mekanizmasi ile
ilgili bircok mekanizma gegerli olabilir. Hiicrelerin
mekanik, fizikokimyasal ve biyolojik ortamlarini
yonetmek, ¢ogalma, go¢ ve farklilagma gibi
hiicresel aktiviteleri iyilestirmek gibi etkileri

incelenmelidir. Osteojenik farklilasma ortama,
Askorbik asit, Deksametazon ve B-gliserofosfat
igerir. Osteojenik farklilagma ortami bilesenleri ve
biliytime faktorleri, hiicresel farklilasma tepkilerini
indiikleyebilir. Bu sekilde hiicre yayilmasi,
morfolojisi ve farklilasmasinda rol oynayabilir.

Kiltir  siipernatanlarinin  anti-patojenik
potansiyelini az miktarda ¢aligmada gosterilmistir.
Kiiltiir siipernatanlarinin viriilans azaltic1 etkisi,
siipernatanla tedavi edilen ana patojenlerin yavru
popiilasyonlarina da iletildi. Laktik asit, kiltiir
slipernatanlarinin anti-virulans aktivitesini énemli
Ol¢iide belirlemesine ragmen asidik pH tan bagimsiz
olarak  etki  ediyor  goriinmektedir.  Bu
slipernatanlarin  karakterizasyonu ve biyoaktif
bilesenlerin tanimlanmasi i¢in daha fazla arastirma
yapilarak etki mekanizmalarinin ortaya konmasi
gerckmektedir. Bu siipernatanlarin anti-patojenik
potansiyeli ile iligskili molekiiler temelin
aydinlatilmasi, patojenik bakteri popiilasyonlari i¢in
yeni hedeflerin tanimlanmasina yol agabilir
[8,9,13].

IV.SONUCLAR

Hiicresel tedaviye PB katkisi ile daha iyi bir
tedavinin ve hasta yasam Xkalitesinin saglanacag:
diistiniildii.
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