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OZET

Rat Kalvaryumu Kritik Boyutlu Defekt Modelinde Kopek ve Kedi Mikrobiyota
Kaynakh Postbiyotiklerin Kemik Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Klinik sorunlar1 ¢6zmek amaciyla biyolojik kaynak saglamay1 amaglayan kemik doku miihendisligi,
son yillarda ilerleme kaydederek kemik dokusu onarimi i¢in umut verici trtinlerin gelistirilmesine
imkan saglamaktadir. Bu alanda gergeklestirilen giincel gelismeler ise, bagirsak mikrobiyotasinin
kemik dongiisiinde kritik bir faktér oldugunu ortaya koymaktadir. Mikrobiyota-kemik ekseni
cergevesinde meydana gelen iletisimden ise postbiyotik ad1 verilen ve mikrobiyota iiyeleri tarafindan
iretilen metabolitlerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Gergeklestirilen tez g¢alismasimin temel
amaci, kedi (tekir) fekal mikrobiyotas1 kaynakli Enterococcus faecium EIR/CT-1 ve kopek (kangal)
stit mikrobiyotas1 kaynakli Enterococcus lactis EIR/DG-1 suslarina ait postbiyotiklerin veteriner
hekimlikte karsilasilan kemik dejenerasyonuna yonelik potansiyel etkilerini ticari bir yapi iskelesine
entegrasyonlari neticesinde in vivo kosullar altinda degerlendirmektir. Postbiyotiklerin yap1 iskelesine
entegre edilecek dozu hiicre kiiltiiri c¢alismalart neticesinde belirlenmistir. Bu amagla, fare
preosteoblast hiicreleri kullanilmig ve toksisite gostermeyen en yiiksek doz olan 100 ug/ml ilerleyen
calismalara dahil edilmistir. /n vivo ¢alisma kapsaminda rat kalvaryumu kritik boyutlu defekt modeli
kullanilmigtir. Kemik ve kalvaryum hasarinin oldugu bolgeye implante edilen postbiyotik iceren yap1
iskelelerinin etkinligi postbiyotik igermeyen yapi iskelelerine ve kontrol grubuna karsi planar
radyografi, bilgisayarli tomografi ve histopatolojik incelemeler acgisindan degerlendirilmistir. Elde
edilen veriler neticesinde, tam bir kemik olusumu saglanmamis olsa da postbiyotiklerin travma
bolgesinde meydana getirilen hasarin onarilmasinda dnemli bir rol oynadigi ve iyilesme siirecini
hizlandirdig: tespit edilmistir. Ozellikle, fibroz doku miktarinin ciddi oranda hizlanmasi ve artmast,
yangi ve vaskiilarizasyon miktarin postbiyotik iceren gruplarda yiiksek derecede anlamli fark
yaratmasi yeterli siire bekleme saglandigi takdirde kemik olusum siirecini de hizlandirabilecegini
diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Kemik Doku Miihendisligi, Mikrobiyota, Postbiyotik, Rejenerasyon



SUMMARY

Effect of Dog and Cat Microbiota-Derived Postbiotics on Bone Regeneration in
Rat Calvarium Critical Size Defect Model

Bone tissue engineering, aiming to provide biological sources to solve clinical problems, has made
progress in recent years and has enabled the development of promising products for bone tissue repair.
Current developments in this field have revealed that the gut microbiota is a critical factor in bone
turnover. The communication that occurs within the microbiota-bone axis is thought to be mediated
by postbiotics, metabolites produced by members of the microbiota. The main objective of this thesis
is to evaluate the potential effects of postbiotics-derived Enterococcus faecium EIR/CT-1 isolated
from cat (Tekir) fecal microbiota and Enterococcus lactis EIR/DG-1 isolated from dog (Kangal) milk
microbiota, in the treatment of bone degeneration encountered in veterinary medicine under in vivo
conditions by integrating them into a commercial scaffold structure. The dose of postbiotics to be
integrated into the scaffold structure was determined by cell culture studies. For this purpose, rat
preosteoblast cells were used and the highest non-toxic dose of 100 pg/ml was included in further
studies. A rat calvarium critical size defect model was used in the in vivo study. The effectiveness of
postbiotic-containing scaffolds implanted in the area of bone and calvarium damage was evaluated
against postbiotic-free scaffolds and the control group using planar radiography, computed
tomography, and histopathological examinations. The results showed that although complete bone
formation was not achieved, postbiotics played an important role in repairing the damage in the
trauma area and accelerated the healing process. In particular, the significant acceleration and increase
in the amount of fibrous tissue, and the highly significant differences in the amount of inflammation
and vascularization in the postbiotic-containing groups, suggest that postbiotics may also accelerate
the bone formation process if sufficient waiting time is provided.

Keywords: Bone Tissue Engineering, Microbiota, Postbiotic, Regeneration
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1. GIRIS

Kemik, islevselligi korumak icin her zaman modellenerek ve yeniden sekillenerek
kendi kendini insa edebilen dinamik bir dokudur. Kemik dokusu, yumusak dokulara ve
viicuda yapisal destek saglamak, yetigkinlerde hematopoezin merkezi bolgesi olmak ve
mineral homeostaziye katkida bulunmak gibi viicutta bircok hayati fonksiyondan
sorumludur. Ayrica, hasar gordiigiinde otomatik olarak yenilenme gibi dogustan gelen bir
yetenege sahiptir. Bu siireglerin tiimii biyokimyasal ve mekanik uyaranlarla ilgili cesitli
molekiiler mekanizmalara baglidir. Ancak lezyonun karmasik veya ¢ok biiyilk olmasi
durumunda cerrahi miidahalede bulunmak ve alternatif tedaviler gelistirmek Onemli
olmaktadir. Klinik sorunlar1 ¢6zmek amaciyla biyolojik kaynak saglamay1 amaglayan kemik
doku miihendisligi ise son yillarda ilerleme kaydederek kemik dokusu onarimi igin umut
verici iiriinlerin gelistirilmesine imkan saglamaktadir. Ozellikle 6nemli biyofaktérlerinin ve
kemik kok hiicrelerinin etkisinin anlasilmasi etkili bir rejeneratif tip i¢in ¢ok 6nemli kabul

edilmektedir (Manzini vd., 2021).

Yaralanma ve hastaliklarin tedavisinde kemik doku miihendisligi uygulamalarina
yonelik malzeme tasarimi olduk¢a 6nemli kabul edilmektedir. Kemik doku miihendisligi i¢in
basarili malzeme tasarimi, dogal kemik dokusunun bilesimi ve yapisinin anlagilmasinin yani
sira polimerler, biyoseramikler, metaller ve kompozitler gibi biyomimetik dogal veya
ayarlanabilir sentetik materyallerin (biyomalzemeler) uygun secimini gerektirmektedir. Ug
boyutlu baski ve elektrik alan1 destekli teknikler de dahil olmak {izere yap1 mimarisi iiretimi
icin gelistirilen teknolojiler, uygun biyomalzemeleri kemik doku miihendisligi i¢in ideal
formlara doniistiirmek i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda; tip, biyoloji, malzeme ve diger
disiplinlerin entegrasyonu, kesismesi ve gelismesiyle birlikte biyomalzemeler kemik doku
miihendisligi iskelelerinin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak halen
giinimiizde, kemik doku rejenerasyonu igin ideal malzemelerin gelistirilmesinde
karsilanmayan ihtiyaglar ve mevcut zorluklarin bulunmasi yeni stratejilerin gelistirilmesine

olan ihtiyaci ortaya koymaktadir (Koons vd., 2020).

Yapilan aragtirmalar; mikrobiyota kaynakli biyotiklerin bagirsak mikrobiyota bilesimi
ile kemik homeostazisi (Quach ve Britton, 2017) ve bagirsak-kemik sinyallesmesinde

(Schepper vd., 2017) 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Son yillarda biyotikler



arasinda dikkat ¢ceken ve yeni bir terim olarak nitelendirilen postbiyotikler; kisa zincirli yag
asitleri (KZYA), mikrobiyal hiicre fraksiyonlari, fonksiyonel proteinler, hiicre dist
polisakkaritler (EPS), hiicre lizatlari, teikoik asit, peptidoglikan tiirevli muropeptitler dahil
olmak iizere fermantasyon islemi sirasinda probiyotikler tarafindan iiretilen fonksiyonel
biyoaktif bilesikleri igermektedir. Doktora tez calismasi, rat kalvaryumu kritik boyutlu
defekt modelinde kdpek ve kedi mikrobiyota kaynakli postbiyotiklerin kemik rejenerasyonu
tizerine etkisini belirlemeyi amaglamaktadir. Bu arastirma, kedi ve kdpek mikrobiyotasi

kaynakl1 postbiyotiklerin kemik saglig1 lizerindeki etkilerini inceleyen ilk ¢alismadir.

1.1. Kemik Dokusu

Insan viicudunun iskeletini olusturan ve i¢ destek sistemi olarak gorev yapan kemik,
toplam viicut agirliginin yaklasik %15’ini olusturmaktadir. Bu karmasik, aktif ve hiyerarsik
doku, viicut hareketini ve hareket kabiliyetini desteklemektedir. Bununla beraber, kan
hiicrelerinin tiretiminde, motor fonksiyonlarda ve mineraller ile biiyiime faktorlerinin (BF)
depolanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Fizyolojik islevleri, boliinme, go¢ ve
farklilagsma gibi hiicresel islevlerin kritik diizenleyicileri olan BF’lerin ve sitokinlerin
tiretiminden sorumlu olan kok hiicrelerin varligiyla derinden iliskilidir (Roseti vd., 2017,

Toosi ve Behravan, 2019).

Kemik dokusu son derece dinamik, vaskiilarize ve yara izi birakmadan kendi kendini
onarma becerisine sahip énemli bir dokudur (Birkhold vd., 2015). Bununla birlikte; kemik
yaralanmalar1 ve artan yasa bagli etkiler siklikla osteoporozla sonuglanan kemik kaybina yol
acabilmektedir (Chocholata vd., 2019). Giiniimiizde kemik rejenerasyonuna yonelik tedaviler
arasinda otojen, allojenik veya ksenojenik kemik grefti nakli gibi segenekler yer almaktadir
(Shang vd., 2020).

1.1.1.Kemik Yapis1 ve Morfolojisi

Insan viicudunda, yapisal bir islev gdsterebilen ve hayati organlari koruyabilen, farkli
morfoloji ve boyutlarda 200’den fazla kemik bulunmaktadir. Mimariye bagli olarak kemik
dokusu ¢ift katmanli bir yapiya sahiptir (Sekil 1.1). Dis katman, yetiskin toplam kemik
kiitlesinin yaklasik %80’ini olusturan ve %3-5 oraninda nispeten yogun bir gozeneklilige
sahip olan kortikal veya kompakt kemiktir. Bal petegi seklindeki trabekiiler baglantinin i¢
tabakasi tarafindan olugturulan siingerimsi kemik, yaklasik %80-90’11k yiiksek gozeneklilige



sahip yetiskinlerde toplam kemik kiitlesinin yaklasik %20’sini olusturmaktadir (Parfitt vd.,
2002).
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Sekil 1. 1.Trabekiiler ve kortikal morfoloji ve kemik hiicreleri (Manzini vd., 2021)

Trabekiiler kemik daha gbzenekli bir yapiya sahip olup, kortikal kemiklerle
karsilastirldiginda kompresyona kars1 daha az direng saglamaktadir. Giicli gdzenekli ag
yapist asir1 kosullar altinda bile kirik riskini en aza indirmek i¢in fonksiyonel olarak
kuvvetlerin dagilimina izin vermektedir. Trabekiiler kemik, siinger sekli nedeniyle genis bir
yiizey alan1 sunmakta, bu da daha fazla metabolik aktiviteye yol agmaktadir. Bu morfoloji
ise besinlerin, biyomolekiillerin ve gazlarin degisimine izin vermektedir. Trabekiiler kemik,
digerlerinin yani sira femur ve humerus gibi uzun kemiklerin ve yassi kemiklerin (¢cene ve

kafatasi) metafizinde bulunabilmektedir. Kortikal kemik, uzun kemiklerin diyafizinde



bulunmakta ve daha az sayida gozenek icermektedir. Destek islevinde Onemli bir rol
oynayan bu kemikler; femur ve kaval kemigi gibi uzun kemikler, kafatasi gibi yassi
kemikler, ayak bilegi ve el bilegi gibi kisa kemikler olmak {izere {i¢ alt tiire ayrilmaktadir. Bu
kemiklerin temel mimarisini birbirine ¢ok yakin konumlanmis, osteon adi verilen yapilar
olusturmaktadir. Bu desen onu egrilige karsi etkili bir sekilde direngli hale getirmektedir.
Yagsla birlikte kortikal kemikte daha fazla gozeneklilik ve daha az kalinlik gozlemlemek
miimkiin olmaktadir (Andreasen vd., 2018).

Kemiklerin bu morfolojik 6zellikleri viicudun yapisal taleplerini desteklemeye, gii¢ ve
dayaniklilik saglamaya yeterlidir. Karsilastirmali olarak, kemik dokusunun enerjiyi absorbe
etme ve saliverme yetenegi meseden iki kat daha yiiksek, nihai gerilme mukavemeti ise

dokme demirinkine benzer olarak degerlendirilmektedir (Andreasen vd., 2018).

1.1.2. Kemik Hiicreleri

Osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar yasam boyunca siirekli degisime ugrayan
ve dinamik bir yapiya sahip olan kemik dokusunun hayatta kalmasi ve aktivitesi i¢in
tamamlayici ve kritik 6neme sahiptir. Osteoblast hiicreleri, kiiboidal morfolojiye sahip olup
kemigin katmanli kaynagindan sorumludur. Islevsel olarak kemik dokusu olusturabilmekte
ve kemigin yeniden sekillenmesi ve mineralizasyonunda rol oynamaktadir. Ayrica bu
hiicreler, kemik matriks proteinleri gibi bagka proteinleri ile kemik dokusu restorasyonunun
katabolik siirecine katilan proteinleri de iiretebilmektedir. Bazen osteoblast hiicreleri
kendilerini kalsifiye matrikslerine baglayabilmekte, bu da fenotiplerinde degisikliklere ve
osteositlere farklilagmalarina yol agabilmektedir. Bu farklilasma siireci esas olarak
transkripsiyon faktorii 2 (RUNX 2) tarafindan diizenlenmektedir. Farklilagma siirecinde
hiicreler, osteopontin, osteonektin gibi hiicre dis1 matriks (HDM) proteinlerini iiretmektedir.
Alkalen fosfataz gibi mineralizasyon siirecine katilan enzimler, osteoblast hiicrelerinde bu
siiregte oldukga aktiftir. Osteoblastlarin bu siirekli farklilasma mekanizmasi fenotipik
heterojeniteden sorumludur. Bir grup farklilasmis osteoblast, mineralize olmayan organik
matriksi yapilandiran osteoidleri iiretmektedir. Bu osteoidler ise, mekanik uyarilarin

iletilmesinde 6nemli bir rol oynayan osteositlere doniismektedir (Martin vd., 2019).

Osteosit hiicreleri yetigkin kemigindeki merkezi ve en bol bulunan hiicreler olarak
tanimlanmaktadir. Mineralize kemik i¢inde bir ag olusturmaktan sorumludurlar. Morfolojik

olarak boyutlar1 daha kiigiik olup, daha belirgin ¢ekirdek/sitoplazma oranina sahiptirler



(Chen vd., 2018). Islevsel olarak osteositler; mekanosensitivite ve mekanotransdiiksiyondan
sorumludur. Mekanotransdiiksiyon; fiziksel kuvvetlerin hiicresel tepkilerle sonuglanan
biyokimyasal sinyallere doniistiiriilmesi olarak tanimlanmaktadir. Kemikte bu siireg,
mekanik baglanmay1 ve ardindan biyokimyasal baglanmayi icermektedir. Daha sonra sens6r
hiicresi tarafindan yakalanan sinyalin, uyarana yanitin iiretilmesinden sorumlu olacak efektor
hiicreye iletilmesi gergeklesmektedir. Bu siirecte kuvvet artis1 oldugunda osteoblastlar aktive
olmakta ve kemik olusumunun daha belirgin oldugu bir donem ortaya ¢ikmaktadir. AKSi
takdirde osteoklast aktivitesinde artis olmakta, bu da doku olusumunun azalmasina ve
emilim slirecinin artmasina neden olmaktadir. Her iki durumda da osteositler, hiicresel
aktiviteleri koordine ederek, bir olay1 veya digerini tetikleyecek farkli uyaranlari serbest
birakmaktadir (Huang vd., 2019). Uygulanan mekanik yiikiin biyokimyasal olaylara
doniigmesi sonucu ortaya ¢ikan nitrik oksidin (NO) birincil iireticileridirler. Bu siireglerin
dengesi yas, cinsiyet, fiziksel aktivite gibi faktorlerden dogrudan etkilenebilmektedir.
Biyokimyasal olarak, fiziksel kuvvetler ve biyokimyasal sinyaller arasindaki iletim,
digerlerinin yani sira hiicre i¢i iyon kanallarinin, hiicre i¢i sinyallesmenin, integrinler gibi
transmembran  molekiillerinin ~ varhigiyla iliskilendirilmektedir.  Bununla birlikte,
mekanotransdiiksiyonda yer alan biyolojik siire¢ her zaman karmasik olup gesitli molekiiler
sinyallesme mekanizmalarina bagli olmaktadir (Martin vd., 2019). Bunun yani sira
osteositler, koloni uyarici faktér 1 (CSF-1) ve niikleer faktor Kappa-B ligandinin (RANKL)
reseptor aktivatorii gibi faktorler iireterek kemigin yeniden sekillenmesini desteklemektedir.
Bu hiicrelerin duyarliligi, kemigin mekanik yiike uyum saglamasina ve bdylece kemik
dokusu kiitlesinin degismesine olanak tanimaktadir. Ayrica osteositler sinyal faktorlerini
salgilayarak osteoblast ve osteoklast fonksiyonlarmi diizenleyebilmektedir (Huang vd.,
2019). Dinamik bir 6zellige sahip olan kemik, mekanik uyaranlara yanit olarak bilesimini ve
yapisini degistirebilmekte, uygulanan bu yiiklere, hormonal veya genetik diizenlemeye bagli
yanitlar tetikleyebilmektedir (Martin vd., 2019).

Osteoklastlar, RANKL olusumunda ve farklilagmasinda hayati bir rol oynayan,
makrofaj koloni uyarici faktér (M-CSF) osteoklast 6ncii hiicrelerinin hayatta kalmasina ve
sayisinin korunmasina miidahale eden ve matriks enzimlerinin sentezini diizenleyerek
mineralize kemigi yeniden resorbe etme konusunda yiiksek bir kapasiteye sahip olan kemik
hiicre grubudur (Xiao vd., 2016). Osteoblastlar kemik yapan hiicrelerken osteoklastlar kemik
matriksi ve yasl osteositler de dahil olmak iizere eski kemik dokusunu rezorpsiyon igin

sindiren hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Asir1 rezorpsiyon nedeniyle rezorpsiyon ve kemik



olusumu arasindaki dengenin bozulmasi ise kemik hastaliklarina yol agmaktadir (Huang vd.,
2019).

1.1.3. Kemik Olusum Siireci

Kemik dokusunu intramembrandz ossifikasyon ve endokondral ossifikasyon olmak
iizere iki farkli mekanizma olusturmaktadir. Klavikula, kafatasi ve kraniyal kemiklerin cogu
gibi diiz kemiklerde intramembrandz ossifikasyon meydana gelmektedir. Bu mekanizma
mezenkimal kok hiicrelerin bir kiime olusturacak sekilde bir araya gelerek kemiklesme
merkezinde toplanan osteoblastlara farklilagsmasini icermektedir. Daha sonra osteoblastlar,
kollajen-proteoglikan agisindan zengin ve kalsiyumu baglayabilen, osteoid adi verilen
mineralize olmayan bir matris salgilamaya baglamaktadir. Bu sekilde matriks sertlesmekte ve
osteoblastlar baglanarak bunlarin osteositlere farklilagsmasi saglanmaktadir. Bu siirecte
osteoblastlar, kan damarlarin1 g¢evreleyen osteoidleri iiretmeye devam etmektedir. Bu
mekanizma trabekiiler kemigi ve kemik iligini olusturmaktadir (Breeland ve Menezes,
2020).

Endokondral ossifikasyon, embriyogenez sirasinda meydana gelmekte olan kemik
matriksi olusumu, osteoblast farklilasmasi ve ossifikasyon olmak iizere ii¢ temel siireci
icermektedir (Martin vd., 2019). Bu siiregte, mezenkimal kok hiicreler kondrositlere
farklilagsmakta ve proliferatif siireci engelleyebilecek molekiiller salgilamaya baslayana
kadar kikirdak matriks {iretmektedir. Daha sonra uzun kemigin orta bolgesinde kikirdak
yerine kemik olusumuna yonelik mezenkimal kdk hiicrelerden olusan bir periost tabakasi
belirmektedir (Inoue vd., 2020). Kondrositler hipertrofik hale gelmekte ve matriks
kalsifikasyonunda g¢aligsan aktif proteinleri tiretmektedir. Bu siireg, kemik periosteumunun bir
kisminin bozulmasina ve i¢ matriksin bir kismmin emilmesine neden olarak ilk kan kilcal
damarlarinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Ayrica mediiller boslukta vaskiilarizasyonu
tesvik etmek igin hipertrofik kikirdaga hiicresel gogii saglamaktadir. Bu siiregte, yeni bir
mezenkimal kok hiicre grubu osteoblastlara farklilagsmakta ve kalsifiye bir kemik matriksi
tretmektedir. Bu kemik daha sonra yeniden modellenmekte ve daha organize kollajen liflere
ve istiin mekanik Ozelliklere sahip olan trabekiiler kemigi olusturmaktadir (Martin vd.,

2019).



Kemik olusum asamalarini, biyokimyasal faktorler ve biyomekanik faktorler kontrol
etmektedir. Osteogeneze ve kemik biiyiimesine dogrudan miidahale eden endojen elementler
kemik tiirtine gore degisiklik sergilemektedir. Bunlar, diger sinyal faktorlerinin yam sira
tiroid ve Ostrojen, insiilin benzeri biiylime faktorleri, D vitamini, retinoidlere yanit veren
niikkleer reseptorler, glukokortikoidler gibi farkli hormon tiirleri olabilmektedir (Vaca-
Gonzalez vd., 2018). BF’ler kemik dokusu hiicreleri ve digerleri tarafindan salgilanan,
islevlerine gore otokrin, parakrin ve endokrin etkili faktorlerdir. Hedef hiicrelerin hiicre
zarinda bulunan spesifik reseptorlerine baglanan BF’ler hiicre biiylimesi, gogii, cogalmasi,
farklilasmast ve kemik dokusu yenilenmesi gibi c¢esitli metabolik fonksiyonlari
tetiklemektedir (Toosi ve Behravan, 2019). Bu ailenin 6nemli bir iiyesi, hiicre
farklilagmasini, fonksiyonunu ve gogiinii diizenleyerek cesitli organlarin gelisimini kontrol
etme gorevi goren transforme edici biiyiime faktoriidiir (TGF). TGF siiper ailesi i¢inde
kemik ve kikirdak dokusu iiretimi ve onarimi yapabilen yaklasik 20 tip protein
bulunmaktadir. Kemik morfogenez proteinleri (BMP), mezenkimal osteoblastlara
farklilagmasini uyaran osteoindiiktif potansiyele sahiptir (Barcak ve Beebe, 2017). Fibroblast
biiylime faktorleri (FGF) ise, yedi aileye boliinmiis 22 {iyeden olusmakta ve embriyonik ve
organ gelisimi, metabolizma ve kemik olusumunun diizenlenmesi gibi ¢esitli biyolojik
islevlerde gorev yapmaktadir (Richter ve Faul, 2018). Tip 1 insiiline benzer biiylime faktorii
(IGF) ise, farkli dokulardaki diger biiyiime ve farklilagma siirecleri i¢in gerekli olmasinin
yant sira kemik olusumunu da etkilemektedir. Bu faktor, biiylime hormonuna yanit olarak
karacigerde tretilen kiigiik bir peptidtir. Kemikte endokrin, parakrin ve otokrin faktorler
IGF-1 aktivitesini modiile etmektedir. IGF-1 olgun kemik hiicrelerini etkileyerek
osteokalsin, osteriks ve kollajen tip I’in ekspresyonunu tesvik etmektedir. Ayrica, iyi bir
endokondral ossifikasyon igin gerekli olan kondrosit fonksiyonlarini diizenlemektedir.
Kondrositler, osteositler ve osteoblastlardaki IGF-1 reseptor diizeylerinin azalmasi,
kontrolstiz hiicre g¢ogalmasi ve farklilagmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, IGF-1
diizeylerinde azalmay1 tetikleyen bozukluklar, digerlerinin yan1 sira osteoporoz gibi kemik

kiitlesi kaybiyla ilgili hastaliklara yol agabilmektedir (McLaughlin vd., 2020).

Kemik dokusunun vaskiilarizasyonunun c¢ok yiiksek olmasi, kirik olusumu ve
rejenerasyon gibi silireglerin gelisiminde 6nemli oldugunu gostermektedir. Hipertrofik
kondrositler, osteoblastlar gibi kemik hiicreleri vaskiiler hiicrelerle iletisim kurmaktadir.
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi anjiyojenik faktdrlerin tiretimini
diizenleyerek dokudaki yeni kan damarlarimin istilasim1 uyarmaktadirlar. Anjiyogenez adi

verilen bu siire¢, kemik olusumu igin gerekli olan oksijeni, besin maddelerini ve mineralleri



saglamaktadir. VEGF, primer osteoblastlarda enzim alkalin fosfataz (ALP) aktivitesini
tetiklemekte ve osteoblastlarin ve osteoklastlarin kemik olusum boélgelerine gogiinii ve
farklilagmasini indiiklemektedir. RUNX2 gibi faktorler, bu hiicreler tarafindan VEGF
salimimina aracilik ederek iligkili siiregleri diizenlemektedir (Vaca-Gonzalez vd., 2018). Runt
ile iliskili transkripsiyon faktorii 2 olarak da bilinen RUNX2, kondrojenezin ge¢ evresi
sirasinda olgunlasmamis osteoblastlar tarafindan eksprese edilen transkripsiyon faktorleri
ailesinin bir iiyesidir. Ekspresyonu, hepatosit biiyiime faktoriinin (HGF) serbest
birakilmasiyla desteklenen bir sinyalleme zincirinin aktivasyonuyla iligkilidir. Bu protein,
kemik morfogenezi baglaminda osteoblastlarin farklilasmasini ve hiicre dongiisiinii aktif
olarak diizenlemektedir (McLaughlin vd., 2020). Osteokalsin ise osteoblastlar tarafindan
salgilanan, glukozun mobilizasyonuna yardimci olan ve enerji tiiketimini artiran bir
hormondur. Kemik mineralizasyonunda énemli bir rol oynamanin yani sira kalsiyum iyonlar1

homeostazisine de katilmaktadir (Huang vd., 2019).

1.1.4. Kemik Yeniden Yapilanmasi

Yeniden yapilanma, osteoklastlar tarafindan rezorbe olmus trabekiiler kemigin
osteoblastlarin aktivitesiyle doldurulmaya birakilmasi siirecidir. Bu diizenlemede yer alan
faktorler, BF ve hormonlar gibi biyokimyasal veya mekanik olabilmektedir. Kemik hiicreleri
mekanik bir uyarty1 tanimakta ve bunlar1 mekanotransdiiksiyon adi verilen bir siiregte
biyokimyasal reaksiyonlara doniistiirebilmektedir (Siddiqui ve Partridge, 2016). Sonug
olarak, hiicresel bir tepki kemik dokusunun biiyiimesini veya emilimini tetikleyebilmektedir.
Yetiskin insanda yeniden yapilanma, giinliik fiziksel yiik ve yaglanma etkilerinden kaginma
ve sonuglartyla ilgili eski hasarli kemik restorasyonu i¢in en aktif ve dinamik siirectir. Bu
mekanizma, 3 ile 6 ay arasinda kemik onarimini desteklemekte olup yiik dagilimi, beslenme
ve metabolik cesitlilik, yarali veya 6lii dokularin yenilenmesi gibi degisikliklere uyum

saglama yetenegini icermektedir (Huang vd., 2019).

1.1.5. Karik Tyilesmesi

Kemik dokusu ¢ogu kirigi onarabilmesine ragmen, lezyon karmasik oldugunda
genellikle yarali dokuyu iyilestirmek icin invazif bir prosediir gerekli olmaktadir. Genel
olarak kemik kirig1 onarim siireci, li¢ ana asamayi i¢eren embriyonik kemik olusumu
asamasina benzemektedir. Inflamatuar asama, lezyon bdlgesinde kan pihtisi olusturan ilk ve

en hizli agamadir. Kemotaksis yoluyla fagositik hiicreleri yaralanma noktasina ¢ekmekte ve



kirik iyilesmesinin bu agamasinda hem adaptif hem de dogustan gelen immiin yanit kritik
o6neme sahip olmaktadir. Ancak, mezenkimal kok hiicreler immiin baskilayict parakrin
faktorleri serbest birakarak dengenin korunmasinda kilit rol oynamaktadir (Einhorn ve
Gerstenfeld, 2015). Osteoblastlar pihtiyr kapladiginda onarim adi verilen ikinci asama
baslamaktadir. Bu hiicrelerin yogun bir sekilde cogalmasi ve ayrica osteoblastlara farklilagan
mezenkimal kok hiicrelerin gocili gerceklesmektedir. Kirtk mekanik olarak stabil degilse,
mezenkimal kok hiicreler etkilenen bdlgede bir yap1 olusturmak igin kondrositlere
farklilagarak kemik kallusunu olusturmaktadir. Bu kondrosit farklilasma siireci HDM
mineralizasyonuyla sonuglanmaktadir. Son agama olan yeniden modellemede ise, katabolik
aktivite ile kikirdak emilimi kallus hacminin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica
anjiyogenez siireci devam etmekte ve kemik olusumu lamel kemige yol agmaktadir (Agarwal
ve Garcia, 2015).

Kok hiicrelerin yani sira, diger sinyal ajanlar1 ve bircok BF’de kirik iyilesme siirecine
aktif olarak katilmaktadirlar. TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuar sinyal faktorleri, kemik
dokularinin olusumunda ve yeniden sekillenmesinde Onemli rol oynayarak immiin ve

inflamatuar yanit1 diizenlemektedir (Huang ve Ogawa, 2010).

Agir travma, dogustan yetersizlik, osteoporoz ve tiimér rezeksiyonu gibi durumlardan
kaynaklanan kritik biyiikliikteki kiriklar diinya ¢apinda 6nemli tibbi zorluklardir (Raina vd.,
2020). Her ne kadar kemik dokusu kendi kendini iyilestirme potansiyeline sahip olsa da
lezyon boyut siirini agtiginda genellikle invazif bir cerrahi yaklasim uygulanmasi gerekli
olmaktadir (Liu vd., 2019). Dolayisiyla, kok hiicreler, sinyal faktorleri ve osteoindiiktif
maddeleri iceren ve iyilesmeyi destekleyen iiriinler gelistirmek O6nemli olmaktadir. Bu
ihtiyag, kemik onarimi ve lokal ve sistemik tedaviler i¢in kemik doku miihendisligi alaninda

yapilacak yeni kesiflere dikkat cekmektedir.

1.2. Kemik Doku Miihendisligi

Kemik doku miihendisligi, kemik onarimini ve yenilenmesini tesvik etmek i¢in
iskeleleri, iyi entegre olmus hiicreleri ve biyoaktif faktorleri kullanarak rejeneratif tip igin
yenilik¢i bir platform saglayan doku miihendisligi alaninin 6nemli bir alt dalidir. Kemik
onarimina yonelik ilk arastirmalar, kalsiyum fosfatlarin ve biyolojik olarak emilebilen
metallerin kullanimin1 igermekteydi. Bunu polimerik malzemelerde kemik olusumunun

gozlemlenmesi ve canli dokulara baglanabilen ilk insan yapimi malzeme olan biyocamin



icad1 takip etmistir. Daha ileri caligmalar, proteinler ve peptitler gibi biyoaktif molekiillerin
tamimlanmasina yol acmig ve ardindan kemik doku miihendisligi ayr bir arastirma alani
olarak 6nem kazanmistir. Bu kapsamda gilinlimiize kadar farkli malzeme tiirleri kullanilarak
iskeleler tasarlanmis ve spesifik biyolojik tepkileri tetikleyecek sekilde degistirilmistir.
Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak tizere diizenleyici kurumlar ¢esitli
biyomalzemeler igeren iiriinleri degerlendirmis ve birgok ticari tiriinii klinik kullanima uygun

olarak onay almustir (Loons vd., 2020).

Kemik doku miihendisligi arastirma alani, kemik otogreftleri ve allogreftlerden daha
iyl performans gosteren malzemeler tasarlamay1r amaglamaktadir. Genel amag, bir kemik
defektine uygulanabilecek ve daha sonra alici hastanin kendi hiicreleri tarafindan yeniden
sekillendirilebilecek materyaller hazirlamaktir. Bu malzemeler genellikle hiicresel baglanma
ve mineralize matriksin birikmesi igin destekleyici bir yapi gorevi goren ve doku
olusturmada HDM nin roliinii gegici olarak yerine getirmesi amaglanan bir iskele formunda
birlestirilmektedir. Kemik doku miihendisligi paradigmasinin sematik gosterimi Sekil 1.2°de

sunulmaktadir.
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Sekil 1. 2. Kemik dokusu miihendisligi paradigmasi (Amini vd., 2013)

Konaker tepkisini etkileyen defekt bolgesindeki implante edilmis greft, BF’leri ve
cesitli hiicreleri icerebilmektedir. Buna yanit olarak hiicre yerlesimi ve gelismis
vaskiilarizasyon ve kemik rejenerasyonu meydana gelmektedir. Kusur bolgesine ve hastanin
saglik durumuna bagl olarak, secilen stratejinin kullanilabilirligini saglamak i¢in farklh
yapisal ve fonksiyonel malzeme 6zellikleri gerekli olmaktadir. Kemik doku miihendisligine
yonelik malzemelerin tasarimi aym1 zamanda hiicresel ve vaskiiler infiltrasyona yardime1
olan gbzenekli mimari ve kemik matrisinin ¢ok 6l¢ekli organizasyonu ve hiyerarsisi gibi
saglikli kemik dokusunun islevi igin kritik olan 6zellikleri tarafindan da yonlendirilmektedir

(Du vd., 2019).

Kemik doku miihendisligi malzemelerinin tasarimcilart genellikle yeni kemik
dokusunun biiyiimesini kolaylagtirmak ve desteklemek ve islevselligini geri kazandirmak
icin kemigin protein, mineral ve hiicresel bilesenlerinin fiziksel yapilarimi ve/veya islevlerini
taklit etmeyi amaglamaktadir. Bu amagla ideal biyomalzemeleri, uygun hiicreleri ve gerekli
biyolojik sinyalleri bir araya getirmektedir (Koons vd., 2020).
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1.2.1. Biyomalzemeler

Biyomalzeme, kemik doku miihendisligindeki {i¢ temel unsurdan biri olup doku
yenilenmesinin  iskeletini  olusturmaktadir. Kemik rejenerasyonunda  kullanilan
biyomalzemeler inorganik materyaller, organik materyaller ve kompozit materyaller olarak

alt kategorilere ayrilabilmektedir.

Inorganik malzemeler, yiiksek mekanik dayamima sahip olan ve kolayca deforme
olmayan ve bozunmayan tibbi metal malzemeleri ve metal olmayan malzemeleri
icermektedir. Metal malzemeler dikkat ¢ekici mekanik 6zellikleri nedeniyle yiik tasiyan
kemik defektleri acgisindan kemik onarmmu i¢in ideal kabul edilmektedir. Metal bazlh
biyomalzemeler arasinda titanyum, kobalt ve magnezyum bazli alagimlar bulunmaktadir.
Gintimiizde titanyum (Ti) ve alasgimlari klinik uygulamalarda yaygin olarak kabul
gormektedir. Kliniklerde kullanilan titanyum bazli alagimlar saf Ti ve titanyum alagimi
Ti6AI4V ile temsil edilmektedir (Albrektsson, 1986). Saf Ti, fizyolojik bir ortamda yeterli
korozyon direncine sahip olmasina ragmen zayif giici ve direnci daha fazla Klinik
kullanimint simirlamaktadir. Saf Ti ile karsilastinldiginda Ti6Al4V, optimum mekanik
dayanima, esneklige ve yorulma direncine sahiptir. Diger ¢esitli metal malzemelerle
karsilastirildiginda titanyum bazli alasimin elastik modiilii, ortopedi alanindaki uygulamalar
icin uygun olan dogal kemige olduk¢a yakin kabul edilmektedir (Wang vd., 2020). Bununla
birlikte, titanyumun korozyona kars1 direng gosterme ve kemige baglanma yetenegi yoktur.
Bu nedenle biyolojik aktivitesini ve korozyon direncini arttirmak icin biyo-yapiskan
kaplamalar ve kompozit kaplamalar dahil olmak iizere siklikla yiizey kaplamalariin
eklenmesi gerekli olmaktadir (Doi vd., 2020). Ancak ¢ogu metal malzemenin bozunma orant
son derece diisilk oldugu icin implantasyonu takiben bazilarinin ¢ikarilmasi igin ikincil
ameliyat gerekli olmaktadir. Son 20 yilda gerceklestirilen c¢alismalar, mevcut tibbi metal
malzemelerin sertlik, korozyon direnci ve biyouyumluluk o6zelliklerinin degistirilmesine
odaklanmaktadir. Biyoseramikler; olumlu biyouyumluluklari, biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri, osteo-iletkenlikleri ve osteo-indiiksiyon ozellikleri nedeniyle kemik
arastirmalarinda 6nemli malzemeler olarak nitelendirilmektedir. Kemik doku miihendisligi
arastirmalarinda kullanilan biyoseramikler arasinda, hidroksiapatit (HA), B-trikalsiyum fosfat
(B-TCP), bifazik kalsiyum fosfat (BCP), biyocam vb. malzemeler yer almaktadir. Metal
iyonlarimin veya biyoaktif iyonlarin katkilanmasi, biyoseramiklerin kullanimi igin yeni bir

yol agmaktadir. Insan kemigi morfogenetik protein-2 (BMP-2) kapli biyoseramik yapi
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iskeleleri, osteo-indiiksiyonu ve kemigin yeniden sekillenmesini desteklemektedir (Tanaka
vd., 2017).

Kollajen, kitosan, sodyum aljinat, ipek fibroin ve hyaluronik asit dahil olmak tizere
dogal biyomalzemeler, dogal kemik hiicre dis1 matrisini simiile edebilen ve ardindan dogal
olarak parcalanabilen malzemelerdir. Yiiksek biyouyumluluk o6zellikleri nedeniyle kemik
doku miihendisligi iskelelerinin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Deri,
kemik, tendon ve baglarin ana bileseni olan kolajen yiiksek sisme oranmna ve diisiik
antijeniteye sahiptir. Bu ozellikleri kolajeni kemik doku miihendisliginde ideal bir dogal
malzeme yapmaktadir. Bununla birlikte, zayif mekanik 6zellikleri kemik yerine dogrudan
kullanimint sinirlamaktadir. Bu nedenle yiiksek fiziksel dayanikliliga sahip kompozit kolajen
yapt iskeleleri ilgi gormektedir (Montalbano vd., 2019). Kitosan, kitinden kismen
deasetillenmis dogal bir katyonik karbonhidrat materyalidir. Belirli biyolojik islevlere sahip,
antijenik olmayan, toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen bir malzemedir. Ancak
kitosanin suda ¢oziinmemesi, in vivo hizli biyodegradasyona sahip olmasi ve kanla uyumu
zayif olmasi nedeniyle kemik rejenerasyon potansiyeli siirli kabul edilmektedir.
Aragtirmacilar, kitosani1 hyaluronik asit gibi diger gesitli malzemelerle birlestirerek kitosan
yapisinin iglevini gelistirmektedir. Fibrin, hiicre dis1 matrisin ana bileseni olup hiicreler arasi

sinyal iletimi ve etkilesimine aracilik etmektedir (Banihashemi vd., 2015).

Yaygin olarak kullanilan polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve polilaktik
asit-glikolik asit kopolimeri (PLGA) dahil olmak tizere sentetik polimer malzemeler, kemik
rejenerasyonu igin genis c¢apta arastirilmaktadir. Polimetil metakrilat (PMMA) kemik
c¢imentosu, hizli sertlesme hizi ve daha iyi mekanik mukavemeti nedeniyle klinik
uygulamada kullanilan bir materyaldir. Ancak, kemik gevresindeki dokuda hafif hasara
neden oldugu bilinmektedir ve monomerinin biyolojik toksisitesi kanitlanmistir (Sas vd.,
2021; Xu vd., 2021). Bununla birlikte, PMMA’nin defekt alanindaki diisiikk biyobozunma
orani, yeni kemigin biiyiimesini olumsuz yonde etkileyebilmekte, bu da gelecekteki klinik
kullanimda kemik defektinin rejenerasyonu ve onarimina elverisli olmamasina neden
olabilmektedir (Hoess vd., 2016). Son yillarda polimer malzemelerin hizla gelismesi
nedeniyle, yeni bir biyouyumlu yiiksek performansli polimer olan polietereter keton (PEEK),
FDA tarafindan implant cihazi olarak onaylanmis ve biyomedikal alanda yavas yavas
uygulanmaya baglanmistir. 4,5 GPa’lik elastik modiil dahilinde PEEK, insan viicudunun
normal fizyolojik ihtiyaglarini karsilayabilen insan kemigine daha yakin 6zellikler

sergilemektedir (Lin vd., 2019). PEEK; iyi biyouyumluluk, 1s1 direnci, korozyon direnci vb.
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Ozelliklerinden dolay1 21. ylizyiln en umut verici malzemesi haline gelen organik bir

termoplastik polimer olarak nitelendirilmektedir.

1.2.2. Hiicreler

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda kemik iligi veya yag dokusu gibi
dokulardan izole edilebilen kok hiicreler yillardir kemik defektlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Yousefi vd., 2016). Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (BMSC’ler),
kemik iligi stromal fraksiyonundan elde edilen heterojen bir hiicre popiilasyonudur (Elsafadi
vd., 2016). In vitro ¢alismalarda, BMSC’ler hizla ¢ogalabilmekte ve adiposit, kondrositler ve
osteositler gibi cesitli mezodermal soylara farklilagabilmektedir. Bu da osteokondral tendon,
yag ve kas rejenerasyonuna biiyiik olglide katkida bulunmaktadir (Almubarak vd., 2016).
2001 yilinda, biiyiik kemik defektlerine sahip ii¢ hasta, ilk klinik deney i¢in BMSC’ler olarak

basariyla tedavi edilmistir.

Adipoz kaynakli kok hiicreler (ADSC’ler), BMSC’lerle karsilastirilabilir morfoloji ve
fenotipe sahip, yag dokusundan izole edilebilen bir stromal hiicre popiilasyonudur.
Ekstraksiyonu kolay olan ADSC’ler cok fonksiyonlu farklilasma yetenegine sahiptir
(Sheykhhasan vd., 2019). Viicuda implante edildikten sonra yerel bolgenin fizyolojik,
patolojik, stres ve diger mikro ortamlarina uyum saglayabilmekte ve osteojenik aktiviteyi
koruyabilmektedirler (Fukunishi vd., 2018). Travma sonrasi kalvarial defekti olan 7 yasinda
bir pediatrik hastada gerceklestirilen bir ¢alisma, otolog ADSC’lerin, fibrin yapistiric1 ve
biyolojik olarak pargalanabilen iskele ile basarili bir sekilde tedavi edildigini gostermistir.
Bilgisayarl1 tomografi analizine dayanarak ameliyat sonrasi yeni kemik olusumunun yani
sira nispeten tam kalvarial devamlilik olusturulabilmistir (Mizuno vd., 2008). Kemik doku
miihendisliginin siirekli gelismesiyle birlikte arastirmacilar, kemik kusurlarini onarabilecek
diger potansiyel kok hiicrelere odaklanmaktadir. Giliniimiizde, embriyonik kok hiicreler
(ESC’ler), periosteumdan tiiretilen hiicreler (PDC’ler), dis pulpasi kdk hiicreleri (DPSC’ler),
osteojenik aktiviteye sahip 6zellikleri ile dikkat ¢ekmektedir (Gronthos vd., 2000; Sui vd.,
2019; Tang vd., 2012).

1.2.3. Biyoaktif Faktorler

Biiytime faktorleri kemik doku miihendisliginde yardimer rol oynayan biyoaktif

faktorler arasinda yer almaktadir. Kemik dokusunun onarimi i¢in kullanilan BF’ler arasinda
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kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2), fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2) ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, VEGF) yer almaktadir.
BMP-2, osteogeneze yanit veren donistiiriicii biliylime faktorii-p protein ailesinin bir
tiyesidir. BMP-2 es zamanli olarak kemik yenilenmesini tesvik etmekte ve defekt bolgesinde
anjiyogenezi uyarmaktadir. Ayn1 zamanda klinik uygulamada osteoindiiktif biiylime faktorii
olarak FDA tarafindan onaylanmistir. Temel fibroblast biliylime faktorii olarak da bilinen
FGF-2, FGF-1 alt ailesine ait bir BF’dir (Novais vd., 2021). FGF, osteoblastlarin ¢ogalmasi
ve farklilasmasinda (Yun vd., 2010), anjiyogenezde ve kemik progenitoriiniin hiicre zari
icindeki sinyal iletiminde rol oynamaktadir (Ornitz ve Marie, 2002). Bununla birlikte,
yiiksek dozda FGF’nin kemik olusumunu engelledigi, diisilk dozun ise kemik olusumunu
arttirdig belirtilmektedir (Gronowicz vd., 2017). VEGF anjiyogenezi tesvik etmekte ve ayni
zamanda osteojenik siireci de diizenleyebilmektedir. Osteoblast kaynakli VEGF, mezenkimal
kok hicrelerin osteoblastlara olan hiicre farklilagmasin1 uyarabilmekte ve kemik
homeostazisinin korunmasinda anahtar bir rol olarak adipositlere farklilasmasini

engelleyebilmektedir (Garcia vd., 2016).

Son yillarda arastirmacilar, birden fazla islevi hedefleyerek ve tek bir malzemenin
dezavantajlarinin tstesinden gelerek iki veya daha fazla malzemeyi birlestirmeye yonelik
calismalar gerceklestirmektedir. Bu arayis, kemik onarimi ve lokal ve sistemik tedaviler i¢in

gelistirilebilecek yeni kemik doku miihendisligi iirtinlerinin kesiflerine yol gosterebilecektir.

1.3. Mikrobiyota-Kemik Ekseni

Insan viicudu iizerinde veya icinde yasayan tiim mikroorganizma topluluklari
mikrobiyota olarak adlandirilmaktadir. Mikrobiyotanin konakgi iizerinde birgok faydali
etkisi bulunmaktadir. Bunlar arasinda; vitamin tiretimi, diyetten besin ve enerji saglanmasi,
metabolik islevlerin desteklenmesi, dogustan gelen ve adaptif bagisikligin diizenlenmesi ve
patojenik organizmalardan korunma yer almaktadir. Mikrobiyota, diyet ve g¢evresel
faktorlerden etkilenerek sekillenmekte ve yaklasik ii¢ yasina geldiginde stabil bir hale
ulagsmaktadir. Mikrobiyotadaki degisikliklerin, inflamatuar bagirsak hastaliklari, obezite,
metabolik rahatsizliklar, yetersiz beslenme, nérolojik bozukluklar, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi birgok kronik durumla baglantili oldugu belirtilmektedir (Hernandez vd.,
2016).
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Insan mikrobiyotasimin biiyiik bir kismini olusturan bagirsak mikrobiyotas,
konak¢min  luminal akisinda  bulunan veya  bagirsak  mukozasina  yapisan
mikroorganizmalarin tamamimi igermektedir (Zaiss vd., 2019). Bir biitiin olarak ele
alindiginda trilyonlarca bagirsak mikroorganizmasi, gesitli sinyaller lireterek konakgiyla
etkilesime girmekte ve konak¢inin gelisimini, fizyolojisini ve genel sagligini etkilemektedir.
Bagirsak mikrobiyotas1t veya spesifik mikrobiyal metabolitler, yalmzca lokal olarak
konak¢inin inflamatuar yanitlarini, besin alimimi veya bagirsak bariyer fonksiyonunu
etkilemekle kalmamakta, ayn1 zamanda konak¢inin bagisiklik sistemi, glukoz homeostazisi,
lipid metabolizmasi, enerji dengesi, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi, adipozite ve diger

metabolik hastaliklar ile de baglanti kurmaktadir (Fan ve Pedersen, 2021; Fei vd., 2020).

Bagirsak mikrobiyotasinin kemik sagligi iizerindeki etkileri, bagirsak mikrobiyotasi
ile iskelet sistemi arasindaki iletisimi ifade eden bagirsak-kemik ekseni gercevesinde
degerlendirilmektedir. Preklinik ve klinik calismalardan elde edilen veriler, bagirsak
mikrobiyotasinin kemik dongiisiinde kritik bir faktor oldugunu ortaya koymaktadir. Mendel
randomizasyon yaklasimi veya poligenetik risk puanlamasi yoluyla gerceklestirilen analizler,
genom c¢apinda iligskilendirme c¢alismasindan alinan bagirsak mikrobiyota istatistiklerini ve
Birlesik Krallik biyobanka kohortundan alinan insan kemik mineral yogunlugu (BMD)
degerlerini kullanarak bagirsak mikrobiyotasi ile topuk veya pelvis gibi farkli bolgelerdeki
insan BMD degerleri arasinda anlamli bir iligki oldugunu gostermektedir (Cheng vd., 2020;
Ni vd., 2021). Gnotobiyotik hayvan modelleri ise bagirsak mikrobiyotasinin kemik
dongiisiiniin temel diizenleyicisi oldugunu dogrudan kanitlamaktadir. Kisa siireli bagirsak
mikrobiyal kolonizasyonu, GF farelerde kemik donisiimiini tesvik ederek femur kemik
kiitlesini azaltirken, uzun siireli bagirsak mikrobiyal kolonizasyonuna sahip yetiskin fareler,
femurun uzunlamasina ve radyal biiylimesini arttirmaktadir (Yan vd., 2016). Elde edilen
veriler, spesifik bagirsak bakterilerinin kemik biiylimesi ve olgunlagmasi {izerindeki etkisini
gostermektedir (Hathaway-Schrader vd., 2020; Tyagi vd., 2021). Ek olarak, antibiyotik
miidahalesi nedeniyle bagirsak mikrobiyal homeostazisinin bozulmasi, kemik kiitlesini ve
biyomekanik ozellikleri degistirmekte, bu da bagirsak mikrobiyotasinin fizyolojik kemik

yeniden yapilanmasi tizerinde diizenlendigini diisiindiirmektedir (Rios-Arce vd., 2020).

Mikrobiyota bir bireyde olustuktan sonra, bagirsaktaki mikrobiyal toplulugun igerigi,
yiizlerce farkli tiiriin konakei ile ve kendi aralarindaki karmasik etkilesimleri sonucunda,
konake¢inin bagisiklik sistemi ile rekabet ederek dinamik bir dengeye ulagsmaktadir. Bagirsak

mikrobiyotasinin kemik dokularimi etkileyebilecegi li¢ olasi mekanizma diisiiniilmektedir.
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Bunlarda; bagirsak epitelinde besin emiliminin diizenlenmesi, mukozal ve sistemik
bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve mikrobiyal igeriklerin bagirsak endotel bariyerinden
gecisi olarak tanimlanmaktadir (Hernandez vd., 2016). Bagirsak mikrobiyotasinin,
konakg¢inin bagisiklik sisteminin gelisimini ve islevini etkiledigi de bilinmektedir. Bagigiklik
sistemi, bagirsak mikrobiyota iiyelerinin salgiladigi metabolitler ve mikroorganizmalar ile
bagisiklik hiicreleri arasindaki dogrudan temas yoluyla bagirsak endotel bariyerinde
uyarilmaktadir. T hiicreleri ve dendritik hiicreler gibi bagisiklik hiicreleri, bagirsak
yiizeyindeki mikrobiyota iiyeleri ile etkilesime gegmektedir. Bu hiicreler, proinflamatuar
veya anti-inflamatuar bagisiklik tepkilerini etkinlestirmek igin lenf diigimlerine go¢
etmektedir. Ayrica, bu hiicreler dolasima ¢oziiniir proinflamatuar veya anti inflamatuar
aracilar veya sitokinler salarak, sistemik olarak kemigin yeniden sekillenmesini modiile
edebilmektedir. Bunun yani sira, aktive edilmis bagisiklik hiicreleri, giiglii osteoklast-
indiikleyici faktor NF-«f ligandinin (RANKL) reseptor aktivatorii veya diger kemik aktif
molekiilleri iceren iiriinleri salarak, kemik dokularina go¢ edebilmekte ve kemik yeniden
sekillenmesini dogrudan diizenleyebilmektedir (Li vd., 2007). Mikrobiyota-kemik ekseni
cercevesinde meydana gelen bu biyolojik aktiviteler mikrobiyotada bulunan faydali

bakterilere ve bunlarin tirettikleri metabolitlere atfedilmektedir.

1.4. Biyotikler

“Biyotik™ terimi, yasamla ilgili anlamina gelen Yunanca “biotikds” kelimesinden
turemistir.  Konagin, mikrobiyotasini degistirmede sunduklar1 destek tiirline gore
siniflandirilmaktadir. Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasinda degisiklikler yapmak,
bagisiklik modiilasyonu, cesitli faydali bilesiklerin {iretimi, bakteriyel toksin iiretiminin
inhibisyonu ve bagirsak bariyer biitiinliigiiniin iyilestirilmesi gibi c¢esitli yollarla etki
gdsterebilen canli mikroorganizmalardir (Reid, 2016). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida
ve Tarim Orgiitii’niin (FAO) uzman grubu tarafindan yapilan fikir birligi beyanina gore,
probiyotikler “yeterli miktarlarda uygulandiginda konak¢iya yarar saglayan canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (Wegh vd., 2019). Probiyotiklerin, patojenleri
baskilayarak ve inhibe ederek bagirsak mikrobiyotasini etkiledigi, ayrica bu patojenlerin
bagirsaga yapismasini ve yerlesmesini 6nleyebilecegi 6ne siirlilmektedir (Collado vd., 2009;
Hemarajata ve Versalovic, 2013). Ayrica, probiyotikler bagisiklik sistemi gelisiminde,
vitaminler gibi dnemli besin maddelerinin sentezinde ve siki baglanti sinyallesmesinde yer
alan genlerin ifadelerini arttirarak bagirsak bariyer biitiinligiiniin giliglendirilmesinde rol

oynayabilmektedir (Bermudez-Brito vd., 2012). Ote yandan, prebiyotikler, bagirsak
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performansini artiran, metabolik verimliligi artiran, bagirsak mimarisini koruyan ve anti
patojen aktiviteye sahip olan probiyotiklerin temel besin maddeleridir. Probiyotiklerin
hayatta kalmasim artiran ve kisa zincirli yag asitlerinin (KZYA) {iretimini diizenleyerek
saglik yararlar1 saglayan tipik olarak sindirilmemis bilesikler olarak tanimlanmaktadirlar (Fei
vd., 2021; Wegh vd., 2019). Uluslararas1 Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Dernegi ise
prebiyotikleri, konak¢i mikroorganizmalar tarafindan segici olarak kullanilan ve saglik
acisindan yarar saglayan bir substrat olarak ifade etmektedir (Gibson vd., 2017).
Sinbiyotikler ise hem probiyotiklerin hem de prebiyotiklerin hesaplanmis karigimlart olup
probiyotiklerin olumlu etkilerini artirmakta ve genel sagligi iyilestirmektedir (Gurry, 2017).
Sinbiyotik iceren bebek mamalarinin, inek siitii alerjisi olan bebeklerde normal biiyiimeyi
destekledigi, bagirsak mikrobiyotasini dengeledigi ve atopik dermatiti olan bebeklerde astim
benzeri semptomlarin ortaya ¢ikmasini engelledigi gosterilmistir (Burks vd., 2015; Van Der
Aavd., 2011).

Faydalarina dair giicli kanitlara ragmen, probiyotik tiiketimi, bildirilen birkag
probiyotik sepsis ve proinflamatuar yanit vakasi nedeniyle endiselere yol agmaktadir. Bu
nedenle, probiyotiklere alternatif olarak canli olmayan mikrobiyal hiicreleri ifade eden
paraprobiyotikler veya hayalet probiyotikler ortaya c¢ikmistir. Paraprobiyotikler, canli
probiyotiklerle iligkili sepsis riski olmadan konak¢iya saglik yararlart saglayan canli
olmayan bakterileri igermektedir. Dolayisiyla daha gilivenli bir segenek sunmaktadir
(Taverniti vd., 2011). Bununla birlikte; probiyotiklerin veya sinbiyotiklerin saglik tizerindeki
etkilerinin ¢ogu, postbiyotik olarak tanimlanan ve prebiyotik tiiketimini takiben probiyotikler
tarafindan tiretilen metabolitler ile mikrobiyal fraksiyonlara bagli olabilmektedir (Wegh vd.,
2019).

1.5. Postbiyotikler

Biyotik ailesinin en yeni liyelerinden biri olan postbiyotikler; fermantasyon siirecinde
probiyotik mikroorganizmalar tarafindan iretilen ve saglik {izerinde olumlu etkiler gosteren
fonksiyonel biyoaktif bilesikleri kapsamaktadir. Postbiyotik terimi, bu mikrobiyal
fermantasyon bilesenlerinin tim esanlamlilari ve ilgili terimleri igin bir semsiye terim olarak
kabul edilmektedir. Genel olarak postbiyotikler; KZYA’lari, mikrobiyal hiicre
fraksiyonlarini, fonksiyonel proteinleri, hiicre dis1 polisakkaritleri (EPS), hiicre lizatlarini,
teikoik asitleri, peptidoglikan tiirevi muropeptitleri ve pili tipi yapilar gibi birgok farkli
bileseni igerebilmektedir (Sekil 1.3). Prebiyotiklerin ve probiyotiklerin tanimlari netlesmis

olsa da heniiz postbiyotikler i¢in tam bir tanim bulunmamaktadir. Ancak son yillarda canl
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hiicreler kadar etkili oldugu belirtilen postbiyotiklerin dikkat ¢eken &zellikleri
bulunmaktadir. Bunlar arasinda net kimyasal yapilara Sahip olmalari, giivenilir doz
parametreleri sergilemeleri, memeli enzimleri tarafindan hidrolize kars1 direng gostermelert,
uzun raf dmriine sahip olmalar1 ve gesitli sinyallesme molekiillerini (mediatorler) igererek ve
anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, immiin-modiilatdr, anti-hipertansif, hipokolesterolemik,
anti-karsinojenik ve anti-oksidan aktivite sergileyebilmeleri yer almaktadir. Bu &zellikler,
postbiyotiklerin  spesifik  fizyolojik  fonksiyonlar1  gelistirerek  konak  sagliginin
iyilestirilmesine ¢oklu katkida bulunabileceklerini diisiindiirmektedir (Aguilar-Toala vd.,
2018; Nakamura vd., 2016).

Postbiyotikler

Kisa zincirli Kompleks
yag asitleri L molekiiller

Proteinler,
peptidler ve
amino asitler

Organik
asitler

Sekil 1. 3. Postbiyotikler olarak siniflandirilan metabolitlerin sematik gdsterimi

Probiyotiklerin hedef bolgeye yeterli sayida canli olarak ulagmasi ve stabiliteyi
korumasi konak {izerinde olumlu etkiler sergilemeleri i¢in temel bir gereklilik olarak kabul
edilmektedir (Lahtinen, 2012). Ancak, postbiyotikler i¢in canlilik 6nemli bir kriter olarak
O6nem tagtmamaktadir. Postbiyotik etkinlik, fermantasyon siirecinde iiretilen mikrobiyal
metabolitler, proteinler, lipidler, karbonhidratlar, vitaminler, organik asitler, hiicre duvari

bilesenleri veya diger kompleks molekiillere dayanmaktadir (Aguilar-Toala vd., 2018;
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Konstantinov vd., 2013). Dolayisiyla, postbiyotikler, aktif mikroorganizmalarin giiclinii
artirmanin veya onlari iglevsel bilesenlere doniistiirmenin 6nemli bir alternatifi olarak dikkat

¢cekmektedir (Deshpande vd., 2018; Kataria vd., 2009).

1.5.1. Ekzopolisakkaritler

Mikroorganizmalar, hiicre duvarlarina zayif baglarla bagli olabilen ya da tamamen
hiicre disinda iretilen ve ekzopolisakkarit (EPS) adi verilen karmasik biyopolimerler
iiretebilmektedirler. Bu biyopolimerler, kimyasal yapilar1 bakimindan oldukea ¢esitli olup
farkli monosakkaritlerden olusabilmektedir. Homopolisakkaritler (HoPS), tek bir
monosakkarit tiirinden olusan tekrarlayan birimlere sahip EPS’ler olarak tanimlanirken,
heteropolisakkaritler (HePS) iki veya daha fazla seker tiiriinden olusan tekrarlayan birimlere
sahip EPS’leri temsil etmektedir (Zeidan vd., 2017). Ekzopolisakkaritlerin saglik iizerinde
birgok oOnemli etkisi oldugu fakli c¢aligmalarda belirtilmektedir (Das vd., 2014;
Hongpattarakere vd., 2012). Ozellikle, bagisiklik sistemi ile etkilesime girerek immun
modiilator etki sergileyebilmektedirler. Dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi bagisiklik
hiicrelerini aktive ederek antijen sunumunu tesvik edebilmektedirler. Bu durum T hiicreleri
ve dogal katil hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu ve bu hiicrelerin
cogalmasim saglamaktadir (Makino vd., 2016). Ornegin, tofudan izole edilen Lactobacillus
plantarum tarafindan {iretilen EPS’nin, nitrik oksit (NO) salgilanmasini indiikledigi,
makrofajlarin fagositik potansiyelini ve bagirsak mukozasinda IgA iiretilmesini ve
salgilanmasini arttirdigi, lenfosit proliferasyonunu ise uyardigi rapor edilmistir (Wang vd.,
2018). Bir baska ¢alismada ise, Lactobacillus casei’den elde edilen bir EPS’nin adjuvan
olarak kullanildiginda sap hastaligi agisinin etkinligini arttirdigi belirtilmistir (Xiu vd., 2018).
Lactobacillus helveticus’tan elde edilen bir EPS’nin ise, demir iyonlarini baglama yetenegi
sayesinde antioksidan potansiyeli ortaya konmustur (Li vd., 2014). Ekzopolisakkaritler
ayrica lipid metabolizmas: ilizerinde de olumlu bir etki saglayarak kolesterol emilimini
engelleyebilmektedir (Khalil vd., 2018). Ornegin, Lactobacillus kefiranofaciens tarafindan
iretilen kefiran adli bir EPS’nin tiikketimi, klinik 6ncesi bir hayvan modelinde (tavsan)
ateroskleroz gelisimini geciktirmistir (Uchida vd., 2010). Kefiran ayrica, asir1 kolesterol
tiikketen sicanlarda kan basincinin artiglarini 6nlemis ve kan sekeri seviyelerini stabil hale
getirmistir (Maeda vd., 2004). Bu nedenle, kefiran gibi EPS’ler, kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesi i¢in potansiyel birer aday olarak degerlendirilmektedir. B-glukanlar
ise faydali bakterilerin bagirsak epiteline tutunmasimi kolaylastirarak probiyotiklerin

etkinligini artirabilmekte (Garai-lbabe vd., 2010), gastrointestinal sistemdeki karotenoidlerin

20



(antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bilesikler) emilimini ve biyoyararlanimini
indiikleyebilmektedir (Morifuji vd., 2020).

1.5.2. Enzimler

Mikroorganizmalar, lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi hiicresel
bilesenleri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zararli etkilerine karsi koruyan savunma
mekanizmalar gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalar arasinda glutatyon peroksidaz, peroksit
dismutaz, katalaz ve NADH-oksidaz gibi antioksidan enzimler 6nemli bir rol oynamaktadir.
Lactobacillus plantarum’dan elde edilen postbiyotiklerin antioksidan 6zelliklerinin,
serumdaki artan glutatyon peroksidaz konsantrasyonu ile iligkilendirildigi gézlemlenmistir
(lzuddin wvd., 2020). Ayrica, peroksit dismutaz veya Kkatalaz sentezleyen genetigi
degistirilmis Lactobacillus spp. suslarinin, Crohn hastaliginin bir fare modelinde
semptomlar1 hafifletmede stiinliik gosterdigi tespit edilmistir (LeBlanc vd., 2011). Artan
katalaz aktivitesine sahip Lactobacillus spp. suslarinin ise inflamatuar bagirsak hastaliginin
bir fare modelinde inflamasyonu daha etkili bir sekilde hafiflettigi goriilmiistiir (Tomusiak-
Plebanek vd., 2018). Bununla birlikte, katalaz ifade eden genetigi degistirilmis Lactobacillus
lactis susunun farelerde kimyasal olarak indiiklenen kolon kanserini 6nledigi tespit edilmistir
(De Moreno De Le Blanc vd., 2008). Mevcut ¢alismalar, Lactobacillus spp. suslarinin anti-

inflamatuar aktivitesinin, antioksidatif enzim profiline bagli oldugunu gostermektedir.

1.5.3. Hiicre Duvar1 Fragmentleri

Immiin sistemi uyaric1 etkileri oldugu gosterilmis olmasina ragmen lipoteikoik asitin
aktivitesi hakkindaki veriler halen net degildir (Geun Kim vd., 2008). Bazi arastirmalar,
lipoteikoik asidin IL-12 iiretimini azalttigini ve immiin diizenleyici sitokinlerin (6rnegin IL-
10) iretimini artirdigim1 6ne siirmektedir (Kaji vd., 2010). Ancak, bunun aksini gosteren
diger ¢calismalar lipoteikoik asitin inflamatuar siiregleri hafifletmedigini ve hatta bagirsaktaki
dokulara zarar verebilecegini géstermektedir (Zadeh vd., 2012). Ozellikle, Lactobacillus spp.
ve Bifidobacterium spp. cinslerine ait bakteriler tarafindan iiretilen lipoteikoik asit, deri mast
hiicrelerinin bazi bakteriyel ve viral enfeksiyonlara tepkisini uyarabilmektedir (Wang vd.,
2012). Bu bulgular, lipoteikoik asidin potansiyel olarak cesitli deri enfeksiyonlarinin
tedavisinde faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, bu olumlu etkilere ragmen,
lipoteikoik asitin canli organizmalarda yan etkilere ve asir1 inflamatuar tepkilere yol

acabilecegi ihtimali goz ard1 edilmemelidir.
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1.5.4. Kisa Zincirli Yag Asitleri

Bagirsak mikrobiyotasinin temel son iiriinleri kisa zincirli yag asitleridir (KZYA).
Birincil tiretilen kisa zincirli yag asitleri arasinda asetat, propiyonat ve biitirat bulunmaktadir
(Scheppach, 1994). Propiyonat, karaciger tarafindan metabolize edilerek glikoneogenez i¢in
ana substrat olarak kullanilirken, biitirat kolonositler tarafindan emilerek birincil enerji
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple insan periferik dolagiminda saptanabilen en bol
KZY A asetat olarak tanimlanmaktadir (DenBesten vd., 2013; Koh vd., 2016). KZYA’lar, G-
protein bagli reseptorleri ve glukagon benzeri peptid 1’in (GLP-1) salgilanmasini uyararak
enerji yonetimini etkileyebilmektedir. Bu etki, artan asetat miktarinin insiilin duyarliliginda
bir artisa sebep olmasimna ve viicut yaginda azalmaya neden olabilecegi seklinde
goriinmektedir (Aoki vd., 2017). Asetat, merkezi sinir sistemini de etkileyerek istahi
dogrudan diizenleyebilmektedir. Bu durum, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde
potansiyel bir uygulamaya isaret etmektedir (Frost vd., 2014). Asetat bakimindan zengin bir
diyetin kullanilmasi, farelerde enterohemorajik Escherichia coli O157:H7 enfeksiyonuna
kars1 direnci onemli dlgiide arttirmistir. Bu etki muhtemelen asetatin bagirsak bariyerindeki
sizdirmazlik 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Bu da toksinlerin genel dolagima girmesini

onlemektedir (Fukuda vd., 2012).

Biitirat, enterositler i¢in Onemli bir enerji kaynagi olup bagirsak epitelinin
yenilenmesine yardimci olmaktadir. Bununla birlikte, biitirat ayn1 zamanda immunsupresif
etkiler de sergilemektedir (Lee vd., 2017). Ornegin, biitiratin, immunsupresif sitokinlerin (tip
1 interferonlar, IL-10, TGF-p) ifadesini artirarak ve gesitli sitokinleri ve proinflamatuar
reseptorleri asagi regiile ederek gida toleransini indiikledigi gosterilmistir. Buna ek olarak,
biitiratin rektal uygulanmasi, {ilseratif kolitli hastalarin kalin bagirsaginda plasebo alan
hastalara gore inflamatuar degisikliklerde anlamli bir gerileme sagladigi ortaya konulmustur
(Liihrs vd., 2002). Propiyonat, karacigerde glukoneogenezin ana bilesenlerinden biri olan bir
KZYA’dir. Karbonhidrat metabolizmasindaki roliiniin yani sira, propiyonat ayn1 zamanda
kolesterol sentez yolunu inhibe eden bir etki de sergilemektedir (Bush, 1971). Propiyonat
ayrica, biitiratin anti-inflamatuar etkisine benzer bir aktivite de gostermektedir (Tedelind vd.,

2007). Kisa zincirli yag asitlerinin tipta terap6tik kullanimu ise halen aragtirma konusudur.

1.5.5. Diger Metabolitler

Bagirsak mikrobiyotas1 vitaminler, fenolik tiirevli metabolitler ve aromatik

aminoasitler dahil olmak iizere bir dizi molekiil iretebilmektedir. Yiiksek biyoyararlanim,

22



antioksidatif 6zellikler ve sinyal yolaklarina dahil olma 6zellikleri nedeniyle bu maddelerin
konakg1 ve mikrobiyota arasinda 6nemli katkilar1 oldugu diigiiniilmektedir. Baz1 mikrobiyota
iiyelerinin B12 vitaminini de novo sentezleyebildigi gosterilmistir (Vogel vd., 2011).
Ornegin, Lactobacillus acidophilus’un eklendigi yogurt {iriiniiniin tiiketimi, B12 vitamini ve
folat serum seviyelerinde belirgin bir artigla iliskilendirilmis ve anemi prevalansinda anlaml
bir azalma gozlemlenmistir (Mohammed vd., 2006). Bagirsak mikrobiyotasinin aromatik
amino asitlerin (AAA) metabolizmasinda da aktif rol oynadig: diistiniilmektedir. AAA olarak
bilinen bu biyoaktif molekiiller, bobreklerden beyine ve kardiyovaskiiler sisteme kadar uzak
organlar iizerinde etkili olabilmektedir (Liu vd., 2020). Ornegin, bagirsak mikrobiyotasinin
genetik modifikasyonu, plazma seviyelerindeki indoksil siilfati kontrol altina alabilmektedir.
Indoksil siilfat, kronik bobrek hastaligimnin ilerlemesine sebep olabilmekte, bu da bobrek
bozukluklarinda AAA metabolizmasint hedeflemenin olas1 bir roli oldugunu 6ne

stirmektedir (Devlin vd., 2016).

Polifenoller, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan metabolize edilen ve dnemli metabolit
sentezine neden olan onemli bilesiklerdir. Bu etkilesim, konak¢inin uygulanan diyet
programma  verdigi yamitta  farkliliklar — gosterebilmesine  neden  olmakta ve
“metabotiplendirme” ile “kisiye ©6zel beslenme” stratejilerinin olusturulmasmin Oniini
agmaktadir (Cortes-Martin vd., 2020; Espin vd., 2017). Diyet polifenollerinden tiiretilen
postbiyotikler arasinda iirolitin A (UA), equol ve 8-prenilnaringenin (8-PN) bulunmaktadir.
Farelerde 10 haftalik UA tedavisi, kontrol grubundakilere gore %23,5 daha az agirlik artis
gostermistir. UA nin anti-obezite etkilerinin yani sira, insiilin direnci skorunu da istatistiksel
olarak anlaml1 bir sekilde iyilestirdigi bulunmustur (Xia vd., 2020). Insanlarda yapilan bir
calismada, UA’nin oral uygulanmasinin, yag asidi oksidasyon oraninda, sistemik
mitokondriyal saglikta ve serum aglik karnitin konsantrasyonunda iyilesmeye yol agtigi
gosterilmistir (Andreux vd., 2019). Orta yasl Japon kadinlarda bir yillik equol takviyesinin
arteriyel sertlikte azalmaya ve lipit parametrelerinde (HDL, LDL ve toplam Kkolesterol
konsantrasyonlari) artisa neden oldugu belirlenmistir (Yoshikata vd., 2018). Ayrica,
menopoz sonrasi kadinlarda bir yillik equol aliminin tiim viicut kemik mineral yogunlugunda

onemli bir artisa neden oldugu gézlemlenmistir (Tousen vd., 2011).

1.6. Postbiyotiklerin Genel Etki Mekanizmalari

Postbiyotiklerin karmasik etkilerini biitiiniiyle anlamak i¢in halen ¢aligmalar devam

etmektedir. Gilinlimiize kadar gergeklestirilen calismalardan elde edilen veriler,
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postbiyotiklerin insan viicudunda pleitropik bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.
Postbiyotiklerin etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin, konak¢1 ve postbiyotik
arasindaki etkilesim araciligiyla gergeklestigi disiinilmektedir. Postbiyotiklerin genel etki
mekanizmalar1 Sekil 1.4te 6zetlenmistir. Immun modiilasyon bu etki mekanizmalarinin
baginda yer almaktadir (Gosalbez ve Ramon, 2015). Bagirsak mikrobiyotasinin immiin
modiilator etkileri uzun siiredir aragtirilmaktadir (Chung vd., 2012). T diizenleyici
lenfositlerin farklilasmasinin indiiklenmesi ve anti-inflamatuar sitokinlerin sentezi nedeniyle
postbiyotikler, Th1 ve Th2 lenfositleri tarafindan temsil edilen iki ana bagisiklik sistemi kolu
arasindaki dengenin korunmasinda rol almaktadir. Thl ve Th2 lenfositleri arasindaki denge
immiin regiilasyon i¢in hayati dneme sahip olup bu dengenin bozulmasi, atopik bozukluklar

da dahil olmak tizere ¢esitli bagisiklik sistemi hastaliklarina neden olabilmektedir.

Immiinomodiilasyon

M Yag/kolestrol mekanizmasi

Enfeksiyon 6nleme

K
P
M

Antitimor/antioksidatif etki

Oksidatif stres

Sekil 1. 4. Postbiyotiklerin genel etki mekanizmalart (MKPM: Mikrobiyota kaynakli postbiyotik
mediatorler)

Biitiratin bagirsaktaki diizenleyici T hiicrelerinin (Tregs) farklilagsmasim indiikledigi
bilinmektedir (Furusawa vd., 2013). Bununla beraber, propiyonat periferik Treg’lerin
olusumunu arttirmaktadir (Arpaia vd., 2013). Bacillus coagulans bakterisinden elde edilen
cesitli postbiyotik fraksiyonlar (siipernatant, hiicre duvari fragmanlar1 vb.) anti-inflamatuar
sitokin tiretimini indiiklemis ve T yardimci bagimli immiin yanitlar tesvik etmistir (Jensen

vd., 2010). Bir baska c¢alismada, Bifidobacterium breve bakterisinden elde edilen
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stipernatantin, dentritik hiicrelerin olgunlagmasini ve hayatta kalmasini indiikledigi, 1L-10
salgilanmasini arttirdigt ve TNF-o salgilanmasini inhibe ettigi gosterilmistir (Hoarau vd.,
2008).

Postbiyotiklerin bir diger etkisi yag ve kolesterol mekanizmasi {izerinedir. Obez bir
fare modelinde yapilan ¢alismalar, Lactobacillus spp. tiirlerinin trigliserit ve LDL kolesterol
diizeylerini azaltirken faydali HDL kolesterol diizeyini arttirdigini gostermistir. Bu faydal
etki, Lactobacillus spp. tiirlerinin lipitler {izerinde olumlu etkileri olan bir reseptér olarak
tanimlanan peroksizom proliferatdriiyle aktiflestirilen reseptér (PPARa) aktivasyonundan
kaynaklanmaktadir (Nakamura vd., 2016). Ayrica, propiyonatin kolesterol Onciillerinin
birikmesini Onleyerek statin benzeri etkilere neden olabilecegi de gosterilmistir (Bush ve
Milligan, 1971). Bununla beraber, insan kolonik hiicrelerinde yapilan in vivo bir ¢alisma,
propiyonatin peptid YY ve GLP-1 salinimint uyararak toplam yag iceriginde ve
intrahepatoseliiler lipid iceriginde ©Onemli bir azalma sagladigini ortaya koymustur

(Chambers vd., 2015).

Postbiyotiklerin gesitli antimikrobiyal etkilere sahip olabilecekleri de belirtilmektedir.
Ornegin, baz1 postbiyotikler bagirsak bariyerini kapatma, patojenik bakterilerin gerekli
reseptorlere rekabetci bir sekilde baglanma veya konak¢i gen ekspresyonunu degistirme
yoluyla dogrudan anti-mikrobiyal etkilere sahip olabilmektedirler (Khodaii vd., 2017).
Postbiyotiklerin probiyotiklerle birlikte kullanilmasi, klinik ¢aligmalarda rotavirtsle iliskili
ishalin etkili bir sekilde 6nlenmesine katkida bulunmustur (Rigo-Adrover vd., 2019). Ayrica,
12-48 aylik bir grup ¢ocukta yiiriitiillen randomize klinik ¢aligmalar, Lactobacillus paracasei
postbiyotiklerini igeren tirtinlerin giinliik aliminin ishal, akut gastroenterit, farenjit, larenjit ve
soluk borusu iltihabi vakalarinda azalmaya yol ac¢tigimi g6stermistir (Corsellovd., 2017;
Malagon-Rojas vd., 2020; Nocerino vd., 2015). Bununla beraber, en yaygin probiyotik
tirlerinden biri olan Lactobacillus rhamnosus GG’den elde edilen postbiyotiklerin, insan
bagirsak diiz kas hiicrelerinin hasardan korunmasina yardimci oldugu bulunmustur (Cicenia

vd., 2016).

Inflamasyon ile karsinogenez arasindaki siki iliski postbiyotiklerin kanser alaninda da
kullanimint mimkiin kilmaktadir. Kisa zincirli yag asitlerinden biri olan propiyonat
(Propionibacterium freudenreichii tarafindan iiretilen) apoptozu segici olarak indiikleme
yetenegi sergilemis olup ve mide kanseri hiicrelerine kargi anti-kanser etki gostermistir

(Cousin vd., 2012). Kisa zincirli yag asitleri ayrica epigenetik modifikasyonlar yoluyla
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onkogenlerin ve baskilayict genlerin diizenlenmesini de etkilemektedir. Yapilan bir
caligmada, Lactobacillus rhamnosus GG postbiyotiklerinin, ZO-1 ekspresyonunu (hiicreler
arasindaki siki baglantilarin ve hiicre yapismasinin dogru yapisindan sorumludur) arttirdigi
ve hiicreler arast matrisin bozulmasina yardimci olup, kanser hiicresi penetrasyonunu
kolaylagtiran MMP-9 ifadesini azalttig: tespit edilmistir (Escamilla vd., 2012). Hicre igi
reseptorlerden biri olan NODI1 ise bakteriyel peptidoglikani tespit ederek otofajiyi ve
inflamatuar yanit olusturulmasini  uyarmaktadir (lrving vd., 2014). Lactobacillus
fermentum’dan elde edilen postbiyotikler, hepatoseliiler kanser hiicreleri olan HepG2’de

otofajiyi indiiklemistir (Dinic vd., 2017).

1.7. Kemik Saghg: ve Hastahiklarinda Postbiyotiklerin Rolii

Mikrobiyotadan tiiretilen metabolitler ile kemik sagligi arasindaki karmasik ve
dinamik etkilesim, bunlarin iskelet sagliginin karmasik diinyasinda hem fizyolojik hem de
patolojik rollerini aciklayan biiyiileyici bir arastirma alamini ortaya ¢ikarmaktadir. Insan
mikrobiyotasinin metabolik aktivitesinin yan {iriinleri olan bu metabolitler, kemik sagliginin
sekillenmesinde Onemli bir rol oynamakta, homeostazisin korunmasina ve kemikle ilgili
bozukluklarin gelismesine katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte, osteojenik farklilasma,
kondrojenez, kemik tiretimi ve emilim siireglerini etkilemektedirler (Han vd., 2024). Bu
metabolitlerin degistirilmesi, kas-iskelet sistemi sagligini artirmaya, kemik bozukluklarini
hafifletmeye ve iskelet sagligina yaklasimimizi yeniden tanimlamaya yonelik ileriye doniik

terapotik miidahaleler i¢in potansiyel sergilemektedir.

1.7.1. Postbiyotikler ile Mineral Emilimi Arasindaki Iliski

Son calismalar, gastrointestinal sistemdeki mineral emilim siirecini modiile etmede
postbiyotiklerin hayati Onemine 1sik tutmakta ve kemik sagligi ile homeostazinin
korunmasini etkilemektedir (Duffuler vd., 2024). Bagirsak mikrobiyotasi, mikro besinlerin
emilimini ve optimal kemik sagligint korumak igin hayati 6nem tasiyan vitaminlerin
sentezini etkileyebilmektedir.

Kalsiyum, kemik homeostazisinin korunmasinda énemli bir rol oynayan temel bir
besindir (Palacios, 2006). insan viicudundaki toplam kalsiyum igeriginin yaklasik %99’u
esas olarak iskelet sisteminde yogunlasmustir. Kalsiyum eksikligi ise onemli kemik
demineralizasyonu ile iligkilendirilmekte ve osteoporozun baslangicini katalize etmektedir

(Hegsted, 1986). Bagirsak mikrobiyotasinin, KZYA’lar1 gibi belirli metabolitler tireterek
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kalsiyumun emilimini kolaylagtirdigi tespit edilmistir. Bagirsak liimeninde pH’nin
diistiriilmesi, gastrointestinal sistemdeki yiiksek KZYA konsantrasyonunun etkilerinden biri
olarak belirtilmektedir. pH’daki bu azalmanin, kalsiyum komplekslerinin, o6zellikle de
kalsiyum fosfatin olusumunu engellerken mineral ¢oziinilirliigiinii arttirdigi gosterilmigtir
(Wallace vd., 2017). Bu nedenle, KZYA’lar1 kalsiyumun kullanilabilirligini ve emilimini
arttirdigi gosterilmistir. Buna karsilik, KZY A’larin ayni1 zamanda bagirsak epiteli boyunca
kalsiyumun hiicre i¢i taginmasini iyilestirme yetenegine sahip oldugu da gozlemlenmistir

(Mibeo vd., 2001).

Bagirsak mikrobiyotasi, optimal kemik sagligini korumak i¢in gerekli olan énemli bir
vitamin olan K vitamininin sentezini etkileyebilmektedir (LeBlanc vd., 2013). K vitamininin,
osteoblast farklilasmasini kolaylastirarak ve osteoklast farklilagsmasini inhibe ettigi ve kemik
tretimini arttirdigi bulunmustur (Hamidi vd., 2013). Bu senaryoda K vitamini, osteokalsin ve
gama-karboksiglutamat proteini gibi kemik dokusuna 6zel 6nemli proteinlerin sentezinde bir
kofaktor olarak gorev yapmaktadir. Arastirma bulgulari, alinan K vitamininin yaklasik
%50’sinin, Bacteroides de dahil olmak {izere bagirsak mikrobiyotamizin sentez faaliyetleri
yoluyla iretildigini géstermistir (LeBlanc vd., 2013). B ve K vitaminleri de dahil olmak
iizere Odnemli bir besin saglayicist olan kolon, dogrudan veya dolayli olarak kemik mineral
yogunlugunun gelisimini ve korunmasini etkileyebilmektedir (lbrahim vd., 2022). Kemik
matriksi 6nemli miktarda kollajen olmayan bir protein olan osteokalsin icermektedir. K
vitamini takviyesi olan bu proteine alternatif olarak kemik Gla proteini adi verilmektedir
(Moser ve Eerden, 2019). Bu bilesenin karboksilasyonu, kemik minerallerine baglanmasi
i¢in 6nemli kabul edilmektedir. K vitamini besin kaynaklarindan elde edilebilse de bagirsak
iiretiminin vitamin tedarigine énemli 6l¢iide katkida bulundugunu unutmamak hayati 6nem
tagimaktadir. Bagirsak mikrobiyotasi faydali mikroorganizmalarin sayisini diizenleyemezse,
dolagimdaki karboksillenmemis osteokalsinin fazlaligi, K vitamini iiretimindeki azalmadan
kaynaklanabilmektedir. Kemik matriksinde karboksillenmis osteokalsinin yoklugu, kemik
dokusunun bozulmasina ve kirilmaya karsi duyarliligin artmasina neden olabilmektedir (Dai

ve Koh, 2015).

Ozetle, postbiyotiklerin icerdikleri hayati minerallerin, &zellikle de kalsiyum ve
fosforun asimilasyonu iizerindeki etkisi, iskelet dengesinin ve genel iskelet sagligimin
korunmasinda ¢ok onemli bir belirleyici olusturmaktadir. Arastirmacilar, bu metabolitlerin

mineral emilimini nasil etkiledigini a¢ikliga kavusturarak kemik yenilenmesini iyilestirmek,
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kemik hastaliklarimi hafifletmek ve genel kas-iskelet sistemi sagligin1 gelistirmek igin yeni

stratejiler ortaya ¢ikarmayi amaglamaktadir.

1.7.2. Postbiyotikler ile Osteojenik Farklilasma, Kondrogenez, Kemik Olusumu
ve Emilimi Arasindaki iliski

Giincel calismalar, fizyolojik seviyelerde postbiyotik varliginin, kemik olusumundan
sorumlu olan osteoblastlarin  Gzelliklerini  ve davranmiglarimi  potansiyel olarak
gelistirebilecegini gostermektedir (Wallimann vd., 2021). Birg¢ok ¢alisma, 500 nM ile 1 mM
konsantrasyon araliginda biitiratin varliginin, fare kalvarial organ kiiltiirlerinde alkalin
fosfataz (ALP) iiretiminde bir artisa yol actigini gostermistir (Schroeder ve Westendorf,
2005). Biitiratin MC3T3-E1 hiicrelerinde Runx2’nin transkripsiyonunu destekledigi
gbzlemlenmistir. Ayrica biitiratin osteoprotegerin (OPG) sentezini arttirdigi bulunmustur.
OPG olarak bilinen osteoklastojenez Onleyici tuzak reseptorii, osteoklast gelisiminde 6nemli
bir bilesen olan RANKL i¢in bir baglanma bolgesi olarak islev gormektedir. OPG, RANKL
ile etkilesimi yoluyla osteoklast aktivitesini azaltarak dolayli olarak kemik olusumunu
arttirmaktadir (Katono vd., 2008). Onceki arastirmalar, sodyum biitiratin insan amniyotik
membrandan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerde osteojenik 6zellikler sergiledigini
gostermistir (Fan vd., 2018). Fizyolojik seviyeleri asan yiiksek KZY A konsantrasyonlarina
maruz kaldiklarinda, osteoblastlar fenotipiklerinde ve hayatta kalmalarinda belirgin
degisiklikler sergilemektedir. Bu degisiklikler, hiicresel canlilik {izerindeki zararli etkilerle

ilgili olan sitotoksisiteyi ve RANKL sentezindeki artigi igermektedir (Wallimann vd., 2021).

Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilagma siireci ve
ardindan kallusun gelisimi, endokondral yol yoluyla kiriklarin etkili iyilesmesinin
baglatilmasinda hayati bir rol oynamaktadir (Wallimann vd., 2021). Garrison vd. (1989)
sodyum biitiratin kok hiicrelerinin farklilagmasi tizerindeki etkisini incelemigler ve 0,03-1
mM araligindaki Dbiitirat konsantrasyonlarinin kondrogenezi inhibe ettigini ortaya
koymuslardir. Paradis ve Hales (2013) valproatin farelerde kondrogenez ve osteogenezin
onemli diizenleyicileri olan Sox9 ve Runx2 ekspresyonunu azaltabildigini gostermistir.
Aulthouse ve Hitt (1994) valproatin ayni zamanda insan kondrositlerinde kondrojenik
belirteclerin, 6zellikle tip II kollajen ve siilfatlanmis proteoglikanin iiretiminde de azalmaya
yol agtigin1 bulmuslardir. Pirozzi vd. (2018) biitiratin, fare kondrositlerinde proinflamatuar
sitokinlerin iiretimini azaltarak oldukca etkili inflamatuar sinyal yollarini inhibe ettigini

gostermiglerdir.  Bu inhibisyon, GPR43’in aracilik ettigi bir yol araciligiyla
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gerceklesmektedir. Ayrica, biitiratin  katabolik matriks metalloproteinazlarin sentezini
kisitlayabildigi ve eksplant kiiltlirlinde inflamasyon tarafindan iiretilen tip II kollajenin
parcalanmasini  azaltabildigi  gosterilmistir (Young vd., 2005). Biitiratin insan
kondrositlerindeki anti-inflamatuar etkilerinin, NF-kxB DNA baglanma aktivitesiyle ilgisiz
oldugu kesfedilmistir (Chabane vd., 2008).

Kemik {iretimi ve emilimi arasindaki iliski, iskelet biit{inliigliniin korunmasi i¢in ¢ok
onemli olan dinamik ve olduk¢a diizenli bir mekanizmadir. Yapilan c¢aligmalar,
postbiyotiklerin bu 6nemli sistemler iizerinde etki yaratmadaki biiyiileyici islevini ortaya
cikarmistir. Arastirmalar, Ozellikle biitiratin, stromal hiicrelerin osteojenik kdkene dogru
farklilagsmasin1 arttirmada ve mineralize nodiillerin olusumunu kolaylastirmada bir rolii
oldugunu gostermistir (Chen vd., 2007). Ayrica, oligosakarit diyet takviyeleri kullanilarak
KZYA {iretiminin arttirilmasi, BMD’deki artigla iliskilendirilmistir (Weaver vd., 2011).
Buna karsilik, KZYA takviyesinin antibiyotiklerle tedavi edilen farelerde kemik hacmini
azalttigr ancak kemik donisiim oranlarini etkilemedigi gozlemlenmistir (Yan vd., 2016).
Deneysel kanitlar, biitiratin kemik gelisimini tetikleme kapasitesinin, kemik iliginde

diizenleyici T hiicrelerinin sayisindaki artiga bagli oldugu fikrini desteklemektedir.

Mevcut arastirma sonuglarindan elde edilen veriler, KZYA’larin osteoklastogenez
stirecini engelleyebilecegine isaret etmektedir (Wallimann vd., 2021). Sigan kemik iligi
kiiltiirlerine 0,5 mM sodyum biitirat eklenmesi, osteoklast gelisiminde énemli bir azalmaya
neden olmustur. Osteoblast gelisimini desteklemedeki roliine ek olarak, sodyum biitiratin
kemik iligi hiicrelerine uygulanmasi TRAP pozitif ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin {iretimini
azaltmustir (Iwami ve Moriyama, 1993). Osteoklastlarin farklilagmasi ve aktivasyonu, ligandi
RANKL ile uyarilmasi iizerine RANK’mn aracilik ettigi sinyal yoluna bagli olmaktadir.
Rahman vd. (2003) NF-kB’ye bagl transkripsiyonel aktivitenin, postbiyotiklerin dozuna
bagl olarak giderek baskilandigini belirtmistir. Diger bir ¢aligmada, biitiratin ve daha az
Olglide propiyonat uygulamasinin osteoklastlarin bilyliimesini Onleyen antiosteoklastik
etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Cantley vd., 2011). Osteoklast farklilasmasinin
inhibisyonu, Ozellikle osteoklast farklilagsmasinin ilk asamalarinda KZYA veya HDAC
inhibitorleri uygulandiginda etkili olmustur (Lucas vd., 2018). Kemigin yeniden
sekillenmesinin fizyolojik siirecinde kritik bir rol oynayan osteoklastlar, romatoid artrit ve
periodontal hastalik gibi inflamatuar durumlarda patolojik kemik kaybina neden olmaktadir.
Ayrica menopoz sonrasi osteoporozda da rol oynayan bu hiicrelerin postbiyotiklerce
diizenlenmesi bu hastaliklarin tedavisi i¢in hedeflenen terapotik ajanlarin belirlenmesine

yonelik yeni bir potansiyel yaklagim saglamaktadir.
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1.7.3. Postbiyotikler ile Kemik Metabolizmas1 Arasindaki iliski

Kemik metabolizmasi ve bunun bagirsak mikrobiyotasi ve bununla iligkili metabolitler
arasindaki karmasik etkilesimi {izerine yapilan aragtirmalara verilen dnemde 6nemli bir artis
s0z konusudur. Bagirsaktan gecis siireci sirasinda, konjuge birincil safra asitleri, bagirsak
mikrobiyotasinda ayrilma ve dehidrojenasyon olaylarina maruz kalmaktadir (Chen vd.,
2022). Deoksikolik asit ve litik safra asitleri dahil olmak tizere ikincil safra asitleri
retilmektedir (Singh vd., 2019). Safra asitlerinin kemik metabolizmas: iizerinde 6nemli bir
etkisi arastirma konusu olmustur. Menopoz sonrasi kadinlardan olusan bir grup tizerinde
yiiriitiilen bir ¢alismanin bulgulari, safra asitlerinin kan konsantrasyonlari ile BMD arasinda
pozitif bir baglant1 oldugunu ortaya koymustur. /n vitro deneylerden elde edilen bulgular,
safra asitlerinin FXR sinyalini aktive ederek ve Runx2 ekspresyonunu yukari dogru
diizenleyerek kemik metabolizmasini modiile edebildigini gostermistir. Bununla birlikte,
ikincil safra asitleri, cesitli fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol oynayan bir reseptor
olan TGRS yoluyla kemik saglig1 iizerinde kanitlanmig etkileri olan bir hormon olan GLP-
1’in iretimini tesvik ederek dolayli olarak kemik metabolizmasini etkilemistir (Sandoval ve

D’Alessio, 2015).

Gugli  diizenleyici yeteneklerinden dolayr KZYA’lar, kemik metabolizmasi
caligmalarinda biiyliik 6nem tagimaktadir (Zaiss vd., 2019). Lucas vd. (2018) KZYA’larin
kemik homeostazisi iizerindeki dogrudan etkisini aragtirmis ve osteoklast farklilagmasinin
erken agsamalarinda (24-48 saat) hiicresel metabolizmay1 oksidatif fosforilasyondan glikolize
degistiren preosteoklastlarin erken metabolik yeniden programlanmasinin gerekli oldugunu
gostermistir. Osteoklast farklilagmasi gibi gesitli hiicresel siireclerin diizenlenmesi, hiicre
metabolizmasindan 6nemli 6lciide etkilenmektedir (Fellows vd., 2018). Bu farklilasma
stireci bir dizi ilerleyici metabolik degisikligi igermektedir. Osteoklastlarin 6ncii hiicrelerden
olgunlagmasi oksidatif fosforilasyona bagliyken, olgun osteoklastlar tarafindan kemik
emilimi siireci glikolize baglidir. Lucas vd. (2018) propiyonat/biitiratin uyarilmasinin, 48
saat sonra osteoklast onciillerinde glikolizde Oonemli bir artisa yol actigini goOstermistir.
Ancak oksidatif fosforilasyonda onemli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu bulgular,
propiyonat ve biitiratin osteoklast Oncii hiicrelerine uygulanmasinin, osteoklast
farklilagmasinin ilk agamalarinda metabolik siireclerini degistirdigini ve glikolize dogru bir
kaymaya yol a¢tigini kanitlamistir. Bu metabolik degisiklik hiicresel strese neden olmakta ve

sonugta osteoklast farklilagsma siirecini engellemektedir.
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1.7.4. Postbiyotikler ile Kemik Iyilesmesi Arasindaki Iliski

Postbiyotiklerin kemik onarimu siireci tizerindeki ana etkisine iligkin arastirmalar son
yillarda hiz kazanmaya baglamistir. Kemik iyilesmesi olgusu, siirekli yaralanma veya kirik
olan kemiklerdeki yapisal ve fonksiyonel biitlinliiglin restorasyonunu igeren karmasik ve
oldukca diizenlenmis bir biyolojik siirectir. Son c¢alismalar, bagirsak mikrobiyotasinin ve
bununla iliskili postbiyotiklerin, kemik onarimi siireci iizerinde hem dogrudan hem de
dolayli etkiler gosterebilecegini ortaya c¢ikarmistir. Postbiyotiklerin konakgr tizerindeki
etkisi, kirik iyilesme siirecini 6nemli dl¢tide etkileyebilmektedir. Bu potansiyel etki, viicudun
bagisiklik sistemi tizerindeki dolayli etkilerine baglanabilmektedir. Ayrica, sistemik olarak
verilen probiyotikler, kemik iliginde 6nemli konsantrasyonlara ulagarak kirik iyilesme

stirecinde yer alan hiicreleri dogrudan etkileyebilmektedir (Wallimann vd., 2021).

Bagirsak mikrobiyotasi, diyetli liflerin fermentasyonu yoluyla basta KZY A’lar1 olmak
iizere bircok metabolit iiretmektedir. Bu metabolitler ise kemik sagliginin korunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Mikrobiyota iiyeleri tarafindan iiretilen ve postbiyotiklerin
temel igeriklerinden biri olan KZYA’lar, cesitli hiicresel siiregleri ve molekiiler
mekanizmalar1 modiile ederek kemik kirig1 iyilesmesinde ¢ok dnemli roller sergilemektedir.
Bunlarin baginda hematom olusumu ve fibrin pihtilasmasi gelmektedir. G proteinine bagh
reseptorler (GPR41 ve GPR43) araciligiyla etki eden KZYA’lar, endotel hiicrelerinde doku
plazminojen aktivatorii ekspresyonunu indiiklemektedir. Bu indiiksiyon fibrinolizi
arttirmakta, fibrin pihtilarmin pargalanmasini tesvik ederek kemik iyilesmesinin sonraki
asamalari i¢in gerekli olan hematomun ¢6ziilmesini kolaylastirmaktadir. Bununla birlikte,
KZYA’lar apoptoz ve sitostazi modiile ederek fibroblast davranisini diizenlemektedir. Kirik
iyilesmesinin erken asamalarinda graniilasyon dokusunun olusumunu ve yara kapanmasini
kolaylastirarak fibroblast cogalmasini ve gociini tesvik etmektedirler. Osteojenik farklilasma
ve osteoklast fonksiyonunun modiilasyonunda 6nemli gorevler sergilemektedirler. Histon
deasetilaz  (HDAC) diizenlemesi yoluyla ALP, Runx2 ve osteoprotegerin (OPG)
ekspresyonunu tesvik ederek osteojenik farklilasmay1 etkilemektedirler. Ek olarak RANKL
ekspresyonunun reseptor aktivatoriinii baskilayarak osteoklast farklilagsmasini ve aktivitesini
inhibe ederek kemik homeostazisini korumaktadirlar. Bununla birlikte, VEGF, PPARy ve
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonunu yukari dogru diizenleyerek
anjiyogenezi desteklemektedirler. Bu sonug, rapamisin (MTOR) vyolunun hedefi ile
etkilesimler neticesinde elde edilmekte olup iyilesen kirik bolgesine oksijen ve besin

saglamak igin yeni kan damarlariin olusumunu kolaylastirmaktadir. Inflamatuar yanit ve
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bagisiklik hiicresi diizenlemesi {izerindeki etkilerini, diizenleyici T hiicresi (Treg)
farklilagmasini tesvik ederek, antimikrobiyal aktiviteyi artirarak ve bir M2 makrofaj
fenotipini indiikleyerek inflamatuar yaniti modiile ederek gergeklestirmektedirler. Timor
nekroz faktorii-alfa gibi proinflamatuar sitokinlerin ve 1L-10 gibi anti-inflamatuar sitokinleri
ile HDAC araciligiyla transforme edici biiylime faktorii-beta (TGF-B) iiretimini
diizenlemekte ve doku onarmmini desteklemektedirler. Son olarak, 6GPR43 sinyali yoluyla
proinflamatuar sitokinler, Sox9, Runx2, kolajen tip II alfa 1 (COL2Al) ve kiigiik
proteoglikanlarin ekspresyonunu modiile ederek kondrojenezi etkilemektedirler. Bu
diizenleme, kirik iyilesmesi sirasinda kemik olusumu icin sablon gorevi goren kikirdak

dokusunun olusumunu desteklemektedir (Han vd., 2024).

Sonug olarak, son yillarda ortaya ¢ikan bu aragtirma alani, postbiyotiklerin kemigin
metabolik siireci iizerindeki derin etkisini vurgulayarak, kas-iskelet sagliginin iyilestirilmesi
ve kemikle ilgili hastaliklarin tedavisi igin yenilik¢i terapGtik miidahalelere ve stratejilere
kapt agmaktadir. Kemik hastaliklar1 ve sagligi acisindan postbiyotiklerin incelenmesi, kas-
iskelet sistemi tibb1 alaninda gelecekteki arastirma ve ilerlemeler icin ¢esitli potansiyel

firsatlara sahip yeni bir ¢aligma alan1 olarak dikkat ¢gekmektedir.

Gergeklestirilen tez c¢aligmasinin temel amaci, kedi (tekir) fekal mikrobiyotasi
kaynakli Enterococcus faecium EIR/CT-1 ve kopek (kangal) siit mikrobiyotas1 kaynakli
Enterococcus lactis EIR/DG-1 suslarina ait postbiyotiklerin veteriner hekimlikte karsilagilan
kemik dejenerasyonuna yonelik potansiyel etkilerini ticari bir yap1 iskelesine entegrasyonlari
neticesinde in vivo kosullar altinda degerlendirmektir. Calismadan elde edilecek sonuglarla

meydana gelen kemik dejenerasyonlarinin iyilesme siirelerinin azaltilmasi hedeflenmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Calisma Kapsaminda Kullanilan Bakteriler

Postbiyotik kaynagi olarak; Farmabiyotik Teknolojileri Arastirma Laboratuvari
(Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii) kiiltiir koleksiyonundan temin edilen
2 farkl laktik asit bakteri (LAB) susu kullanilmigtir. Enterococcus faecium EIR/CT-1 susu
kedi (tekir, disi, 4 yas) fekal mikrobiyotasi, Enterococcus lactis EIR/DG-1 ise kdpek
(kangal, disi, 2 yag) siit mikrobiyotas1 kaynaklidir. Her iki LAB susuda MRS (De Man,
Rogosa and Sharpe, Merck, ABD) besiyerinde 37°C sicaklik kosullarinda kiiltiire edilmistir.

Postbiyotik kaynagi olarak kullanilan bu bakteriler “EVCIL HAYVANLAR ICIN
YERLI VE BIYOLOJIK GIDA TAKVIYELERININ GELISTIRILMESi VE PROTOTIP
URETIMI” baslikli KOSGEB projesi (2018-2020) kapsaminda izole edilmis ve tanimlanmis

olup ayn1 proje kapsaminda probiyotik etkinlikleri kanitlanmstir.

2.2. Postbiyotiklerin Eldesi

Postbiyotiklerin eldesi amaciyla gliserol (%50) stokta derin dondurucuda saklanan
bakteri stoklar1t MRS siv1 besiyerine transfer edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Ikinci pasaji takiben bakteri safliklart Gram boyama ve ¢izgi ekim yontemleri ile kontrol
edilmistir. Kontaminasyon olmadigi dogrulanan kiiltiirler postbiyotik eldesi icin biiylik
hacim (200 ml) MRS besiyerine inokiile edilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben
15.000 rpm’de 20 dakika santrifiij (Niive, Tiirkiye) islemi gerceklestirilmis ve hiicrelerinden
ayrilan iist faz toplanarak 0,22 pm gozenek capina sahip steril membran filtrelerden
gecirilmistir (Sartorious, Almanya). Postbiyotikleri igeren iist faz liyofilize edilerek ilerleyen
asamalarda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir. Tiim bu asamalar Sekil 2.1°de

6zetlenmistir (OmerOglou, 2021).
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Sekil 2. 1. Postbiyotik eldesinin temel agamalari

(1. Saf kiiltiirlerin 200 mL s1vi MRS besiyerine % 1 oraninda inokiilasyonu, 2. 37°C’de 24 saat inkiibasyon, 3.
Aktif kiiltiiriin eldesi, 4. 15.000 rpm’de 20 dakika santrifiij, 5. Pelletin ve postbiyotik igerikli iist fazin eldesi, 6.
Postbiyotik icerikli tist fazin hiicrelerinden arindirilmak tizere 0,22 pm gézenek gapina sahip membran filtreden
gecirilmesi, 7. Liyofilizasyon iglemi [vakum basinci: 0.120 mB-kondansor sicakligi -58°C (Christ freeze dryer,
Almanya], 8. Postbiyotik igerikli toz preperatin eldesi)

2.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

In vivo calismalara dahil edilecek postbiyotik dozunu belirlemek amaciyla hiicre
kiiltiirii galigmalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan
temin edilen MC3T3-E1 (ATCC, CRL-2593™) fare preosteoblast hiicreleri kullanilmustir.
Hicreler, %10 fetal sigir serumu (Biological Industries, ABD) ve %1 penisilin-streptomisin
(Biological Industries, ABD) igeren alfa-MEM’de (Thermo Fisher Scientific, ABD), 37°C’de
ve %5 CO, igeren ortamda kiiltiire edilmistir (Chen vd., 2020). Hiicrelerin sayimu, tripan
mavisi  kullanilarak otomatik hiicre sayim cihazinda (TC-20, BioRad, ABD)
gergeklestirilmistir.

Postbiyotiklerin hiicreler {izerinde sitotoksik etki sergilemeyen dozunu belirlemek
amacityla MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid)  analizi
gerceklestirilmistir. Hiicreler, 96 kuyulu mikroplakalara 2x10* kuyu/hiicre olacak sekilde
dagitilmistir. 37°C’de ve %5 CO, igeren ortamda 24 saat inkiibasyonu takiben besiyeri
postbiyotigin farkli dozlarin1 (50-2.000 pg/ml) igeren yeni bir besiyeri ile degistirilmis ve
aym kosullarda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben, her
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kuyucuga 20 pl tetrazolyum boya (MTT, Sigma, ABD) solisyonu (5 mg/ml) eklenmis ve
plakalar 37°C’de ve %5 CO; igeren ortamda 4 saat siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan ortam
aspire edilmis ve kuyucuklara 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma, ABD) eklenmistir.
Kristaller tamamen ¢oziildiikten sonra olusan renk degisiminin optik dansite degerleri bir
mikroplaka okuyucu (Epoch, ABD) kullanilarak 490 nm’de ol¢iilmiistiir. Postbiyotik
icermeyen kuyular kontrol olarak kullanilmistir. Calisma {i¢ tekrar olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

2.4. In vivo Calismalar

2.4.1. Cahisma Kapsaminda Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Bakim

Deney hayvanlarinin kullanim izni, Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu tarafindan 2021-13-107 karar numarasi ile onaylanmistir (Ek-1).

Tez ¢aligmasi kapsaminda 64 (altmus dort) adet erkek Wistar rat (10 haftalik, 323-497
gr) kullanilmistir. Deney hayvanlar1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Yetistirme ve Arastirma Laboratuvari tarafindan temin edilmis olup tiim deneyler aym
merkezde gergeklestirilmistir. Hayvanlar oda 1sisinda (18-25°C’de) 12 saat karanlik-12 saat

aydinlik uygulanan odalarda muhafaza edilmis olup ad-libitum beslenmeye tabi tutulmustur.

2.4.2. Deneysel Hayvan Gruplar: ve Uygulamalar

64 adet erkek Wistar rat her grupta 16 adet hayvan olacak sekilde toplamda dort gruba
ayrilmigtir. Etki biiyiikligii 0,5, tip-1 hata olasilig1 0,05, giic %90 ve grup sayist 4 kriterleri
kullanilarak arastirma diizeninin yeterli miktarda ancak minimum sayida hayvan ile
yiiriitiilmesi i¢in 6rneklem biiyiikliigii belirlenmistir. Yapilan gii¢ analizi sonucunda her grup

i¢cin 16 olmak tizere toplamda 64 hastanin ¢aligsmada yer almasinin gerektigi hesaplanmigtir.

Birinci gruptaki hayvanlarda (n=16) defekt olusturulmus ancak herhangi bir uygulama
yapilmamistir. Dolayisiyla bu grup kontrol grubu olarak kullanilmustir. ikinci gruptaki
hayvanlarda (n=16) olusturulan defekt bdlgesine yalnizca ticari olarak temin edilen yapi
iskelesi (Gelfix Collagen Ped; uygulama alanlarina kolaylikla uyum saglayan siingerimsi ped
seklinde, liyofilize ve steril olup dogal heterolog tip 1 at kollajeninden olusmaktadir)

yerlestirilmistir. Ugiincii gruptaki hayvanlarda (n=16) olusturulan defekt bolgesine in vitro
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calismalardan elde edilen sonuglara gore secilen dozu igeren birinci postbiyotigin
(Enterococcus faecium EIR/CT-1 kaynakli) entegre edildigi yapi iskelesi yerlestirilmistir.
Postbiyotikler, emdirme yontemi ile ticari yapi iskelesine entegre edilmistir. Dordiincii
gruptaki hayvanlarda (n=16) olusturulan defekt bolgesine ise in vitro ¢aligmalardan elde
edilen sonuglara gore segilen dozu igeren ikinci postbiyotigin (Enterococcus lactis EIR/DG-
1 kaynakl1) entegre edildigi yapi iskelesi yerlestirilmistir. Uygulamalar1 takiben, tiim ratlar
45 giin siireyle gozlem altinda tutulduktan sonra yiiksek dozda anestezik verilerek Gtenazi

islemi uygulanmistir. Gézlem siiresi sonunda tiim hayvanlarin agirliklar1 kontrol edilmistir.

Defekt olusturmak amaciyla opere edilen ratlara preoperatif antibiyotik olarak
25mg/kg dozda intraperitoneal enjeksiyonla sefazolin sodyum uygulanmustir. Anestezi, 10
mg/kg ksilazin hidrokloriir ve 60 mg/kg ketamin hidrokloriir ile saglanmistir. Ratlarin
kalvariumlar tirag edilerek operasyon masasina sternal pozisyonda basi sabit olacak sekilde
konumlandirilmigtir. Hayvanlarda hipotermiyi 6nlemek i¢in termal ped ve sicak su torbasi
kullanilmistir. Asepsi antisepsi kurallarina uyularak deride 2 c¢cm uzunlugunda yapilan
ensizyonu takiben deri alti bag dokusu kiint diseksiyonlarla ekarte edilmistir. Kraniuma
ulagildiktan sonra ratlarin her birinin kalvaryumunda punch biyopsi kalemi ile 6 mm ¢apinda
1 adet kemik defekti olusturulmustur. Profilaktik amacla deneklere 3-7 giin siireyle
intraperitoneal 25 mg/kg sefazolin sodyum uygulanmustir. Ayrica post operatif analjezi igin

tiim hayvanlara 2 mg/kg dozda subkutan olarak tek doz butorphanol uygulanmistir.

2.4.3. Histopatolojik Analizler

Otenazi islemi sonrasi uzaklastirilan kalvaryum &rnekleri 50 ml %10’luk tamponlu
formalinde 20-25°C’de (oda sicakligi) 72 saat boyunca tespit edilmis ve ardindan Decal IlI
(Atom Scientific, REF: RRDC3-E; LOT: 28967) soliisyonunda 48 saat bekletilerek
dekalsifiye edilmistir (Spicer vd., 2012). Dekalsifikasyon sonrasi, defekt alanini i¢eren bélge
kalvaryumdan ayrilarak defekt alaninin bulundugu dokular longitudinal sekilde kesilerek ii¢
esit parcaya ayrilmistir. Rutin doku takibi cihazinda (Epredia STP 120) tespit islemi
tamamlandiktan sonra parafine bloklanan (Epredia, HistoStar) dokulardan mikrotom
(Epredia HM 355S) araciligiyla 5 pm kalinhiginda kesitler alimmustir. Kesitler, standart
Hematoksilen&Eozin (H&E) boyasi ile otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL)
boyanmis ve entellan ile kapatilmistir. (Leica CV5030). Hazirlanan preparatlar kamera

atagmanli 151k mikroskobunda (Olympus BX51-DP71, Japonya) histopatolojik yonden
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degerlendirilmistir. Bu degerlendirme, “0= Yok, 1= Hafif, 2= Orta ve 3= Siddetli” derece

olmak tizere semi-kantitatif sekilde gerceklestirilmistir.

2.4.4. Mikro Bilgisayarh Tomografi Analizleri

Otenazi islemi sonrasi uzaklastirilan kalvaryum oOrnekleri Mikro Bilgisayarh
Tomografi (BT) ile filtre kullanilmadan incelenmistir. Mikro BT i¢in ratlardan alinan kemik
bolgeleri serebral yiizeyi asagi bakacak sekilde (prone pozisyonu) yerlestirilmis ve seri
taramalar gerceklestirilmistir (Sweeney, 1995). Taramalarin her biri kemikler i¢in tek tek
yapilmig olup alinan her fotograf dogrulama amaciyla ii¢ kez ¢ekilmis ve daha sonra tek
fotograf haline getirerek olusan kirlilik elimine edilmistir. Sonuglar, Mikro BT araciligiyla

kantitatif olarak degerlendirilmistir.

2.4.5. Planar Radyografi Analizleri

%70 etanolde saklanan doku ornekleri planar radyografi ile analiz edilmistir.
Soliisyondan ¢ikarilan 6rnekler serebral yiizey yukari bakacak sekilde film kasetinin iizerine
diiz bir sekilde yerlestirilmistir. Cekilen grafiler “Kemik Kopriileri ve Birlesme Derecesi Igin
Puanlama Kilavuzu” kullanilarak skorlanmigtir (Patel vd., 2008). Bu skorlamaya gore; defekt
icerisinde herhangi bir kemik olusumu yoksa: 0 (sifir) puan, defekt i¢erisinde daginik halde
birka¢ kemik spikiilii bulunuyorsa: 1 (bir) puan, yalmzca defekt simirlarinda kemik
olusumuw/kopriileri varsa: 2 (iki) puan, defekt uzunlugunun bir kisminda kemik
olusumu/kdpriileri varsa: 3 (ii¢) puan, tiim defekt araliginin en uzun oldugu kisimda (6 mm)

kemik olusumu/kopriisii varsa: 4 (dort) puan olarak degerlendirilmistir.

2.5. istatistiksel Analizler

Verilere iliskin tanimlayici istatistikler hesaplanarak “Aritmetik Ortalama + Standart
Hata” ve/veya “Medyan (minimum-maksimum)” seklinde ifade edilmistir. Hipotez testlerine
gecilmeden Once veriler parametrik test varsayimlarindan normal dagilima uygunluk
yoniinden Shapiro Wilk, varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene testi ile
incelenmistir. Parametrik varsayimlar1 saglayan veriler i¢in gruplar arasi farkliligin 6nem
kontrolii tek yonlii varyans analizi ile, parametrik test varsayimlarini saglamayanlar igin ise
Kruskal Wallis testi ile incelenmistir. Ileri karsilastirma testleri icin Tukey ve Dunn
Bonferroni testlerinden yararlanilmigtir. Tiim istatistiksel degerlendirmelerde p<0.05 kriteri

kullanilmustir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS 21 paket programindan yararlanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Postbiyotik Dozunun Secimi

In vivo calismalara dahil edilecek postbiyotik dozunu belirlemek amaciyla hiicre
kiiltiirii caligmalarindan elde edilen MTT analiz sonucu verileri degerlendirilmistir. Buna
gore, caligmaya dahil edilen her iki postbiyotige ait tiim dozlarin 24. saat muameleyi takiben
fare preosteoblast hiicreleri lizerinde toksik etki sergilemedigi gozlemlenmistir. Bunun
aksine, 48 saatlik muamele sonucunda 1.500 ve 2.000 pg/ml dozlarimin fare preosteoblast
hiicre canliligini azalttigi tespit edilmistir. Benzer sonuglar, 72. saat muameleyi takiben de
belirlenmistir (Sekil 3.1). Tim bu sonuglar degerlendirildiginde, in vivo calismalar
kapsaminda kullanilacak yap1 iskelesine entegre edilecek dozun her iki postbiyotik icin de

100 pg/ml olmasina karar verilmistir.

3.2. Postbiyotiklerin Rat Kalvaryumu Kritik Boyutlu Defekt Modelinde Kemik
Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Deneysel uygulamalar1 takiben gruplarin canli agirliklar1 kontrol edilmistir. Defekt
bolgesi ise histopatolojik, mikro bilgisayarli tomografi ve planar radyografi analizleri

acisindan degerlendirilmistir.

Kirk bes giinliik gozlem siirecini takiben tiim gruplara ait hayvanlarin canli agirliklar
Olglilmiis olup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda diger deneysel gruplarda yer alan
hayvanlarin agirlik ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir

(Sekil 3.2, Cizelge 3.1).

3.2.1. Histopatolojik Bulgular

Otenazi islemi sonrasi uzaklastirilan kalvaryum &rnekleri fiksasyon islemini takiben
parcalara ayrilmis (Sekil 3.3) ve kasetleme islemini takiben histopatolojik incelemeler
amaciyla H&E boyamaya tabi tutulmustur. H&E boyamasi neticesinde elde edilen
mikroskop goriintiileri (Sekil 3.4) yeni kemik olusumu, fibr6z doku olugumu, kanama, yangi

ve vaskiilarizasyon agisindan degerlendirilmistir.
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Sekil 3. 2. Gruplarin canli agirlik dagilimina ait grafik (Kontrol; sadece defekt olusturulan grup, CP;
defekt olusturulan ve postbiyotiksiz ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, CT; defekt olusturulan ve
EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, DG; defekt olusturulan ve
EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap iskelesi uygulanan grup)

Cizelge 3. 1. Gruplarda yer alan hayvanlarin genel agirliklari (gr)

DENEK KONTROL CP GRUBU CT GRUBU DG GRUBU
NUMARALARI GRUBU
1 369 387 387 356
2 372 375 324 336
3 427 381 333 383
4 385 398 405 376
S 440 411 463 345
6 365 440 410 353
7 380 390 436 497
8 385 333 455 379
9 380 425 427 402
10 390 421 436 447
11 377 403 379 409
12 370 449 343 409
13 402 453 323 340
14 389 383 323 409
15 375 406 373 374
16 388 464 493 380
ORTALAMA 387,125 407,437 394,375 387,187

(Kontrol; sadece defekt olusturulan grup, CP; defekt olusturulan ve postbiyotiksiz ticari yapi iskelesi uygulanan
grup, CT; defekt olusturulan ve EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, DG;
defekt olusturulan ve EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup)
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Sekil 3. 3. Kalvaryum 6rneklerinin genel kesit goriintiileri

Sekil 3. 4. Kalvaryum orneklerinin histopatolojik analizleri H&E boyamasi (a; sadece defekt
olusturulan kontrol grubu, b; defekt olusturulan ve postbiyotiksiz ticari yap1 iskelesi uygulanan grup,
c; defekt olugturulan ve EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, c;
defekt olusturulan ve ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, d; defekt olusturulan ve EIR/DG-1 susuna ait
postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, *;defekt bolgesindeki fibréz doku olusumlari)
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Sonuglar kontrol grubu (n=16) ag¢isindan degerlendirildiginde, defekt bolgesinde
cogunlukla orta (n:7) veya siddetli (n:7) derece kanama, orta derece fibroz doku olusumu
(n:8) ve vaskiilarizasyon (n:10), hafif derece yeni kemik doku olusumu (n:8) ve ¢ogunlukla
lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiikleer hiicre infiltrasyonlari (n:13) dikkat ¢ekmistir.
Ayrica tiim orneklerde hemosiderin pigmenti varligi gézlemlenmistir. Birer ornekte mast

hiicrelerine ve osteoklastik dev hiicrelerine de rastlanmustir.

Sonuglar defekt olusturulan ve postbiyotiksiz ticari yapi iskelesi uygulanan grup
acisindan degerlendirildiginde (n=15), defekt bolgesinde ¢ogunlukla orta derece fibroz doku
olusumu (n:8) ve vaskiilarizasyon (n:8), hafif derece cogunlugu lenfosit ve makrofajlardan
olusan mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (n:13), yeni kemik doku olusumu (n:8) ve kanama
(n:7) tespit edilmistir. Bununla birlikte ¢ok sayida ornekte hemosiderin pigmenti, mast

hiicreleri ve osteoklastik dev hiicreleri gézlemlenmistir.

Sonuglar defekt olusturulan ve Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik
icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan grup acisindan degerlendirildiginde (n=15), defekt
bolgesinde cogunlukla siddetli derece kanama (n:10), orta derece fibroz doku olusumu (n:10)
ve vaskilarizasyon (n:11), hafif derece cogunlugu lenfosit ve makrofajlardan olusan
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (n:10) ve yeni kemik doku olusumu (n:8) dikkati
cekmistir. Ayrica drneklerin ¢ogunda hemosiderin pigmenti, mast hiicreleri ve ¢ok c¢ekirdekli

dev hiicreleri tespit edilmistir.

Sonuglar defekt olusturulan ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik
icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan grup agisindan degerlendirildiginde (n=15), defekt
bolgesinde ¢cogunlukla siddetli derece kanama (n:9), orta derece fibréz doku olusumu (n:8)
ve vaskiilarizasyon (n:12), ¢ogunlugu lenfosit ve makrofajlardan olusan hafif derece
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (n:11) tespit edilmistir. Birka¢ 6rnekte hafif (n:5) ve/veya
orta (n:3) derece yeni kemik doku olusumuna rastlanmistir. Ayrica ¢ok sayida Ornekte
hemosiderin pigmenti, mast hiicreleri ve ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreleri varligi

gbzlemlenmistir.

Histopatolojik analizler neticesinde her grupta yer alan rat kalvaryumlari yeni kemik
olusumu agisindan degerlendirilerek istatistiksel karsilagtirilmasi yapilmigtir. Buna gore
sadece defekt olusturulan kontrol grubu i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 1 (0-2)], yalnizca
ticari yapi iskelesi yerlestirilmis grup i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 1 (0-2)], Enterococcus
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faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup igin
[Medyan (Min.- Maks.) = 1 (0-2)], ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik
icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 0,5 (0-2)] degerleri
tespit edilmistir. Olgiilen bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmadigi belirlenmistir (p=0,751).

Gruplarda bulunan kalvaryumlar incelendiginde iyilesme dokusu olarak fibroz doku
olusumu bulundugu da gozlemlenmistir. Sadece defekt olusturulan kontrol grubunda
[Medyan (Min.- Maks.) = 2 (1-3)], yalnizca ticari yapi iskelesi yerlestirilmis grupta [Medyan
(Min.- Maks.) = 2 (1-2)], Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli
ticari yap1 iskelesi uygulanan grupta [Medyan (Min.- Maks.) = 2 (2-3)] ve Enterococcus
lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yapi iskelesi uygulanan grupta [Medyan
(Min.- Maks.) = 2 (1-3)] degerleri olgiilmiistiir. Olgiilen bu degerler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda ise gruplar arasinda ¢ok yiiksek derecede anlamli bir fark bulundugu
tespit edilmistir (p=0,004). Elde edilen sonuglar, postbiyotik igeren yapi iskelelerinin

kontrollere karsi fibréz doku olusumunda daha etkili oldugunu gostermistir.

Kalvaryumlarin histopatolojik incelemesi yapilirken travmanin dogru bir sekilde
olusturulup olusturulmadigin1 gérmek amaciyla kanama agisindan da degerlendirme
gergeklestirilmistir. Buna gore sadece defekt olusturulan kontrol grupta [Medyan (Min.-
Maks.) = 2 (1-3)], yalnizca ticari yapi iskelesi yerlestirilmis grupta [Medyan (Min.- Maks.) =
2 (1-3)], Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi
uygulanan grupta [Medyan (Min.- Maks.) = 3 (1-3)] ve Enterococcus lactis EIR/DG-1
susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grupta [Medyan (Min.- Maks.) =
3 (1-3)] degerlerine ulasilmistir. Olgiilen bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda
ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadig tespit edilmistir (p=0,082).

Dokularda meydana getirilen travma sonrasinda bdlgenin iyilesmesi i¢in gerekli olan
hiicre ve materyallerin ortama gelmesini saglayacak yangi acisindan da degerlendirilmistir.
Sadece defekt olusturulan kontrol grubu igin [Medyan (Min.- Maks.) = 1 (0-2)], yalnizca
ticari yapi iskelesi yerlestirilmis grup i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 1 (0-1)], Enterococcus
faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup igin
[Medyan (Min.- Maks.) = 1 (1-2)] ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik
icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan grup i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 1 (1-3)] degerleri

belirlenmistir. Olgiilen bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise gruplar arasinda
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cok yiiksek derecede anlamli bir fark bulundugu tespit edilmistir (p=0,008). Elde edilen
sonugclar, postbiyotik i¢eren yapi iskelelerinin kontrollere karst yangi olusumunda daha etkili

oldugunu gostermistir.

Kalvaryumlarmm travma sonrasindaki silirecinde yanginin baslamasi ve yanginin
olugmasim takiben bolgeye gelecek olan iyilesme materyallerinin travma alanina
taginabilmesi i¢in bolgenin damarlar agisindan zengin olmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir. Bu
sebeple  histopatolojik  degerlendirme  yapilirken bdlgenin  vaskiilarizasyonu  da
degerlendirilmistir. Sadece defekt olusturulan kontrol grubu i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 2
(0-2)], yalnizca ticari yapi iskelesi yerlestirilmis grup i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 2 (1-2)],
Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan
grup i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 2 (1-3)] ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait
postbiyotik igerikli ticari yap iskelesi uygulanan grup i¢in [Medyan (Min.- Maks.) = 2 (2-3)]
sonuclar1 elde edilmistir. Elde edilen bu degerler istatistiksel olarak karsilagtirildiginda ise
gruplar arasinda ¢ok yiiksek derecede anlamli bir fark bulundugu tespit edilmistir (p=0,001).
Elde edilen sonuglar, postbiyotik iceren yapi iskelelerinin kontrollere kars1 vaskiilarizasyon

olusumunda daha etkili oldugunu gostermistir.

3.2.2. Mikro Bilgisayarh Tomografi Bulgular

Otenazi islemi sonrasi uzaklastirilan kalvaryum &rnekleri Mikro BT ile incelenmis

olup elde edilen fotograflar Sekil 3.5-3.8”de sunulmustur.
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Superior

Sekil 3. 5. Sadece defekt olusturulan kontrol grubuna ait bilgisayarli tomografi gorintiileri
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Sekil 3. 6. Defekt olusturulan ve yalnizca ticari yapi iskelesi yerlestirilmis gruba ait bilgisayarl
tomografi goriintiileri
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Sekil 3. 7. Defekt olugturulan ve Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari
yap1 iskelesi uygulanan gruba ait bilgisayarli tomografi goriintiileri

47



Sekil 3. 8. Defekt olusturulan ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari
yap1 iskelesi uygulanan gruba ait bilgisayarli tomografi goriintiileri

Taramalarin her biri kemikler i¢in tek tek yapilmis olup alinan her fotograf dogrulama
amaciyla ii¢c kez cekilmis ve daha sonra tek fotograf haline getirerek olusan kirlilik elimine
edilmistir. Olusturulan defektlerdeki kemik mineral yogunlugu ve kemik mineral iceriginin
belirlenebilmesi i¢in yapilan 6lgiimlerde kalvaryumlarin kemik yapisina sahip kisimlarmin
tamamu taranarak taranan alan santimetre kare cinsinden belirlenmistir. Buna gore, sadece
defekt olusturulan kontrol grubunda [Arit. Ort. = Std. Hata= 2,75 £+ 0,05 ve Medyan (Min.-
Maks.) = 2,75 (2,28 - 3,05)], yalnizca ticari yap1 iskelesi yerlestirilmis grupta [Arit. Ort. £
Std. Hata = 2,86 + 0,05 ve Medyan (Min.- Maks.) = 2,87 (2,4 - 3,11)], Enterococcus faecium
EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grubunda [Arit. Ort. +
Std. Hata = 2,79 + 0,06 ve Medyan (Min.- Maks.) = 2,85 (2,49 - 3,24)] ve Enterococcus
lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan grupta [Arit.
Ort. + Std. Hata = 2,76 + 0,05 ve Medyan (Min.- Maks.) = 2,76 (2,48 - 3,14)] degerleri
Ol¢tilmistiir (Sekil 3.9). Elde edilen veriler neticesinde gruplar arasinda istatistiksel anlamda

herhangi bir anlamli fark gozlemlenmemistir (p=0,489). Bu sonug, hayvanlardan alinan
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kalvaryumlarin biiyiikliigliniin birbirine ¢ok yakin oldugunu ve olusturulan defektlerin

karsilastirilmasi igin gruplar arasinda homojen bir dagilim oldugunu gostermistir.
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Sekil 3. 9. Kemik mineral yogunlugu ve kemik mineral icerigi dl¢limleri i¢in gruplarda yer alan rat
kalvaryumlarinin taranan alan miktar1 (cm?) (Kontrol; sadece defekt olusturulan grup, CP; defekt olusturulan
ve postbiyotiksiz ticari yapi iskelesi uygulanan grup, CT; defekt olusturulan ve EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik
icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, DG; defekt olusturulan ve EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli
ticari yapi iskelesi uygulanan grup)

Kalvaryumlarin kemik mineral igerikleri Kkarsilastirildiginda; sadece defekt
olusturulan kontrol grubu igin [Arit. Ort. + Std. Hata= 0,36 + 0,02 ve Medyan (Min.- Maks.)
= 0,36 (0,25 - 0,51)], yalmizca ticari yap1 iskelesi yerlestirilmis grup i¢in [Arit. Ort. + Std.
Hata = 0,36 + 0,01 ve Medyan (Min.- Maks.) = 0,35 (0,25 - 0,44)], Enterococcus faecium
EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan grup i¢in [Arit. Ort. +
Std. Hata = 0,34 £+ 0,01 ve Medyan (Min.- Maks.) = 0,33 (0,25 - 0,44)] ve Enterococcus
lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup igin [Arit.
Ort. + Std. Hata = 0,35 + 0,01 ve Medyan (Min.- Maks.) = 0,34 (0,23 - 0,45)] degerleri elde
edilmistir (Sekil 3.10). Bu bilgiler incelendiginde ise veriler arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farka rastlanmamistir (p= 0,641).
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Sekil 3. 10. Rat kalvaryumlari toplam kemik mineral i¢eriklerinin karsilastirilmast

Kemik mineral yogunlugu g/cm? cinsinden hesaplanmistir. Buna gore, sadece defekt
olusturulan kontrol grubu degerleri [Arit. Ort. + Std. Hata= 0,13 £ 0 ve Medyan (Min.-
Maks.) = 0,13 (0,09 - 0,17)], yalnizca ticari yapr iskelesi yerlestirilmis grup degerleri [Arit.
Ort. + Std. Hata = 0,13 £ 0 ve Medyan (Min.- Maks.) = 0,13 (0,09 - 0,15)], Enterococcus
faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup degerleri
[Arit. Ort. £ Std. Hata = 0,12 + 0 ve Medyan (Min.- Maks.) = 0,12 (0,1 - 0,15)] ve
Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yapi1 iskelesi uygulanan
grup degerleri [Arit. Ort. = Std. Hata = 0,13 = 0 ve Medyan (Min.- Maks.) = 0,13 (0,09 -
0,15)] seklinde Oolgiilmistiir. Kemik mineral yogunlugu icin Olgiilen degerler
karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadig: tespit
edilmistir (p= 0,453). Elde edilen veriler kalvaryumlardaki kemik yogunlugu agisindan
degerlendirildiginde ise, postbiyotik iceren yapi iskelelerinin kontrol gruplarma kiyasla
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,001). Postbiyotikler
kendi arasinda karsilagtirildiginda ise, kedi mikrobiyotasi kaynakli postbiyotigin digerine
gore daha etkili sonuglar verdigi tespit edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3. 11. Rat kalvaryumlar1 toplam kemik mineral yogunluklarinin karsilastiriimasi

Sonuglar toplam kemik hacmi agisindan degerlendirildiginde, sadece defekt
olusturulan kontrol grubu i¢in [Arit. Ort. = Std. Hata= 6024,81 £+ 463,04 ve Medyan (Min.-
Maks.) = 6067,19 (1771,97 - 8733)], yalnizca ticari yap1 iskelesi yerlestirilmis grup icin
[Arit. Ort. + Std. Hata = 6328,26 + 433,23 ve Medyan (Min.- Maks.) = 6167 (1734,5 -
8563)], Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi
uygulanan grup i¢in [Arit. Ort. = Std. Hata = 6115,58 + 441,41 ve Medyan (Min.- Maks.) =
6390,82 (1984,5 - 8277,14)] ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli
ticari yapi iskelesi uygulanan grup icin [Arit. Ort. + Std. Hata = 6481,86 = 357,47 ve
Medyan (Min.- Maks.) = 6693,29 (3430 - 8694)] olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 3.12). Toplam
kemik hacmi i¢in Slgiilen degerler karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel acidan

anlamli bir fark olmadig tespit edilmistir (p=0,869).
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Sekil 3. 12. Rat kalvaryumlar1 toplam kemik hacmi miktarlarinin karsilagtiritlmasi

Deney baslangicinda her grupta yer alan tim hayvanlara 6 mm g¢apinda olusturulan
defektler, deney sonunda defekt olarak kalan alanin (kemik ve/veya kemik olusumu belirtisi
gostermeyen kisimlar) belirlenebilmesi amaciyla tekrar degerlendirilmistir. Buna gore;
sadece defekt olusturulan kontrol grubu i¢in [Arit. Ort. = Std. Hata= 258,87 + 34,06 ve
Medyan (Min.- Maks.) = 222,2 (71,53 - 567)], yalnizca ticari yapi iskelesi yerlestirilmis grup
icin [Arit. Ort. = Std. Hata = 470,92 + 52,91 ve Medyan (Min.- Maks.) = 406,1 (134,2 -
832,42)], Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi
uygulanan grup igin [Arit. Ort. + Std. Hata = 1239,01 + 149,84 ve Medyan (Min.- Maks.) =
1118,2 (301,36 - 2809,7)] ve D Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli
ticari yapi iskelesi uygulanan grup i¢in [Arit. Ort. + Std. Hata = 844,2 + 92,23 ve Medyan
(Min.- Maks.) = 835,87 (395,5 - 1575,5)] degerleri elde edilmistir (Sekil 3.13). Defektli alan
Olciimleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise gruplar arasinda anlamli bir fark
bulundugu tespit edilmistir. Bu degerler arasindaki anlamli farkin ¢ok yiiksek oranda olmasi,
gruplar arasinda defekt olusturulan alanlar igerisinde yer alan kemik ve/veya kemik benzeri
olusum miktarlarmin ciddi derecede farkli olduguna isaret etmistir. Postbiyotik iceren yapi
iskelelerinin kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiiksek oldugu

belirlenmistir (p< 0,001). Postbiyotikler kendi arasinda karsilastinldiginda ise, kedi
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mikrobiyotas1 kaynakli postbiyotigin digerine gore daha etkili sonuglar verdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 3. 13. Rat kalvaryumunda olusturulan defekt alanlarinin gruplar arasindaki karsilastirmasi

Toplam kemik hacminin defektli alana orami karsilastirildiginda ise sadece defekt
olusturulan kontrol grubu i¢in [Arit. Ort. = Std. Hata= 26,13 + 2,23 ve Medyan (Min.-
Maks.) = 25,89 (10,8 - 42,27)], yalmzca ticari yap1 iskelesi yerlestirilmis grup i¢in [Arit. Ort.
+ Std. Hata = 15,6 + 2,03 ve Medyan (Min.- Maks.) = 13,49 (6,77 - 39,53)], Enterococcus
faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup igin
[Arit. Ort. + Std. Hata = 5,73 + 0,59 ve Medyan (Min.- Maks.) = 5,43 (2,84 - 11,47)] ve
Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan
grup i¢in [Arit. Ort. = Std. Hata = 8,74 + 0,77 ve Medyan (Min.- Maks.) = 7,95 (4,52 -
13,45)] degerleri ol¢iilmiistiir (Sekil 3.14). Olgiilen bu degerler istatistiksel olarak
karsilagtirlldiginda ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulundugu tespit edilmistir
(p<0,001). Bu degerler arasindaki anlamli farkin ¢ok yiiksek oranda olmasi ve bu farkin
postbiyotik iceren gruplardan kontrol gruplarina dogru artan sekilde ilerlemesi, gruplar
arasindaki ana farklilik olan postbiyotiklerin kemik ve/veya kemik benzeri olusumlarin

meydana gelmesinde dnemli 6l¢iide rol oynadigina igaret etmistir.
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Sekil 3. 14. Toplam kemik hacminin defekt alanina oraninin gruplar arasindaki kargilagtirmasi

3.2.3. Planar Radyografi Bulgular:

Otenazi islemi sonrasi uzaklastirilan kalvaryum ornekleri planar radyografi ile
incelenmis olup elde dilen fotograflar Sekil 3.15-3.18’de sunulmustur. Kemik kopriileri ve
birlesme derecesi puanlama kilavuzu baz alinarak her grupta yer alan kalvaryumlarin planar
radyografi goriintiileri karsilagtirilarak skorlama yapilmis (Cizelge 3.2) ve istatistiksel olarak

incelenmistir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; postbiyotik kullanilmis olan gruplarin
sadece defekt olusturulan kontrol grubu ve yalnizca ticari yap1 iskelesi yerlestirilmis gruba
kiyasla ¢ok daha fazla kemik olusumuna neden oldugu gozlemlenmistir. Postbiyotik igeren
gruplar karsilagtirildiginda ise Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli
ticari yapi iskelesi uygulanan grubun Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik
icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan gruba kiyasla daha fazla 6rnekte kemik olusumu

sagladigi tespit edilmistir.
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Sekil 3. 15. Sadece defekt olusturulan kontrol grubuna ait planar radyografi goriintiisii (Oklar
muhtemel fibr6z doku ve/veya kemik olusumunu géstermektedir.)
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Sekil 3. 16. Defekt olusturulan ve yalnizca ticari yapi iskelesi yerlestirilmis gruba ait planar radyografi
goriintiisii (Oklar muhtemel fibréz doku ve/veya kemik olusumunu gostermektedir.)
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Sekil 3. 17. Defekt olusturulan ve Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik igerikli
ticari yap1 iskelesi uygulanan gruba ait planar radyografi goriintiisii (Oklar muhtemel fibroz doku
ve/veya kemik olusumunu gostermektedir.)
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Sekil 3. 18. Defekt olusturulan ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari
yapi iskelesi uygulanan gruba ait planar radyografi goriintiisii (Oklar muhtemel fibréz doku ve/veya
kemik olusumunu gostermektedir.)
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Cizelge 3. 2. Kemik kopriileri ve birlesme derecesi igin puanlama kilavuzuna gore planar radyografi
iizerinden numunelerin skor degerleri

DENEK KONTROL CP GRUBU CT GRUBU DG GRUBU
NUMARALARI GRUBU
1 2 0 2 2
2 1 1 3 3
3 2 3 2 2
4 3 0 2 3
5 2 1 1 3
6 1 2 3 2
7 0 2 1 2
8 1 2 3 3
9 1 1 3 3
10 2 1 3 3
11 1 1 3 3
12 4 2 3 2
13 2 2 1 0
14 1 0 0 2
15 3 1 2 2
16 4 - 1 1
ORTALAMA 1,87 1,26 2,06 2,25

(Kontrol; sadece defekt olusturulan grup, CP; defekt olusturulan ve postbiyotiksiz ticari yap iskelesi uygulanan
grup, CT; defekt olusturulan ve EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup, DG;
defekt olusturulan ve EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik igerikli ticari yap1 iskelesi uygulanan grup)

Elde edilen veriler dahilinde, sadece defekt olusturulan kontrol grubu igin [Arit. Ort.
+ Std. Hata =1,87 + 0,29 ve Medyan (Min.- Maks.) = 2 (0-4)], yalnizca ticari yap1 iskelesi
yerlestirilmis grup i¢in [Arit. Ort. = Std. Hata = 1,27 + 0,23 ve Medyan (Min.- Maks.) =1 (0-
3)], Enterococcus faecium EIR/CT-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yap1 iskelesi
uygulanan grup igin [Arit. Ort. + Std. Hata = 2,06 + 0,25 ve Medyan (Min.- Maks.) = 2 (0-
3)] ve Enterococcus lactis EIR/DG-1 susuna ait postbiyotik icerikli ticari yapi iskelesi
uygulanan grup igin [Arit. Ort. £ Std. Hata = 2,25 + 0,21 ve Medyan (Min.- Maks.) = 2 (0-
3)] degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.19). Bu sonuglar degerlendirildiginde ise, postbiyotik
icerikli ticari yapi iskelesi uygulanan gruplarin hem sadece defekt olusturulan kontrol
grubuna hem de yalnizca ticari yap1 iskelesi yerlestirilmis gruba kiyasla ¢ok daha yiiksek
degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmadig1 gézlemlenmistir (p=0,091).
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Sekil 3. 19. Kemik Kopriileri ve Birlesme Derecesi Puanlama Kilavuzu kullanilarak elde edilen

skorlarin gruplar arasindaki karsilastirmasi
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4. TARTISMA

Mikrobiyotanin iskelet sagligindaki roliine yonelik bilimsel c¢aligmalar hiz
kazanmistir (McCabe vd., 2015; Ohlsson ve Sjogren, 2015). Bu durumun temel nedeni,
mikrobiyotanin bagisiklik sisteminin bir¢ok yonii {izerindeki bilinen etkisi, bagisiklik
sisteminin kemigin yeniden sekillenmesindeki kritik 6nemi ve bu iki varlik arasinda haberci
bir eksen olarak gorev yapan gastrointestinal mikrobiyotadan kaynaklanmaktadir
(Manolagas, 2010; Pacifici, 2008). Farkli patolojik kemik durumlarinda, kemik kaybinin
birincil nedeni artan osteoklastik kemik rezorpsiyonuna aracilik eden immiin sinyallemenin
artmasi ve buna bagl olarak kemik kaybinin ortaya c¢ikmasidir (Karieb ve Fox, 2013;
Salamanna vd. 2015). Bu baglamda, bagisiklik sistemi ile kemik sagligi arasindaki
etkilesimlerin odak noktasi olan bagigiklik diizenlemesi énem kazanmaktadir (D’ Amelio ve

Sassi, 2016; Nakashima ve Takayanagi, 2009).

Bagirsak mikrobiyotasinin kemik sagligi tizerindeki etkisi, gastrointestinal sistem
mikrobiyotasinin farelerde kemik kiitlesini diizenleme potansiyeline dair yapilan kesiflerin
ardindan 6nem kazanmustir (Quach ve Britton, 2017). Germ-free farelerin geleneksel olarak
yetistirilmis hayvanlara kiyasla artmig kemik mineral yogunluguna, %39 daha fazla femoral
metafizer trabekiiler kemik hacmi fraksiyonuna, azalmis osteoklast yilizeyine ve artmis
mineralize yiizeye sahip oldugu belirtilmistir (Sjogren vd., 2012). Bu bulguyu kismen
dogrulayan bir ¢aligmada ise, disi germ-free C57BI/6J farelerinin, trabekiiler kemik hacmi
fraksiyonunda onemli bir degisiklik olmamasina ragmen, yirmi haftalikken konvansiyonel
olarak biiyiitiilmiis farelere gore daha yiiksek femoral kortikal hacmine ve kortikal kalinliga
sahip oldugu bildirilmistir. Ostrojen eksikligi modelinde, germ free disi C57BL/6 farelerinin,
Ostrojen iiretimini baskilamak i¢in siirekli kullanilan leuprolid tedavisinin ardindan kemik
kaybindan kurtuldugu rapor edilmistir. Ancak konvansiyonel olarak yetistirilen farelerde ise

leuprolid tedavisinin ardindan kemik kayb1 oldugu gosterilmistir (Li vd., 2016).

Mikrobiyota {izerine yapilan derinlemesine arastirmalar nedeniyle probiyotikler,
sagligi koruyucu oOzellikleri nedeniyle son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Probiyotiklerin potansiyel etkileri, immiinomodiilasyon, antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi,
dogrudan kombinasyon veya patojenlerin rekabetci inhibisyonunun yam sira elektrolit

emiliminin ve bagirsak hareketliliginin diizenlenmesini igeren ¢oklu mekanizmalar yoluyla
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gergeklesmektedir  (Pique vd., 2019). Kemik sagligina yonelik probiyotiklerle
gerceklestirilen ilk caligmalar, bakterilerin farkli hayvan hastalik modellerinde kemik kaybi
semptomlarini iyilestirebildigini gostermistir. Probiyotiklerin kemik sagligi iizerindeki
etkisini gosteren bir diger ¢aligmada, Lactococcus lactis’in oral yoldan uygulanmasinin,
yaslanmayla iliskili kemik kaybini baskilayabildigi rapor edilmistir (Kimoto-Nira vd., 2007).
Lactobacillus rhamnosus GG susu, leuprolid kullanimindan kaynaklanan 6strojen eksikligi
sirasinda kemik kaybini baskilayabilmistir (Williams vd., 1996). Mikrobiyotada kolonize
olan faydal1 bakterilerin besin kaynagi olarak gdsterilen prebiyotikler ise, kemik i¢in yararl
olan bagirsak mikrobiyota iiyelerini uyararak islev gorebilmektedir. Literatiir calismalari,
sindirilmeyen oligosakkaritlerin uygulanmasinin ardindan kalsiyum emiliminde bir artis
oldugunu gostermistir. Yumurtaliklar: alinmig Sprague Dawley sicanlari iizerinde yapilan bir
arastirmada, iniilin ve fruktooligosakkaritlerin aliminin, kalsiyum emiliminde ve kemik
yogunlugunda artisa neden oldugu goézlemlenmistir. Ayrica, yeterli Ostrojen seviyelerine
sahip olan Sprague Dawley sicanlarinin galaktooligosakkaritlerle beslenmesinin, kemik
yogunlugunun yani sira kalsiyum ve magnezyum emilimini de belirgin bir sekilde artirdigi
bulunmustur. Bu deneyde ilging bir sekilde, bifidobakteri bollugunda da bir artis tespit
edilmistir (Weaver vd., 2011; Zafar vd., 2004).

Probiyotiklerin kemik sagligi agisindan kullanimlari her ne kadar umut vadetse de
kalite dalgalanmalari, kisa raf omrii, heterojen etkileri ve saklama kosullarindaki
stabilizasyon temel sorunlar probiyotik uygulamalarini sinirlamaktadir (Salminen vd., 2021).
Bu sorunlar1 ¢ozmek amaciyla, 6zellikleri daha giivenli ve daha stabil olan, saklanmasi daha
kolay ve antimikrobiyal direng riski daha az olan postbiyotiklerin kullanimi dikkat ¢eken bir
arastirma ve uygulama alani haline gelmistir. Glinimiizde postbiyotiklerin kullanimi, sadece
fermente gida endiistrisinde degil, ayn1 zamanda saglik alaninda da 6zellikle gastrointestinal
hastaliklar basta olmak iizere bir¢ok hastalik i¢cin umut verici bir tedavi stratejisi olarak
degerlendirilmeye baslamistir. Farkli postbiyotiklerin in vitro, ex vivo ve in vivo
etkinliklerinin degerlendirildigi ¢esitli calismalar literatiirde bulunmaktadir (Hijova vd.,
2024; Zhao vd., 2024). Ancak, kemik doku rejenerasyonunda kullanimina yonelik sinirlt
literatiir bilgisi bulunmaktadir (Han vd., 2024). Ornegin, menapoz sonrasi gelisen
osteoporosis icin gilincel tedavi protokollerinin sebep oldugu siddetli yan etkilere karsi
alternatif bir tedavi yoOntemi olarak disiiniilen postbiyotiklerin degerlendirildigi bir
arastirmada, ovariektomi olan si¢anlarda postbiyotiklerin femur bdlgesinde 6nemli derecede
iyilesme sagladigi rapor edilmistir. Lactobacillus casei ve Bacillus coagulans lizat1 ve

slipernatantinin yan1 sira Bifidobacterium longum ve Lactobacillus acidophilus lizatinin
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kemik mineral yogunlugunu Onemli Olc¢lide arttirdigi tespit edilmistir. Bu bulgular,
postbiyotiklerin ~ osteoporoz  tedavisinde  potansiyel bir rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir (Montazeri-Najafabady vd., 2021). Bu c¢alismalar 1s18inda, tez
caligmasinda kolajen iizerine uygulanacak ajan se¢imi tercihinde postbiyotik kullanimi &ne
cikmistir. Bu sayede kullanilan postbiyotigin kemik rejenerasyonunu hizlandirabilecegi

diistiniilmiistiir.

Veteriner hekimlikte kemik rejenerasyonu icin kemik greftleri (yapr iskeleleri)
siklikla kullanilmaktadir. Kemik defektlerini tedavi etmek icin “mitkemmel iskele”, dogal
kemigin ozelliklerini taklit eden, yapisinda ideal olarak yasayan ve bdliinen progenitor
hiicreleri iceren biyomalzemeleri igermektedir. Bdyle bir ortam, yalnizca kemik dokusunun
biiylimesini ve farklilasmasini degil, ayn1 zamanda onun vaskiilarizasyonunu ve hatta dogal
kemikte bulunan ¢ok sayida sinyal molekiiliiniin, biiyiime faktoriiniin ve metabolitin varligini
gerektiren innervasyonunu da destekleyecektir. Boyle bir sistemin karmasikligi, miikemmel
iskelenin imalatinda ve stabilitesinin ve yasayabilirliginin saglanmasinda sorunlara neden
olmaktadir (Szwed-Georgiou vd., 2023). Dolayisiyla, bu tez calismasinda da uygulandigi
gibi ¢ogunlugu kolajen temelli olan greftlerin gesitli biyoaktif ajanlarla islevsellestirilmesi,
malzeme iiretim yaklasimlarindaki teknolojik bosluklarin asilmasi adina 6nemli kabul

edilmektedir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, kedi mikrobiyotasi kaynakli Enterococcus faecium
EIR/CT-1 ve kopek mikrobiyotast kaynakli Enterococcus lactis EIR/DG-1 suslarina ait
postbiyotiklerin veteriner hekimlikte karsilasan kemik dejenerasyonuna yonelik potansiyel
etkileri ticari bir yap1 iskelesine entegrasyonlari neticesinde in vivo kosullar altinda
degerlendirilmistir. /n vivo ¢aligmalardan &nce postbiyotiklerin yapi iskelesine entegre
edilecek dozu hiicre kiiltiirii calismalar1 neticesinde belirlenmistir. Bu amagla, fare
preosteoblast hiicreleri kullanilmis ve toksisite gostermeyen en yiiksek doz ilerleyen
caligmalara dahil edilmistir. Benzer sekilde, Chen vd. (2020) Lactobacillus acidophilus ve
Lactobacillus rhamnosus suslarina ait postbiyotiklerin osteoblast MC3T3-E1 hiicreleri
iizerinde toksik etki gostermedigini bazi dozlarin ise proliferasyonu arttirdigini rapor

etmislerdir.

In vivo calisma kapsaminda rat kalvaryumu kritik boyutlu defekt modeli
kullanilmigtir.  Literatiirde de benzer modelin  kullanildigi  calismalara  siklikla

rastlamlmaktadir (Chimedtseren vd., 2023). /n vivo deneyler igin, ratlarin bilinglerinin kapali
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oldugundan emin olunduktan sonra, rat kalvaryumu bolgesinde kafa derisi uzaklastirilmig ve
kafatasinin tam ortasinda, rat kalvaryumunun fabrikasyon yapi iskelelerin ¢ap1 (6 mm) kadar
bir alan ¢ikarilmistir. Kemik ve kalvaryum hasarinin oldugu bdlgeye implante edilen
postbiyotikli ve postbiyotiksiz yapi iskelelerin etkinligi 45 giin sonra degerlendirilmistir.
Elde edilen veriler degerlendirildiginde, postbiyotik uygulanan gruplarda yeni kemik
olusumunun yani sira ¢ok ciddi miktarlarda fibr6z doku olusumu bulundugu tespit edilmistir.
Yaralanan dokularin iyilesme siireci goz oniine alindiginda boélgede fibréz doku olusumunun
hasar gormiis olan doku ve/veya hiicrenin remodelizasyonu tamamlanmadan bdlgedeki
hasar1 minimalize etmek amaciyla hizlica travma boélgesinde meydana geldigi bilinmektedir.
Ayrica travma sonrasi mast hiicrelerinin defekt bdlgesindeki yangiy tetikledigini ve kemik
onarimina katki sagladigini diistindiirmektedir. Degerlendirme kriterlerinden biri olan
yangida gruplar arasinda meydana gelen yiiksek fark ise, postbiyotik i¢eren yapi iskelelerinin
bulundugu gruplardaki yangi hiicresi miktarinin oldukc¢a fazla oldugunu gdstermektedir. Bu
durum iyilesmenin daha hizli gerceklesebilmesi icin gerekli materyallerin bolgeye gogiinii
mutlak suretle hizlandirmaktadir. Buna bagli olarak fibr6z doku olusumu basta olmak iizere
yeni kemik olusumu da hiz kazanmaktadir. Bir diger degerlendirme kriteri olan
vaskiilarizasyonda ise meydana gelen yiiksek fark, gruplarin minimum ve maksimum
medyan miktarlarinda da goriildiigli iizere, postbiyotik igeren yapi iskelelerin bulundugu
gruplarda vaskiilarizasyonun ¢ok yiiksek miktarda bulundugunu géstermistir. Bu durum da
bolgenin iyilesmesi agisindan kontrol gruplarina kiyasla olduk¢a hiz kazanilabilecegine
isaret etmistir. Ancak, tam iyilesmenin saglanabilmesi i¢in daha fazla takip siiresine ihtiyag

duyulduguna karar verilmistir.

An vd. (2017) tarafindan gergeklestirilen bir c¢alisgmada; kemik grefti (BG)
malzemesi igeren veya icermeyen dehidrotermal (DHT) c¢apraz bagl kollajen membranin
kemik rejenerasyon etkinligi kritik boyutlu rat modelinde degerlendirilmistir. Dort gruba
randomize edilen 40 ratin kalvaryumunda 8 mm c¢apinda defekt olusturulmustur.
Degerlendirmeler ameliyattan 2 ve 8 hafta sonra mikro BT, histolojik ve histomorfometrik
analizler kullanilarak gergeklestirilmistir. Mikro-BT analizi neticesinde, BG ve DHT+BG
gruplariin yeni kemik hacminde ameliyattan 2 hafta sonra anlaml bir fark: temsil eden artig
tespit edilmistir. Ameliyattan 8 hafta sonra yeni kemik hacmi dort grupta da artmistir. Ancak
BG ve DHT+BG gruplarinda daha fazla kemik hacmi gozlenmistir. Elde edilen veriler,
mevcut kemik greftinin modifiye edilmis formu olan DHT membranimin yeterli doku
entegrasyonuna sahip gilivenli bir biyomateryal oldugunu ve yeni kemik olusumu tizerinde

olumlu etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Benzer sekilde, hidrolik presle yiiksek oranda
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preslenmis nano-hidroksiapatit/kollajen (P-nHAP/COL) greftlerinin preslenmis kollajene
kars1 daha iistiin ozellikler sergiledigi, 10 haftalik Wistar ratlarin kranial kemiklerinde
olusturulan kritik boyutlu kemik defektinin 8 hafta boyunca takibi neticesinde belirlenmistir
(Hatakeyama vd., 2022). Bu caligmalar, mevcut ticari greftlerin gerek tiretim gerekse igerik
acisindan modifiye edilmesinin potansiyel etkilerine olumlu yonde katki saglanabilecegine
vurgu yapmstir. Gergeklestirilen tez calismasinda ise, mevcut ticari kolajen temelli
greftlerin kemik rejenerasyonu iizerindeki etkinligi postbiyotik kullanilarak gelistirilmistir.
Postbiyotiklerin belirlenen hedefe yonelik kullanimini iceren benzer bir calismaya ise

literatiirde rastlanmamustir.

Tez calismasinda kullanilan modele benzer sekilde, Chimedtseren vd. (2023) orta
capraz bagl rekombinant kollajen peptidin (mRCP) kemik olusturma potansiyelini kemik
kusurlu hayvan modellerinde incelemislerdir. Arastirmacilar daha once gerceklestirdikleri
calismalar kapsaminda sigan kritik boyutlu kalvaryum defekt modelinde 4 haftalik
implantasyondan sonra mRCP’nin kemik olusturma potansiyelini incelemisler (Akiyama vd.,
2021; Yamahara vd., 2022) ve 4 haftalik gézlem siiresinin yetersiz olduguna karar verip
calismayr 12 haftalik uzun bir gozlem siiresiyle tekrar etmislerdir. Benzer sekilde, kemik
greftleriyle alveolar yarik onarimi hedefleyen klinik aragtirmalar da ortodontik hareketin
yeterli kemik yogunluguna ulasildiginda ve kemik greft rezorpsiyonu tamamlanmadiginda
greftlemeden 12 hafta sonra bagladigini rapor etmektedir (Xiao vd., 2016). Benzer sekilde,
insan alveoler yarik onariminda, greft cerrahisinden 12 hafta sonra kemik yapisi ve alveolar
yiikseklik stabil hale geldigi belirlenmis olup 12 haftalik tedavi 6nerilmektedir (Zhang vd.,
2015). Bu c¢alismada, Kontrol grubu olarak karbonat apatit bazli bir bilesime sahip olan
Cytrans (CA) graniillerini kullanmigladir. Negatif kontrol icin kusurlar tedavi edilmeden
birakilmigtir. Defektteki kemik hacmi, toplam kemik hacmi ve kemik mineral yogunlugu,
implantasyondan sonraki 0, 4, 8 ve 12. haftalarda mikro CT kullanilarak degerlendirilmistir.
H&E ile boyanmis kesitlerin histomorfometrik analizleri neticesinde ise tiim defekt
bolgesindeki yeni olusan kemik miktari, toplam yeni olusan kemik ve ayrica yeni olusan
kemigin miktar1 analiz edilmistir. Elde edilen bulgular neticesinde, mRCP grubunda kemik
hacminin zamanla arttig1 ve ameliyattan sonraki 8. ve 12. haftalarda 4. haftaya gére anlamli
derecede daha fazla kemik olusumu gozlemlendigi rapor edilmistir. 12 hafta sonra mRCP
grubunun BMD’si aym1 zaman noktasinda dogal kalvaryum kemigine benzer seviyelere
ulagsmistir. H&E ile boyanmis boliimler, CA ve kontrol gruplarina kiyasla mRCP grubunda
implantasyondan 12 hafta sonra daha fazla miktarda yeni olusan kemigi ortaya ¢ikarmistir.

Elde edilen veriler, kemik rejenerasyonu i¢in 12 haftalik takibin uygunlugunu onermistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Mikrobiyota kaynakli postbiyotiklerin kemik dokusu ile olan karmasik ve dinamik
etkilesiminin aydinlatilmasi, kas-iskelet sistemi sagligi ve hastaliklar1 konusundaki
anlayisimizi ilerletmek icin hizla gelisen bir alani temsil etmektedir. Giinlimiize kadar elde
edilen bilimsel kanitlar, postbiyotiklerin mineral alimmi kolaylastirma, kemik
mineralizasyonunu destekleme, K vitamini {iretimi, osteojenik farklilasma, kondrogenez,
kemik olusumu ve emilimi gibi bircok 6nemli rollere sahip oldugunu ve bu potansiyel
etkilerini cesitli sinyal yolaklarimi aktive ederek ya da baskilayarak gosterdiklerini rapor
etmektedir. Ancak, ileriye doniik olarak, kemik iizerindeki etkilerinin altinda yatan
mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir. Bu siireglerde yer alan spesifik
sinyal yolaklariin ve molekiiler etkilesimlerin agikliga kavusturulmasi, c¢esitli kemik
hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni terapdtik hedefleri ortaya cikarabilecektir.
Bununla birlikte, mikrobiyal metabolitlerin geleneksel tedaviler veya diyet miidahaleleri ile
potansiyel sinerjistik etkilerinin arastirilmasi, kas-iskelet sagliginin gelistirilmesi i¢in daha

etkili stratejilere yol agabilecektir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi, veteriner hekimlikte 6nemli bir sorun olan kemik
rejenerasyonu icin kedi kopek mikrobiyotasi kaynakli postbiyotiklerin kullanim potansiyelini
belirlemeyi hedeflemistir. Postbiyotik lireticisi olarak sec¢ilen suslar yerel izolatlar olup daha
onceki calismalar neticesinde probiyotik ozellikleri kamtlanmis bakterilerdir. Ik kez bu
calisma kapsaminda kemik rejenerasyonuna yonelik etkileri degerlendirilmistir. Postbiyotik
etkinligin konaga 0Ozgii spesifik sinyal yolaklarini indiikleyebilme potansiyeli dikkate
alindiginda ise kedi ve kopek orijinli postbiyotiklerin kullanilmasi veteriner hekimlikteki
uygulanabilirligi agisindan 6nem arz etmektedir. Dolayisiyla, hedefe yonelik tedavi igin kedi
kopek orijinli postbiyotiklerin kullanildigr ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nemli olan tez
calismasi, ticari bir yap1 iskelesine entegrasyon ve rat kalvaryumunda olusturulan defekte
kars1 yeni bir {iriin formiilasyonu tasarlamak adina da 6zgiinliik igermektedir. Ancak, hedefe
yonelik doz segimi i¢in sadece preosteoblast hiicreleri tizerinde gergeklestirilen analizlerden
elde edilen veriler dikkate alinmustir. /n vivo galismalarin maliyeti ve zorlugu agisindan tek
dozun calismalara dahil edilmesi uygun bulunmustur. /n vivo ¢alismada defektin bulundugu
alanda sadece kemik hiicreleri degil aymi zamanda diger dokulara ait hiicrelerin de
bulundugu dikkate alindiginda ise, postbiyotik uygulamasinin farkli konsantrasyonlarinin
denenmesi sonuglarin daha farkli eldesine imkén verebilecektir. Bu sebeple, ilerde

gergeklestirilecek calismalarda farkli postbiyotik konsantrasyonlarini igeren membranlarin
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kullanimi, ¢evre dokulara kars1 reaksiyon pay1 olarak degerlendirilip kemik ¢alismalari i¢in

daha efektif sonuglarin eldesi i¢in 6nerilmektedir.

Tez caligmasi kapsaminda, tekir irki kedinin fekal mikrobiyotasindan izole edilen
Enterococcus faecium EIR/CT-1 ve kangal irki kopek siit mikrobiyotasindan izole edilen
Enterococcus lactis EIR/DG-1 suslarina ait postbiyotikler elde edilmis, in vitro hiicre kiiltiirii
caligmalar1 neticesinde fare preosteoblast hiicreleri ilizerinde toksik etki sergilemedigi
gozlemlenen 1.000 pg/ml dozlar ticari olarak temin edilen yapi iskelesine emdirme yoluyla
entegre edilmistir. Kemik rejenerasyon potansiyellerini belirlemek amaciyla rat
kalvaryumunda defekt modeli olusturulmustur. Uygulamalar1 takiben, postbiyotik igeren
yapt iskelelerinin etkinligi postbiyotik icermeyen yapi iskelelerine ve kontrol grubuna karsi
etkinligi planar radyografi, bilgisayarli tomografi ve histopatolojik incelemeler agisindan
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler neticesinde, tam bir kemik olusumu saglanmamais olsa
da postbiyotiklerin travma bolgesinde meydana getirilen hasarin onarilmasinda énemli bir
rol oynadigi ve iyilesme siirecini hizlandirdig1 tespit edilmistir. Ozellikle, fibroz doku
miktarmin ciddi oranda hizlanmasi ve artmasi, yangi ve vaskiilarizasyon miktariin
postbiyotik igeren gruplarda yiiksek derecede anlamli fark yaratmasi yeterli siire bekleme
saglandig1 takdirde kemik olusum siirecini de hizlandirabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
kapsamda daha net sonuglar elde edilebilmesi igin ¢aligmalarin ilerletilerek detaylandirilmasi
ve daha spesifik sonuglar saglayabilecek parametrelerin kullanilmasi onerilmektedir. Bu
siireclerde yer alan spesifik sinyal yolaklarinin ve molekiiler etkilesimlerin agikliga
kavusturulmasi, kemik hasarinin énlenmesi ve tedavisi igin yeni terapotik hedefleri ortaya
cikarabilecektir. Dolayisiyla, postbiyotiklerin canli organizmalar {izerindeki etkisine dair
anlayisimiz biiyiimeye devam ettikge, bunlarin klinik ve beslenme ortamlarinin yani sira

veteriner hayvanciliktaki uygulamalarinin da genislemesi hedeflenmektedir.

Sonug olarak elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde, hayvanlarda
travma, neoplazi, kronik enfeksiyon ve benzeri nedenlerle meydana gelen kemik
dejenerasyonunun iyilestirilmesi ve ortaya ¢ikan maddi kaybin kemik sagaltim yontemleri
kullanilarak daha hizli ve efektif sekilde tolere edebilmesi amaciyla, postbiyotiklerin mevcut
yap1 iskeleleri i¢in Onemli bir biyoaktif materyal kaynagi olabilecegi diisliniilmektedir.
Ancak, postbiyotiklerdeki belirsiz bilesenlerin tanimlanmasi icin ileri teknolojilerin
kullanilmasi da iiriin kalitesinin saglanmas agisindan kritik 6neme sahiptir. Bununla birlikte,

bu postbiyotik bilesenlerin saflastirilmasi ve etken temel molekiiliin tespiti, daha yiiksek
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masraflara yol acabilecegi goz Oniine alindiginda, etkinlik ve ekonomik fizibilite arasindaki

optimal dengenin bulunmasi agisindan ayrica degerlendirilmelidir.
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