BMED)

e-ISSN: 2564 - 6664

DOI: 10.33716/bmedj.1038292

Dr. Ogr. Uyesi, izmir Demokrasi
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, izmir,
Turkiye

2Ars. Gor., Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiiltesi, Histoloji ve
Embriyoloji Ana Bilim Dali, Manisa,
Turkiye

Prof. Dr., izmir Demokrasi
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, izmir,
Turkiye

2Prof. Dr., Celal Bayar Universitesi
Tip Fakultesi, Histoloji ve
Embriyoloji Ana Bilim Dali, Manisa,
Turkiye

Sorumlu Yazar: Emine Mige Karakayali,
Dr. Ogr. Uyesi, izmir Demokrasi
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi

Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali,

izmir, Tiirkiye.

E-mail: muge.karakayali@idu.edu.tr
Telefon: +90 532 507 62 96

Bagvuru Tarihi: 01.01.2022
Kabul Tarihi: 24.02.2021
Yayinlanma Tarihi: 28.02.2022

Atf igin: Emine Miige Karakayall,
Tuna Onal, Zeynep Giilden
Sénmez Taner, Mehmet ibrahim
Tuglu, Probiyotiklerin kiltiirde
mezenkimal kok hiicre davranisina
etkisi,2022;6(1):7-16.

Balikesir Medical Journal 2022;6(1):7-16
https://dergipark.org.tr/tsr/pub/bmedj

BALIKESIR MEDICAL JOURNAL

\RASTIRMA MAKALESi

Probiyotiklerin kiltirde mezenkimal kok hicre
davranisina etkisi

Effect of probiotics on mesenchymal stem cell behavior in culture
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(1) Mehmet ibrahim Tuglu?
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ABSTRACT

Aim: Probiotic (PB) and Mesenchymal Stem Cell (MSC) are new treatment ideas for diseases.
Alterations of microbiata made by PB produce different effects. MSC as the scope of cellular
therapy takes place in clinical practice in many diseases such as Graft Versus Host (GVD) within
the scope of cellular therapy. In this study, the effects of PB application on MSC behavior in
culture in terms of proliferation, migration, differentiation and wound healing were investigated.
Material and Method: Frozen adipose tissue-derived (AD) MSC cells were cultured and
produced at 2.5x104 cells/cm2 in a twelve-well culture dish. They were examined for
proliferation by MTT, migration by the closure of the wound after the creation of a scratch, and
differentiation by transforming the bone cell osteoblast. NBL Probiotic Gold as PB was used
as bacteria which include 2.5x109 Enterococcus faecium, 2.5x109lactobacillus acidophilus,
2.5x109lactobacillus rhamnosus, 2.5x109Bifidobacterium longum, 2.5x109Bifidobacterium
bifidum and examined in terms of behavioral parameters for MSC in the same environment. The
relationship between PB and MSC was also investigated by Scanning Electron Microscopy (SEM).
Result: It was determined that use of PB caused an increase in proliferation, faster
wound closure by increase of migration and higher differentiation to osteoblast.
The ultrastructural examination of MSC by SEM showed that MSCs interacted
with PB are more spread, more adherent, and have more active cell morphology.
Conclusion: The results showed that the addition of PB to the culture medium increased
the MSC efficiency. It was thought that PB would be more beneficial for the clinic to
see of MSC if the same positive effect results in studies with experimental animals.

Keywords: Probiyotic; mesenchymal stem cell; culture; behaviour; differentiation
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Amag: Probiyotik (PB) ve Mezenkimal Kok Hicre (MKH) yeni tedavi fikirleridir. PB ile degistirilen
mikrobiyata farkh etkiler yapmaktadir. Son zamanlarda 6nemli arastirma konusu olmustur.
MKH hicresel tedavi kapsaminda MKH Graft Versus Host (GVH) gibi hastaliklarda klinik
uygulamada yerini almaktadir. Bu c¢alismada kiltir ortaminda MKH davranisina ¢ogalma, gog
etme, farklanma ve yara iyilesmesi agilarindan PB uygulamasinin yapacag etkiler arastirildi.
Gereg ve Yontem: Dondurulmus yag dokusu kokenli MKH (YDMKH) hiicre kiltire alinarak oniki
kuyucuklu kiltur tabaginda 2.5x104hiicre/cm2 olacak sekilde uretildi. Cogalmasi MTT ile, gog
etmesi gizik olusturulmasi sonrasi yara yerinin kapanmasiile, farklanmasi kemik hiicresi osteoblasta
donistirilmesiileincelendi.PBolarakNBLProbioticGold.Preparatiicersindeki2.5x109 Enterococcus
faecium,2.5x109lactobacillusacidophilus,2.5x109lactobacillusrhamnosus, 2.5x109Bifidobacterium
longum, 2.5x109Bifidobacterium bifidum bakterileri eklenip ayni ortamdaki MKH i¢in davranis
parametreleri agisindan incelendi. PB ve MKH iliskisi taramali elektron mikroskobi ile de arastirildi.

Bulgular: PB eklenmesinin  ¢ogalmayr hizlandirdigl, gbé¢ etmeyi arttrarak vyara
iyilesmesini  cabuklastirdigi ve  osteoblastik  kemiksi  yapiya farklanmada olumlu
katkisinin olustugu saptandi. ince vyapi incelemesinde PB ile etkilesmis MKH igin

daha canl, daha ¢ok tutunan ve daha aktif hicre morfolojisinde oldugu bulundu.
Sonug: Alinan sonuglar kiltiir ortamina PB eklenmesinin MKH etkinligini arttirdigini gésterdi. Deney
hayvaniileyapilacakgalismalardaayniolumluetkiningoriilmesininklinikiginyararliolacagidiisinulda.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik; mezenkimal kok hiicre; kiltiir; davranis; farklanma

J

©Copyright 2022 by Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
@ 0 e @ Balikesir Medical Journal 2022 Open Access https://dergipark.org.tr/tsr/pub/bmedj.
BY NC SA

This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License


https://dergipark.org.tr/tsr/pub/bmedj
https://orcid.org/0000-0001-5779-4102
https://orcid.org/0000-0002-3650-4046
https://orcid.org/0000-0003-4342-2652
https://orcid.org/0000-0002-0569-8415
https://dergipark.org.tr/tsr/pub/bmedj

GiRiS

Memeliler birgcok bakteri, virls ve okaryot hicre icermekte olup mikrobiyata diye isimlendirilmektedirler.
Mikrobiyata insan hiicre sayisinin 10 kat1 kadardir. Bulunduklari dokularda ve olusturduklari gevrede kan olusumunda, immun
sistemlerin, metabolizmanin ve kemik yeniden yapilanmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Mikrobiyatanin immn sistemdeki
etkisi ve metabolizmadaki yaptigi degisiklikler iyi bilinmekte olup mikrobiyataya bagli degisikliklerin kemik tGzerindeki etkileri
bircok calismada ortaya konmustur. (1) Mikrobiyatanin barsakta gosterdigi etkileri epigenom ve gen ekspresyonu tizerinden
gerceklestigi gosterilmistir. Mikrobiyal biyoaktif bilesik Gretimine bagl etkileri hiicrelerde transkripsiyonel ¢alsmayi baslattigi
saptanmistir. Barsak mikrobiyatasi ile hiicre epigenomunun DNA metilasyonu ve histon modifiksyonu ve kodlanmayan RNA
lari kullanarak iliski kurduklari bilinmektedir. Bu durumun anlagilmasi ve mekanizmalarin incelenmesi klinik kullanimlarini
saglayacak bilgiler getirecektir. (2)

PB, sindirim sisteminde belirli sayida bulunan ve tiiketildiginde bireyin bagirsaklarindaki bakterilerin sayica dengesini
saglayarak sindirim sistemi ve bagirsak saghgini koruyan canli mikroorganizmalar ve/veya bilesenleri tanimlamaktadir. PB gida
ise icerisinde yeterli miktarda canli PB mikroorganizma bulunduran ve raf 6mri sonuna kadar bu canlligi muhafaza eden
UrGnddr. Bagirsak florasi bozuldugu yani PB azaldigi zaman patojen mikroorganizmalar hizla trer. Bagirsak florasi bozuldugu
yani PB azaldigi zaman patojen mikroorganizmalar hizla trer. Etkin bir PB besinin konakgiya yararli etkisi olmali, patojen ve
toksik olmamali ve yliksek oranda canli mikroorganizma igermelidir. Ayrica gastrointestinal kanalda asit pH ve safra tuzlarina
direngli olmasi gereken probiyotik stoklama ve kullanim siiresince canli kalabilmeli ve metabolize etme yetenegini korumalidir.
PB ve prebiyotik tedavileri ile kemik iyilesmesi barsak mikrobiyatasinin kemik metabolizmasinda ve saglikli kalmasinda 6nemli
oldugunu gostermektedir. (3)

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu hayat kurtarici bir yaklasim olup énemli komplikasyonlarindan birisi
transplantasyonlar sonrasi enfeksiyonlardir. Bu komplikasyonun olusmasinda barsak mikrobiyatasinin dnemli bir rol oynadigi
ve kullanilan antibiyotikler ile degisen mikrobiyatanin etkili bir faktor oldugu saptanmistir. Pro ve prebiyotiklerin kullanimi
ile daha saghkh bir mikrobiyatanin olusturulmasinin bu enfeksiyonlarin énlenmesinde yararli oldugu distntlmustar. (4)
Mikrobiyatanin barsakta yaptigi bir baska etkide barsak davranis diizenlenmesinde 6nemli bir etken olan kdk hiicre ve Nisi
Uzerindeki etkileridir. Bu etki ile besin absorbsiyonu, endokrin sinyal, enerji dengesi, immiin cevap ve sistemik dengenin
gerceklestigi goriilmektedir. (5) Bu diizenin bozulmasi obesiteden baslayan inflamatuar barsak hastaliklari ve kanser gibi birgok
onemli patalojiyi ortaya ¢ikarmaktadir. Barsak kok hiicresinde olan bu olumsuz degisikliklerin mikrobiyata ile diizeltilebilmesi
gelecegin tibbinda 6nemli olacaktir. (6)

MKH baslica kemik iliginde bulunan pluripotent bir hiicre toplulugudur. Bundan baska yag dokusu, plasenta, amnion
sivisi ve fotal dokularda da bulunur. MKH “ex vivo” kolaylikla gogaltilabilir. MKH kesin tanimlayabilen bir hiicre belirteci yoktur.
Hematopoietik kok hiicreden farkli olarak CD34—, CD45— dirler. Heniiz tam belirlenememekle beraber tipik ytizey belirtegleri;
CD29, CD44, CD71, CD90, CD106, CD124, CD105 (SH2) ve CD73 (SH3/SH4) olarak bildirilmistir. (7) Rejeneratif tip hasara
ugramis dokularin ve organlarin biyolojik Griinlerle tedavi edilebilmesine olanak saglamistir. Viicudun hasarlanmis hiicre,
doku ve organlarini kendi kendine onarabilme yetenegi ve kok hiicrelerin etkisi incelenerek bu sonuca varilmistir. Yaglanma,
hastaliklar, travma veya dogustan bozukluklar nedeni ile fonksiyonlarini yitiren doku ya da organlarin tamiri ve degisimi icin
canliislevsel dokular tretilmektedir. Yenileyici tip sadece problem gelistikten sonra hasarin tedavisinde degil ayni zamanda
problemlerin olusmasini engelleyici koruyucu tip alaninda da 6nemli rol oynamaktadir. KH farkli doku kaynaklarindan kolayca
elde edilip gok miktarda uretilerek tedavide kullanilacak hale gelen multipotent mezenkimal hiicrelerdir. Birgok hastalik igin
tedavi asamasina gelmis ve giderek artan bir sekilde klinikte yer almaktadir. Yag Kokenli MKH (YKMKH) rejeneratif tipta
ozellikle enflamasyonda ve otoimmdin hastaliklarda giderek artan 6nem kazanmaktadir. Osteomiyelit ve kistik fibrosis gibi
hastaliklarda bakterinin yavas Gremesine ve koloni olusturma yeteneginin azalmasina neden oldugu duslnulmektedir.
KH ve salgiladigi faktorler yan etkileri olmayan tedavi Urlnleri olarak klinikte yerlerini almakta ve her gegen giin degisik
modifikasyonlari ortaya gikmaktadir. (8) Hasarli dokularda inflamasyonu azaltip immin modilasyon ile rejenerasyonu
sagliyabilmektedirler. Yag dokusu gibi ¢ok farkli kaynaklardan kolayca elde edilebilen KH standardi iyi olan laboratuvarlarda
hizli bir sekilde retilip hasta icin kullaniimak (izere hazir hale getirilmektedir. iskemi, Chron, iilseratif kolit ve karaciger
hastaliklari gibi birgok patolojik durumda faz ¢alismalari tamamlanmis ve tedaviler uygulanmaya baslanmistir. (9)

Kemik iligi kékenli MKH (KIMKH) multipotent farklilasma yeteneklerinin yani sira dnemli bir immiin modiiler
kapasiteye sahiplerdir. (3) PB etkilerinin in vivo fare deneyinde gosterildigi bir calismada tenofovir indiklenmis kemik kaybinda
osteogenez ve proliferasyonu ayrica osteogenik gen ekspresyonunu artirarak kemik kaybini 6nledigi anlasiimistir. (10) Bir
baska calismada PB kullanilarak insan periferik mononikleer kan hiicreleri kiltiir ortaminda 24 saat inklibasyon sonrasinda
immun hicreleri aktive ettigi ve antiinflamatuar sitokinler ile kemokinleri dramatik bir sekilde artirdigi gorilmustir. Bu
calismada gorilen ilging sonug PB i¢cin immunolojik hiicre duvarinda bulunan lipoteikoik asit tGizerinden biyolojik aktivetesini
gosterdigi diistinilmistir. (11) Ug boyutlu orgonoid yapilan bir calismada barsak kék hiicrelerinin epitel olusumunda ve
miyofibroblast gelisiminde Toll like receptor (TLR) ve Prostaglandin olumlu etki gésterdigi bulunmustur. (12)

Hastaliklarin tedavisinde yeni yaklagim arayislari probiyotik (PB) ve mezenkimal kok hicre (MKH) tedavisi gibi
farkh distinceleri gindeme getirmektedir. Mikrobiyata ile olusan biyolojik stireglerin degisimleri 6zellikle PB uygulamalarina
bagh farkli etkiler son zamanlarda 6nemli arastirma konusu olmustur. Benzer sekilde hiicresel tedavi kapsaminda MKHGraft
Versus Host (GVH) gibi hastaliklarda da olmak tzere birgok tedavide klinik uygulamada yerini almaktadir. Bu galismada kultur
ortaminda MKH davranisina ¢ogalma, go¢ etme, farklanma ve yara iyilesmesi agilarindan PB uygulamasinin yapacagi etkiler
arastirildi.
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GEREC ve YONTEM

Probiotic Gold. Preparat igersindeki 2.5x10° Enterococcus faecium, 2.5x10° Lactobacillus acidophilus, 2.5x10°
Lactobacillus rhamnosus, 2.5x10° Bifidobacterium longum, 2.5x10° Bifidobacterium bifidum bakterileri kullanildi. Degisik
dilisyonda PB uygulamasi 1/10, 1/100, 1/1000 konsantrasyonlarinda kiltir ortamina uygulandi.

Calismamizda -80C“de dondurularak saklanmis dordiinci pasajdaki yag dokusu mezenkimal kok hicreleri
kullanilacak. -80C° den alinan vial igerisindeki hiicreler 37 C° deki su banyosunda oda sicakligina getirilerek cogalmasi ve
konfluent olmasini saglamak igin %15 fotal buzagi serumu (FCS), 50 pgr./ml. Gentamisin, 100 Ul/ml. Penisilin, 100 Ul/ml.
Streptomisin, 100 Ul/ml. Amfoterisin iceren a-MEM kultiir ortamina birakildi ve 370C’ de ve %5 CO2 kosulunda inkibe edildi.
Morfolojik olarak faz kontrast atagmanl inverted mikroskopta incelenerek fotografi gekildi. (13)

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 halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmakladir. Bu yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak
absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢éziinmeyen
formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde gorilmektedir. Bu da
hicre canliliginin 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 c¢alisma soliisyonu hazirlandi
ve 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi. inkiibatdrde 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. Cozlicii ve ajan uygulanan kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve ylzde canlilik olarak kabul edildi. MTT denemeleri farkh
glnlerde en az 10 kez tekrarlandi ve test maddelerinin prostat kanseri hiicreleri lizerine sitotoksik etkilerinin olup olmadigi
tespit edilmeye ¢alisildi. (14)

MKH kultir ortaminda konfluent oldugunda pipet ucu ile yapilacak gizik fotograflanarak uygulama sonrasi yaranin
kapanmasi igin gegen siire hesaplanacaktir. Alti kuyucuklu plate’e alinan MKH 200ul lik pipet ucuyla yapilan yara sonrasinda
besiyeri degistirilerek iyilesme slirecine birakildi. Kapanmanin tamamlandigi ilk 6rnekte diger 6rneklerin fotograflar gekilerek
iyilesme siireci incelendi. (15)

MKH igin osteojenik farklanmada askorbik asit, beta gliserofosfat ve dexamethazon ilavesi yapilan besiyeri kullanildi.
Farklanmanin belirtegleri olarak Alizerin Red (AR) ve Von kossa (VK) ile osteokalsin (OK) ve Osteonektin (ON) belirtegleri
kullanildi. (13)

BULGULAR

MKH kaltir ortaminda tretilip semikonflient ve konflient hale getirildi. Karakterizasyon igin Stro-1, CD73 ve CD90
pozitifligi ve CD34 ile CD45 negatifligi kullanildi (Resim 1). Buytik ¢ogunlukla homojen bir MKH olustugu ve PB uygulamasinin
parametreleri olumlu etkiledigi saptandi (Tablo 1).

MTT ile yapilan olgiimlerde PB kullaniminin hiicre ¢ogalmasini (Resim 2) anlamli bir sekilde arttirdig1 (Tablo 2)
goralda.

MKH kaltir ortaminda konfluent oldugunda pipet ucu ile yapilan gizik yara modelinde (Resim 3) PB kullaniminin
yaranin kapanmasi icin gegen stireyi kisalthgi ve iyilesmeyi hizlandirdigi (Tablo 3) bulundu.

PB uygulamasinin osteojenik farklanmaya olan etkisini incelemek igin yapilan AR ve VK ile ON ve OK (Resim 4)
boyamalarinda anlamli bir etki (Tablo 4) izlendi.

PB uygulamasinin EM incelemesinde (Resim 5) hicrelerin morfolojisinin, adezyonunun ve canliiginin belirgin
olarak daha iyi oldugu gorildu.

TARTISMA

Hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasim arayiglari PB ve MKH tedavisi gibi farkli dislinceleri giindeme getirmektedir.
Mikrobiyata ile olusan biyolojik stireglerin degisimleri 6zellikle PB uygulamalarina bagh farkh etkiler son zamanlarda 6nemli
arastirma konusu olmustur. Benzer sekilde hucresel tedavi kapsaminda MKH Graft Versus Host (GVH) gibi hastaliklarda
da olmak Uizere birgok tedavide klinik uygulamada yerini almaktadir. Bu ¢alismada kdltir ortaminda MKH davranigina
¢ogalma, goc etme, farklanma ve yara iyilesmesi agilarindan PB uygulamasinin yapacagi etkilerin incelenmesi amaglandi. PB
eklenmesinin cogalmayi hizlandirdigi, gé¢ etmeyi arttirarak yara iyilesmesini cabuklastirdigi ve osteoblastik kemiksi yapiya
farklanmada olumlu katkisinin olustugu saptandi. ince yapi incelemesinde PB ile etkilesmis MKH igin daha canli, daha ¢ok
tutunan ve daha aktif hiicre morfolojisinde oldugu bulundu.

PB verilen dokunun saglikli olmasi icin patojen bakterilerle miicadele eden mikroorganizmalardir. Lactobacillus,
Bifido, E coli, Enterocoocus fecalis gibi PBler uygun doz ve karisimda kullanildiginda antimikrobiyal faktorler salgilayarak
ve immin cevabl modile ederek dokunun iyilesmesine ve sagliklh olmasini saglarlar. Bircok calismada PB igin Ozellikle

Balikesir Medical Journal 2022;6(1):7-16 9



PB - PB +
Stro-1

Resim 1 .MKH belirteglerinin iHK ile tanimlanmasina PB etkisi.



Tablo 1. MKH belirteglerinin IHK ile tanimlanmasi sonrasinda PB etkisi h-Skor ile yapilan degerlendirme

h-skor Stro-1 CD90 CD73 CD45 Cd34
PB- 155.78 +24.86 226.85 +22.92 205.84 +18.42 11.96 +4.78 6.05 +2.88
PB+ 198.22 +18.36 266.66 £16.91 228.24 +16.45 16.28 +3.86 9.12+3.14

karsinojenik bakteriler agisindan ¢ogalma ve adezyonu azalttiklari gésterilmistir. Ozellikle oral muloza enfeksiyonlarindan
candidiasizde kultiir ortaminda kullanilan PB igin biyime, ¢ogalma ve adezyonu azalttigl ayrica biyofilm formasyonunu
duslrdigu saptanmistir. Yara iyilesme silirecinde yara kenarlarinda adezyon, gog ve farkhlasmayi yonlendirerek in vivo
iyilesmeyi hizlandirdig gosterilmistir. (16)

PB - PB +

Morfoloji

semikonfluent

konfluent

Resim 2 MKH Farklanma siirecinde Osteoblastik degisim (G3) ve kemiksi koloni olusumu (G7)

Tablo 2. MKH Farklanma suirecinde Osteoblastik degisim (G3) ve kemiksi koloni olusumu (G7) PB etkisi igin MTT

MTT G3 G7
PB- 564.46+124.22 1244.48 +148.12
PB+ 778.36 £128.77 1366.26 +154.68

MKH igin go¢ etmenin ve gittigi doku uyum saglamanin rejeneratif tip agisindan dnemi gok blyiktir. PB kullaniminin
migrasyon kapasitesini arttirmasi etki mekanizmalarindan birisi olmaktadir. Lactobasillus igin kiltir ortaminda makrofaj ve
lenfositleri gogalmak Uzere sitimile ettigi ve boylelikle kemotaksis ve anjiogenesizi yonlendirdigi gosterilmistir. Yapilan bir
calismada yuzey belirtegleriile karakterize edilen umblikal kord MKH lariigin adipojenik ve osteojenik farklanma arastirnmistir.
Yapilan uygulamalarda farkh etkenler kullaniimasina ragmen MKH igin morfolojik bir farklilik gozlenmez iken gog belirteglerini
farkl bir sekilde eksprese etmiglerdir. Degisik diizeylerde VLA-4 ve VCAM-1 gog belirteglerini PCR ile tanimlamislardir. L.
asidop ile  VEGF ve MMP-2 artarken CXCR-4 bir degisiklik olusmamistir. Bu ¢alismadan PB kullaniminin migrasyon igin
onemli bir faktér oldugu ortaya konmustur. PB ile artan migrasyon kapasitesinin adipojenik ve osteojenik farklanmayi da
artirdigl disUnllmastar. (17) Kalttr ortaminda gizik olusturma yéntemi MKH igin go¢ etme yeteneginin arastiriimasinda
kullanilmaktadir. Bu amagla yapilan bir calismada Lactobacillus reuteri ve Porphyromonas ekstrakti kullaniminin MKH ¢ogalma
ve farklanma aktivitesinin yani sira gé¢ etme yetenegini de arttirdigi bulunmustur. Kiiltlir ortaminda gizik yarasinin kapanmasini
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hizlandirdigi gibi invivo deri yara iyilesmesinde benzer sekilde yaptigl saptanmistir. Her iki durumda da P.gingivalis igindeki
LPS ile NLPR3 inflamasomun aktive olup MKH fonksiyonu inhibe edildiginde bu gdg etkisinin oradan kalktigi gézlenmistir. PB
etkisinin mikrobiyata dengesini saglayarak inflamasyonu ve yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi distinilmastir. (16)

PB - PB +

Go¢

Resim 3. MKH Farklanma siirecinde gizik sonrasi go¢ etme ve farklanmanin saptanmasi

Tablo 3. MKH Farklanma siirecinde gizik sonrasi go¢ etme ve farklanmanin morfometrik analizinde yara kenarindan baslayan
¢ogalma ve goclin yara kapanmasini saglamasi ve olusan kemiksi adaciklarin élgtimleri ile PB etkisinin gosterilmesi.

Cizik Yara kapanmasi Kemiksi Adacik Olusumu
PB - 0.48£0.17 pm 23.22+8.94
PB + 0.31+0.11 um 32.18+7.64

PB kullaniminin mikrobiyata homeastazini saglamasinin disinda patolojik durumlarda da hicre proliferasyonunu
ve osteojenik farklanmayi arttirarak hasari 6nleyici 6zelligide bulunmaktadir. Tenofovir ile indiiklenmis mandibula kemik
kaybinda PB kullaniminin mandibuler MKH igin indlkleyici 6zelliginden yararlanarak kemik kaybinin azaltildigi gésterilmistir.
Mandibular histomorfometri igin yapilan mikroCT ile yapilan osteojenik belirtegler igin yapilan PCR ve stipernatanttan yapilan
ALP Uretimi ile L.rhamnosus GG PB igin supernatant a salgiladigi faktorlerin osteogenezi yeniden yapilandirdigi gosterilmistir.
(10) PB tarindan salgilanan faktorler agisindan bakildiginda farkin metabolitlerden kaynaklandigi belirlenmistir. Farkli PB
klltir ortamina eklenip bir stre sonraki slipernatant toplanarak MKH igin uygulandiginda ¢ogalmanin ve farklanmanin
arttirildigi saptanmistir. Cogalma igin PCNA ve k&k hiicre icinde SOX-2, OCT-4 ve NANOG transkripleri icin kullanilmis ve iPKH
icin farklanmasi saptanmustir. (18)

Yapilan bir calismada P.gingivalis ve L reuteri olarak PB kullaniminin kiltir ortaminda gingival MKH igin gogalma, gog
etme ve osteojenik farklanmayi hizlandirdigi saptanmistir. Osteojenik farklanmanin kritik transkripsiyon faktorlerinde olan
0OSX, OPN, OCN ve RUNX2 belirteglerini Real time RT-PCR ile gosterildigi Gzere anlaml bir sekilde artirmistir. Red O boyamasi
ile patojenik bakteriile PB arasinda kurulan dengeye bagl olarak MKH igin adipojenik farklanmanin baskilandigi gosterilmistir.
Bu sonuglara iliskin olarak fare damaginda yapilan yara iyilesmesi deneyinde L.reuteri ve P.gingivalis gruplarinin iyilesmeyi
hizlandirdigi gosterilmistir. Boylelikle oral mikrobiyom dengesinin saglanmasi ile yara iyilesmesinin saglandigi distnilmuastar.
NLRP3 aktivatori olarak kullanilan LPS ile MKH gogiini anlamli bir sekilde inhibe ettigi saptanmistir. Benzer sekilde OSX, OPN,
OCN ve RUNX2 belirtegleri baskilanmistir. L.reuteri kullanimi ile MKH igin olusan tim olumsuzluklar geri dondarilmustar.
L.reuteri nin P.gingivalis teki LPS yi notralize ederek patojenik bakteri ve PB arasindaki dengeyi sagliyarak yara iyilesmesini
hizlandirmaktadir. (16)
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Resim 4. MKH icin osteoblastik farklanma kriterleri olan AR ve VK Histokimyasi ile ON ve OK imm{inohistokimya gériintuleri

Tablo 4 MKH igin osteoblastik farklanma kriterleri olan AR ve VK Histokimyasi ile ON ve OK immiinohistokimya goriintilerinde

yapilan h-Skor analizi ile PB etkisinin gésterilmesi

h-skor AR VK ON OK
PB - 65.78 +16.92 55.77 £ 11.45 148.84 £ 24.37 124.66 £ 15.44
PB + 94.98+ 18.88 68.87 £ 13.42 162.66 + 18.48 138.11+12.94
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Resim 5 SEM ile kiltlir ortaminda PB etkisinin gosterilmesi.PB eklenmesinin ¢ogalmayi hizlandirdigi, go¢ etmeyi

arttirarak yara iyilesmesini cabuklastirdigi ve osteoblastik kemiksi yapiya farklanmada olumlu katkisinin olustugu saptandi. ince
yap! incelemesinde PB ile etkilesmis MKH icin daha canli, daha ¢ok tutunan ve daha aktif hiicre morfolojisinde oldugu bulundu.

Osteoblastik farklanma kemik butinliginin korunmasinda énemli bir faktér olup Propionibacterium freudenreichii
ile iliskisinin arastirildigl bir calismada ¢ig sutten elde edilen MJ2 izolatinin osteoblastik farklanma, mineralizasyon ve
sinyal yolagini etkiledigi invitro ve invivo gosterilmistir. Osteoblastik farklanma ve minealizasyon g-PCR ve western blot ile
incelendiginde osteoprotegerin osteoblastik belirtecinin ve nuklear faktor kB ligandinin anlaml bir sekilde arthigi ayrica BMP2
nin ylkseldigi saptanmistir. Alizerin red boyamasi ile mineralizasyonu artirdigi bulunmustur. Overektomili sicanlarda agizdan
MJ2 beslemesinin olusan osteoporozu azalttigi bulunmustur. (19) OsteopozIlu hastalardan alinan 25-OH vitamin D ve prokollajen
tip 1 enterminal peptid 6rneklerinde Lactobacillus asidophilus ve ramnossus etkisi MC3T3-E1 ve osteoblastlar ve RAW 264.7
osteoklaslar etkisi incelendiginde butirik asit Gzerinden osteoblastik olgunlasmayi sagladiklari saptanmistir. ALP aktivitesinin
arthigl OK konsantrasyonunun yikseldigi ve RUNX2, RANK, NFATc1, cathepsin K, DC-STAMP, OSCAR, WNT2 ve CTNNB1 yikseldigi
osteoblastlarda gosterilmistir. Osteoklastlar iginde tersi gergeklesmistir. (20)

insan kemik iligi MKH osteoblastik farklanmasinda PLLA scaffoldu ile verilen probiyotik nisin tedavisinin osteoblastik
farklanmada etkili oldugu gosterilmistir. MTT 6lglimleri ile kiltirin birinci ve 3., 5. Glnlerinde nisin tedavisinin gogalmayi artirici
etkisi saptanmistir. RT-PCR ile ALP, ON, OK ve kollajen 1 ekspresyonlarinin anlamh bir sekilde arttigi buna karsilik RUNX2 gen
ekspresyonun azaldigi gosterilmistir. AR ve vonkossa testleri ile minerilizasyonun arttigi saptanmistir. SEM ile hiicrelerin ¢ogalma
egiliminde oldugu ve daha aktif bir hiicre yapisi gosterdigi belirlenmistir. (21) Bu ¢alismanin sonuglari bizim bulgularimiz ile
oldukga paralel olup bir scaffold kullanmadan ve PB karisimi ile daha iyi sonuglar aldigimiz gorilmektedir.

SONUC

Bu ¢alismada kiltir ortaminda MKH karakteristligi ve osteoblastik farklannma (izerine probiyotik karisiminin etkisi
incelendi. PB karisiminin MKH belirteglerini anlaml bir seklde yikselttigi h-Skorlama ile bulundu.

MKH farklanmasi igin osteoblastik degisim siireci incelendi ve PB lerin MTT ile cogalmanin, gizik atma ile gég etmenin,
AR ve VK ile mineralizasyonun ayrica ON ve OK ile osteoblastik farklanmanin anlaml bir sekilde arttirildigi saptandi.

Alinan sonuglarin kemik gelisimi, patolojik durumlari ve 6zellikle osteoporoz igin Snemli bir anlam ifade ettigi distintldi.

Alinan sonuglar MKH tedavisi gerektiren durumlarda PB kullanilmasinin tedavi etkinligini arttirdigi kiltir ortaminda anlasildi.
Deney hayvani ile yapilacak calismalarda ayni olumlu etkinin goriilmesinin klinik igin yararh olacagi distunalda.
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