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REKOMBINANT INSAN KEMIK MORFOGENETIK PROTEINI - 2'NIN INVIVO ETKINLIGININ
ARASTIRILMASI

Cansu ALPASLAN*

OzET

Rekombinant teknikle dretilen insan kemik
morfogenetik proteini-2 (rhBMP-2) aktif bir kemik
indukleyici molekll olmakla birlikte, klinik uygu-
lamalarda kullanilabilmesi icin uygun bir tasiyici-
yI gerektirmektedir. Bu calismada polilaktik asit
poliglikolik asit kopolimeri ve kan pihtisi tasi-
yicl olarak kullanilarak rhBMP-2'nin invivo etkin-
ligi imminohistokimyasal olarak arastiriimistir.
Materyalin deri aitina implantasyonunu takiben
deney grubunda birinci haftada kikirdak ve ke-
mik formasyonu, Ucuncu haftada kemik iligi for-
masyonu goézlenirken, kontrol grubunda altinci
haftada bile kemik veya kikirdak formasyonu
goOzlenmemistir. Polilaktik asit poliglikolik asit
kopolimeri deney ve kontrol gruplarinda altinci
haftada rezorbe olmus, istenmeyen herhangi bir
reaksiyona sebep olmamis, bdylece rhBMP-2
icin uygun bir tasiyici olarak kullanilabilecegini
kanitlamigtir.

Anahtar Kelimeler : Kemik
Proteini, tasiyici.

Morfogenetik

GIRIS

Demineralize kemik parcaciklarinin ektopik
bir bélgeye implante edildiginde, embriyolojik
kemik olusumu veya Kirik iyilesmesindekine
benzer bir sekilde kemik olusumunu indikledigi
ilk kez Urist (1) tarafindan deneysel olarak go6s-
terilmistir. Demineralize kemikte, kemik olu-
sumundan sorumlu tutulan aktif faktorin protein
yapisinda oldugu belirlenmis ve kemik morfo-
genetik proteini (Bone Morphogenetic Protein -
BMP) olarak adlandiriimistir. Kemik tamir ola-
yinda ve hatta kemigin normal yapisinin korun-
masinda 6nemli rolleri oldugu dusunilen BMP'-
lerden buglne kadar 7 adedinin molekller ya-

SUMMARY

In Vivo Efficacy of Recombinant Human Bone
Mcrphogenetic Protein-2

Recombinant human bone morphogenetic
protein-2 that is an active bone inductive
molecule, requires a delivery system for clinical
applications. In vivo efficacy of rhBMP-2 was
studied immunohistochemically, using polylactic
acid polyglycolic acid copolymer as a delivery
system. Following subcutaneous implantation,
cartilage and bone formation was observed by 1
week and bone marrow by 3 weeks in the
experimental group; whereas control group did
not reveal such findings even at 6 weeks.
Polylactic acid polyglycolic acid copolymer
resorbed by 6 weeks both in the experimental
and control groups; and proved to be a suitable
delivery system for rhBMP-2 without causing
unfavorable reactions.
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pisi belirlenerek BMP-1'den BMP-7'ye kadar ad-
landiriimistir (2 - 5). Sigir kemiginde kemik in-
diksiyonundan sorumlu aktif proteinler izole
edilip, aminoasit dizilimlerinden vyararlanarak
molekiler vyapilari belirlenmis ve genetik mi-
hendisligi yardimiyla satastirilarak uretilebilin-
mistir. BMP-1 disinda diger 6 BMP'nin amino-
asit dizillimi benzer olup Transforming Bulylime
Faktoru - beta (TGF - beta) grubu ile de cok ya-
kin benzerlik goéstermektedir (4, 5).

* G.U. Dighekimligi Fakiiltesi, A§iz, Dis, Cene Hasta-
liklari ve Cerrahisi Anabilim Dali, Ogretim Uyesi.
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Oral ve maksillofasiyal cerrahi konseptle-
rini dedistirebilecek son gelismelerden birisi
BMP'lerin klinik kullanimda yer almasi olmus-
tur (6). Ancak BMP'nin elde edilebilmesi icin
cek fazla miktarda kemigdi gerektirmesi yaygin
kullanimini olanaksiz kilmaktadir (2). En yeni
gelismelerden birisi olan ve BMP'lerin rekom-
binant teknik yardimiyla Uretilebilmesine olanak
saglayan yontemlerin gelistirilmesi uygun kemik
bulma zorunlulugunu ortadan kaldirmaktadir (7).
Bu teknikle rekombinant insan BMP mRNAsi bir
tip insan osteosarkom hiicresinden (U20S) el-
de edildikten sonra DNA yapisi belirlenmekte
ve insana ait bu DNA dizilimi Chinese Hamster
Ovary (CHO) hicrelerine kopyalanarak ilretile-
bilinmektedir (5). Ancak klinik vakalarda kulla-
nimindan 6nce rekombinant insan morfogenetik
proteini-2 (recombinant human bone morphoge-
netic protein-2, rhBMP-2)'nin uygun bir tasiyici
kullanilarak kemik olusumundaki etkinliginin hay-
van calismalari ile goOsterilmesi gereklidir. Bu
calisma polilaktik asit poliglikolik asit kopolimeri
ve kan pihtisi tasiyici olarak  kullanildiginda
rhBMP-2'nin etki mekanizmasinin ve tasiyicisi-
nin etkinliginin in vivo ortamda immunohisto-
kimyasal olarak incelenmesi amaciyla yapiimis-
tir.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada 32 adet 5 haftalik beyaz Long
Evans rati kullanildi. Deney hayvanlarinin go-
gus bolgesine orta hattan deri insizyonu yapi-
larak kint diseksiyonla alttaki kas doku ile deri
arasinda materyalin yerlestiriimesine uygun
bosluk olusturuldu. 20 pg rhBMP-2, 200 upl kan
pihtisi ve sentetik bir tasiyici yardimiyla gogus
bbélgesinde deri altina bilateral olarak yerlegti-
rildi. Sentetik tasiyici olarak 250 um capinda ve
polilaktik asit - poliglikolik asit kopolimeri yapi-
sinda pordéz mikro kureler kullanildi. Kontrol
hayvanlarinda ise deri altina sadece kan pihtisi
ve sentetik tasiyici yerlestirildi. insizyonlar pri-
mer olarak kapatilarak deri Gzerinde implant ma-
teryalinin yerlestirildigi boélge kugiuk metal kiup-
ler ile isaretlendi.

implant materyalinin yerlestirilmesini taki-
ben 1, 3. 5 ve 6. haftalarda deney ve kontrol
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gruplart icin 4'er hayvan tartilarak eter ve 10
mg/100 gr ketamin ile anestezi altina alindi.
Diaframa paralel olarak yapilan deri ve kas in-
sizyonu ile intraperitonel  bosluga ulasildi ve
buradan da gdgus kafesine girilerek kalbin sol
ventrikulinden sokulan plastik bir kanual yardi-
miyla hayvanlara fiksatif soliisyon verildi. immii-
nohistokimyasal inceleme amaciyla hayvanlar
250 cc 1/4 Karnovski solisyonu ile fikse edildi.
Fiksasyonu takiben deri diseke edilerek implan-
te edilen materyaller alttaki kas doku ve kabur-
galar ile birlikte blok olarak cikartildi. Postope-
ratif fiksasyon amaciyla elde edilen spesimenler
1 saat 1/4 Karnovski solisyonunda bekletildi,
daha sonra kakodilat bafir iceren siselere alin-
di. Spesimenler % 4.13'lik etilen diamin tetra-
setik asit (EDTA) da (pH 7.3) 4°C'de 10-21
gun sureyle dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyonu
takiben spesimenler kiicuk parcalara kesilerek
degisen derecelerde etanol ile (% 70, % 80,
% 90, % 95, % 100) ikiser kez 10'ar dakika si-
reyle dehidre edildi. Spesimenler immuinohisto-
kimyasal degerlendirme icin dehidrasyonu taki-
ben Technovit 8100 rezine (Heraeus Kulzer
GmbH. Philipp-Reis-Strasse 8. D-6393 Wehrheim
/TS) gomiildi. Porter-Blum MT-1 mikrotomu kul-
lanilarak cam bicak yardimiyla 2 p'luk kesitler
alindi. Alinan kesitler tartarik asite direncli asit
fosfataz aktivitesinin (TRAP) tayini icin Azo bo-
yasi ve ardindan metilen mavisi ile boyanarak
IStk mikroskobunda incelendi.

SONUGCLAR

rhBMP-2'nin kan pihtisi ve sentetik tasiyici
yardimiyla deri altina implante edildigi deney
grubunda birinci haftada sinirli bir bdlgede lo-
kalize kikirdak formasyonu ve sentetik tasiyici-
nin periferinde kemik formasyonu goézlendi
(Resim 1, 2). Uglincii haftada kemik formasyo-
nunun poréz mikro kirelerin arasindaki bosluk-
larda ve iclerinde de yer aldigi gozlendi (Resim
3). Yeni olusan kemik ylzeyinde osteoblastlar
ve TRAP boyas! ile pozitif olarak boyanan oste-
oklastlar kemikte aktif bir yeniden sekillenme
olduguna isaret etmekteydi. Uciinci haftada
implantin ic kisimlarinda kemik iligi formasyonu
oldugu ve hematopoetik hicrelerin yer aldigi
goOzlendi (Resim 4). Besinci haftada kemik ve
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Resim 1. rhBMP-2'nin subkutan olarak implante edildigi Resim 4. Deney grubunda 3. haftada kemik iligi formas-
deney grubunda birinci haftada sinirli bir bél- yonu ve hematopoetik hiicreler gériilmektedir.
gede izlenen kikirdak formasyonu (Azo boyasi (Azo boyasi ve metilen mavi x40).

ve metilen mavi x 20).

kemik iligi formasyonu ayni bicimde devam et-
mekte olup tasiyicinin biyuk bir kisminin rezorbe
oldugu dikkati cekti. Altinci haftada ise tasiyi-
cinin tamamen rezorbe oldugu saptandi (Re-
sim 5).

Deney grubu ile kiyaslandiginda kontrol
grubunda hi¢ bir dénemde kemik ve kikirdak
olusumu gozlenmedi (Resim 6). Sadece sentetik
tasiyici ve kan pihtisinin implante edildigi kont-
rol grubunda iltihabi reaksiyon veya yabanci ci-
sim reaksiyonu go6zlenmedi. Tasiyici deney gru-
bundaki ile benzer olarak altinci haftada rezorbe

Resim 2. Deney grubunda 1. haftada tasiyicinin perile- oldu.
rinde kemik formasyonu gorilmektedir.  (Azo
boyas! ve metilen mavi x 20).

Resim 5. Deney ¢rubunda 6. haftaca kemik ve kemik iligi
formasyonunun yanissra  tasiyicinin  tamamen
rezorbe oldugu izlenmektedir (Azo boyasi ve
metilen mavi x 10).

Resim 3. Deney grubunda 3. haftada por6z mikro kiireler
arasinda kemik formasyonu gorilmektedir. (Azo
boyasi ve metilen mavi x 20).



insan Kemik Morfogenetik Proteini-2'nin invivo Etkinligi

Resim 6. Kontrol grubunda 4. haftada bile kikirdak veya
kemik olusumu gézlenmemektedir. (Azo boyasi
ve metilen mavi x 20).

TARTISMA

Bu calismada deri altina polilaktik asit polig-
likolik asit kopolimeri ve kan pihtisi ile birlikte
implante edilen rhBMP-2 yedinci giinde kikirdak
ve kemik olusumunu, 21. ginde de kemik iligi
olusumunu indikleyerek canli kemik dokusu
olusumunu saglamistir. Diger calismalarda (7)
bildirilen bulgularin aksine kemik olusumu ki-
kirdak olusumunu takiben olugsmamistir. Kemik
ve kikirdak olusumu 7. ginde farkh lokalizas-
yonlarda gdzlenmisgtir.

BMP'lerin klinik kullanima girmesiyle yakin
bir gelecekte otojen kemik greftlerinin kullani-
mi azalabilecek veya tamamen ortadan kalka-
bilecektir. BMP'lerin klinik kullanimda yer ala-
bilmesine yoOnelik, tasiyici olarak kullanilabile-
cek biomateryal arayisi ve bu materyallerin da-
ha cok gelistirilmesi ise calismalarin en c¢ok
yogunlastirildigr alanlardan birini olusturmakta-
dir. BMP'nin lokal olarak kemik olusumunu in-
dikleyebilmesi icin bir tasiyici yardimiyla o bol-
gede immobilize edilmesi gereklidir. Bu amagla
aktif matriksten aritilmis allojenik kemik veya
otojen kemik tasiyict olarak kullanildiginda ke-
mik  indiksiyonu saglanmistir (8 -10). Ancak
BMP'nin insanlarda yaygin olarak kullanilabil-
mesi icin biyolojik uyumu iyi olan, kolay elde
edilebilir ve uygulanabilir olan ve ayni zaman-
da kemik dokunun gelisimi icin uygun bir yapi
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olusturan sentetik bir tasiyicinin etkinliginin

gosterilmesi gereklidir.

BMP bir tasiyici olmaksizin tek basina kul-
lanildiginda kemik indiksiyonun olugsmasi igin
cok fazla miktarda kullanilmasi gerekmistir (7).
Tasiyicinin fonksiyonu hicresel cevap gelisince-
ye kadar induktif proteinleri o boélgede immo-
bilize etmesi olabilir. BMP'ler icin ideal tasiyi-
cinin belirlenmesi basarili bir osteoinduktif imp-
lantin gelistirilebilmesi acisindan oldukca bi-
yik ©6nem tagimaktadir. Ideal olarak tasiyici
implant sinirlari icinde BMP'nin  kemik olusu-
munu stimile etmesini saglamahdir. Ayni  za-
manda biyolojik uyumu iyi olmahl, vicutta yiki-
larak metabolik olarak uzaklastirilabilmeli, yeni
olusan kemikle tamamen yer degistirmeli, BMP
icin inert olmahdir (11). Bu calismada tasiyici
olarak kullanilan polilaktik asit poliglikolik asit
kopolimeri bu 06zellikleri tasiyarak ideal bir ta-
silyici olarak kullanilabilecedini dusundirmaustir.

Yapilan invitro bir calismada hiicre atac-
maninin ve osteoblast gelisiminin en fazla polil-
aktid- glikolid yuzeylerde, en az hidroksilapatit
yuzeylerde, hidroksilapatit/polilaktid- glikolid
ylzeylerde ise orta derecede oldugu gdsterilmis-
tir (12). Polilaktik asit poliglikolik asit kopolimeri
biyolojik uyumu iyi olan ve biodegrade olabilen
bir materyal olup, plak sekli ortognatik cerrahi
sonrasi osteosentez amaciyla kullanildiginda
gec komplikasyonlar olmaksizin normal iyilesme
saglanmistir (13). Bu c¢alismada rhBMP-2'nin ta-
siyicisi olarak kullanilan polilaktik asit poligliko-
lik asit kopolimeri istenmeyen bir reaksiyona
sebep olmamis ve kemik induksiyonuna izin ve-
rerek 6. ayda tamamen rezorbe olmustur. Mi-
yamoto ve arkadaslari (14) polilaktik asit - poli-
etilen glikol blok kopolimerinin BMP icin uygun
bir tasivici oldugunu ileri slirerek 3. haftada
rezorbe oldugunu bildirmiglerdir. Ancak bu c¢a-
lismada kemik olusumunun 3. haftada mikro ki-
reler arasindaki bosluklara dogru sokularak de-
vam ettigi ve tasiyicinin halen matriks gdrevini
sirdurdigu gozlenmistir. Bunun yanisira degra-
de olan polimerlerle 40 giin siresince glnlik
sabit dozda ilac salinimi saglandigi bildirilmis-
tir (15). Bu nedenle rhBMP-2 tasiyicisinin 6. haf-
tada rezorbe olmasi kemik olusumunun daha
uzun indliklenmesi acisindan avantaj olabilir.
Kortikal kemik defektlerine implante edilen po-
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lilaktid poliglikolid kopolimerinin  absorbsiyonu
ile yeni kemik olugsumu arasinda bir baglanti
bulunmamakla birlikte degredasyon hizli oldu-
gunda kemik rejene>asyonunun inhibe oldugu
gozlenmistir (16).

Reddi ve arkadaslari (17, 18) demineralize
kemik tozunun kemik induksiyon kapasitesinin
partikial buyuklagine bagh oldugunu bildirerek
74-420 um baydklagindeki partikallerin - kemik
olusumunu indikledigini ancak 44-74 pum bu-
yukligundekilerin induklemedigini bildirmigler-
dir. Yine, Syftestad ve Urist(19) partikal biu-

yukligua 125 u.m'den kicik oldugunda kemik
indiksiyonunun olusmadigini bildirmiglerdir.
Bunun sebebi implantin yapisinin hicreler icin

bir atinite olusturmasi
uygun bir iskeletsel yapir saglamasi olabilir. Ni-
tekim, demineralize kemik partikilleri sikigtiri-
lip kas icine implante edildiginde vaskdilarizas-
yonun geciktigi ve buna bagh olarak da rekal-
sifikasyon ve kemik gelisiminin geciktigi bildi-
rilmigtir (20). Bu calismada Ha mikro kirelerin
250 fim buyidkligunde olusu erken kemik for-
oynayan 6nemli faktdrlerden

ve vaskularizasyon icin

masyonunda rol
biri olabilir.

rhBMP-2'nin polilaktik - poliglikolik asit ko-
ve kan pihtisi ile birlikte deri altina
implantasyonu ile kemik iligini de iceren canl
kemik dokusunun induksiyoni, klinik uygulama-
larda polilaktik asit poliglikolik asit kopolimeri-
nin rhBMP-2 icin uygun bir tasiyici olabilecegini
dusundirmektedir.

polimeri
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