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REKOMBINANT INSAN KEMIK MORFOGENETIK PROTEINI-2 TARAFINDAN INDUKLENEN KEMIiK
OLUSUMUNDA HUCRESEL CEVABIN INCELENMESI

Cansu ALPASLAN*

OZET

Kemik morfogenetik proteinlerinin  kemik
olusumunu indukleyici etkisi oldugu billinmekle
birlikte kemik olusumuna yol agan hicresel
olaylar tam olarak bilinmemektedir. Bu calis-
ma rekombinant insan kemik morfogenetik pro-
teini-2 (rhBMP-2)'nin deri altina yerlestirilmesi-
ni takiben gelisen hiicresel olaylarin belirlenme-
si amaciyla yapilmistir. implantasyonu takiben
tcinci gunde kemik olusumunda dnemli roli
oldugu dusunulen mezensimal hlicre proliferas-
yonu ve yeni damar formasyonu géOzlenirken,
dordincu gunde kikirdak, besinci ginde ise ke-
mik formasyonu izlenmistir. rhBMP-2'nin kemik
indiksiyonunu kan hicreleri, stromal hiicreler
ve mezensimal hicreler arasinda iligkiyi stimtle
ederek gerceklestirdigi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler Kemik Morfogenetik

Proteini, kemik indiiksiyonu.

GIRIS

Kemik formasyonu pek cok hicrenin lokal
ve sistemik regulatorler aracihgi ile etkilesimi-
ni iceren oldukca karmasik bir mekanizmadir.
Demineralize kemigin iskelet disi bir bdlgede
kemik olusumunu induklediginin gosterilmesi
(1, 2) bu aktiviteden sorumlu molekillerin aras-
tirlmasi yoéninde yapilan calismalarin baslangi-
cini olusturmustur. Kemikten farkli yapilara sa-
hip cok sayida buyime faktdri izole edilerek
bu aktiviteden sorumlu tutulmustur (3 - 6). Son
yillarda yapilan calismalarla kemik olusumun-
dan sorumlu molekillere bir seri Kemik Morfo-
genetik Proteini (Bone Morphogenetic Protein-

SUMMARY

Cellular Respanse In Recombinant Human
Morphogenetic Protein-2 Induced Bone Formation

Although bone inductive property of bone
morphogenetic proteins is well known, the
accurate cellular mechanisms that lead to bone
formation is not clear. This study was underta-
ken for the characterization of cellular respon-
se following subcutaneous implantation of
recombinant human bone morphogenetic pro-
tein-2 (rhBMP-2). Mesenchymal cell proliferation
and angiogenesis, that is thought to be of
crucial importance in bone formation was
observed on day 3, followed by cartilage forma-
tion on day 4 and bone formation on day 5. It
was concluded that rhBMP-2 induce bone for-
mation by stimulating cell to cell interactions
between blood cells, stromal cells and mesench-
ymal cells.
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Bone Morphogenetic Protein,

BMP) eklenmistir (7, 8). BMP'ler bugliine kadar
izole edilebilen blyime faktorleri arasinda kikir-
dak ve kemik olusumunu stimile eden en aktif
faktorlerdir (9).

Kemik olusumunda rol oynayan hicreler
arasi iliskilerin detayh olarak anlasilabilmesi,
kemik olusumunu stimile eden yeni tedavi yon-
temlerinin gelistirilmesi acisindan buylk 6nem
tasimaktadir. BMP'ler tarafindan olusturulan ke-
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mik formasyonu, kirik iyilesmesi ve embriyo-
lojik kemik olusumunu taklit ettigi i¢in kemik
olusumu ve kemik rezorbsiyonundan sorumlu
hucrelerin ve hucreler arasi etkilesimin incele-
nebilmesi icin olduk¢a uygun bir model olus-
turmaktadir (11). Kemikten elde edilen BMP'ler
gibi rhBMP-2 bugine kadar kikirdak ve kemik
olusumunu indukledigi goOsterilen tek molekil-
dir (11). Ancak kemik olusumundaki etki meka-
nizmasi tam olarak anlasilabilmis degildir.

Bu calisma rhBMP-2'nin iskelet digi bir bol-
geye implantasyonunu takiben gelisen hiicresel
cevabin ve hucreler arasi iligskinin incelenerek,
kemik doku olusumundaki etki mekanizmasinin
belirlenebilmesi amaciyla yapilmistir.

MATERYAL VE METOD

Steril petri kaplarinda her hayvan icin 20 pug
rhBMP-2, polilaktik asit-poliglikolik asit kopoli-
meri yapisinda ve 250 pum c¢apindaki poroz-
mikro kireler ve diger bir rattan temin edilen
200 ul kan ile karistirildi (rhBMP-2 Yamanouchi
Pharmaceuticai Co. Ltd., Tokyo tarafindan sag-
landi).

Deney hayvani olarak kullanilan 24 adet
Long Evans ratinin g6gis bdlgesi tras edilerek
deri insizyonu yapildi ve elde edilen bu karisim
deri altina implante edildi. insizyonlar primer
olarak kapatildi. Timplantlarin yerlestiriimesinden
1, 3, 4, 5, 6 ve 7 gin sonra hayvanlar eter ve
ketamin (10 mg/100 gr) ile anestezi altina .aln-
di. Kalbin sol ventrikiilinden girilerek 6nce Rin-
ger solisyonu ve takiben 250 cc % 3 oraninda
glutaraldehit iceren 0.05 M kakodilat bafir ile
fikse edildi. Deri altina yerlestirilen implantlar
cevre dokular ile birlikte cikartilarak ayni fik-
satif solisyon icinde 4°C'de 1 gece bekletildi.
Spesimenler % 4.13 etilen diamin tetrasetik asit
(EDTA) ile (pH 7.4) 4°C de 7 gun sureyle de-
kalsifiye edildi. Dekalsifikasyonu takiben spesi-
menler kucik parcalara boélunerek % 1'lik osmi-
yum tetroksit (OsCM ile ikinci kez fikse edildi.
Degisen derecelerde etanol ile (% 70, % 80,
% 90, % 95, % 100) ikiser kez 10ar dakika
dehidre edildi. Propilen oksitte iki kez 10'ar da-
kika bekletildikten sonra Epok 812 (Oken, Tokyo,
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Japonya) rezine gomildi. Isik mikroskobunda
incelemek icin cam bigakla C.5 [i kesitler ailna-
rak toluidin mavisi ile boyandi. Elektron mik-
roskobunda incelemek lzere Porter-Blum MT-1
mikrotomu (Sorvall Porter Blum Ultramicrotome
MT-1, Ivan Sorvall Inc., New Town, Conneticut)
kullanilarak 60-90 nm kesitler alindi. Bu kesitler
bakir gridler ile toplandi; tannik asit, uranil ase-
tat ve kursun sitrat ile boyanarak elektron mik-
roskobu ile incelendi.

SONUGLAR

Birinci gunde gecici polimorf nukleer |6kosit
infiltrasyonu gozlendi. Uglincii giinde yogun me-
zensimal hicre proliferasyonu, cesitli hicreler-
de mitoz ve yeni damar olusumunda belirgin
artis vardi (Resim 1). Elektron mikroskobu ile
incelendiginde siskin endotelyal hiicrelerle ka-
rakterize yeni damarlarin olustugu ve bu da-
marlarin hemen yakininda mezensimal hicre-
lerle kan hicreleri arasinda hicrelerarasi ilis-
kinin oldugu g6zlendi (Resim 2). Yine, elektron
mikroskobu diizeyinde kemik iligi kdkenli stro-
mal htcrelerle differansiye olmamis mezensi-
mal hucreler arasinda yakin iliski oldugu goz-

Resim 1. implantasyonu takiben 3. giinde hiicre prolife-
rasyonu ve yeni damar olusumunda belirgin
bir artis oldugu gorilmektedir. (Toluidin ma-
visi x 40).
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Resim 2. Elektron mikroskobu diizeyinde yeni olusmus
kan damarinin hemen yakininda kan hiicresi ile
mezensimal hicre arasindaki iligski goriulmek-
tedir.

lendi (Resim 3). Ancak ugilinci glnde kikirdak
veya kemik olusumu go6zlenmedi. Dordincu gin-
de mezensimal hiucre proliferasyonunun izlen-
digi bodlgede, mezensimal hlcreler  arasinda
kondrositlerin olustugu gé6zlendi (Resim 4). Be-
sinci ginde ise kikirdak formasyonu yaninda ke-
mik formasyonu da baslamisti (Resim 5). Altin-
¢l ginde kemik olusumunun artarak devam et-
tigi ve implantin i¢ kisimlarina dogru sokularak
ilerledigi gozlendi (Resim 6). Yedinci giinde ise
kalsifiye kikirdak dokusunun cok cekirdekli dev
hicreler tarafindan rezorbe edilerek vyerini ye-
ni olusan kemige birakmakta oldugu go6zlendi.
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Resim 4. implantasyonu takip eden 4. giinde kondrosit
formasyonu gorilmektedir. (Toluidin  mavisi
x20).

Resim 5. Implantasyonu takip eden 5. giinde kemik for-
masyonu goriilmektedir. (Toluidin mavisi x 20).

Resim 3. Elektron mikroskobu diizeyinde stromal hiicre
ile mezensimal hicre arasindaki iligki goril-
mektedir.

Resim 6. Iimplantasyon sonrasi 6. giinde kemik formas-
yonundaki artis gorilmektedir. (Toluidin mauvi-
si x 20).
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TARTISMA

Demineralize kemigin ektopik bir bdlgeye
implantasyonunu takip eden birinci gunde gegici
polimorf nukleer I6kosit infiltrasyonu gdzlen-
mekte, bunu Uclincli glinde mezensimal hicre-
lerin matrikse atagmani izlemektedir. Mezensi-
mal progenitdr hicreler hizla coglarak 6-7. gin-
lerde kondroblast ve kondrositlere doniismekte-
dir. Vaskularizasyon 9. gunde izlenirken 10-12.
gunlerde kikirdak rezorbe olarak yeni olusan ke-
mikle yer degistirmektedir (1, 2). Kemikten izole
edilen BMP’lerden bazilarinin endokondral kemik
olusumunda izlenen bu olaylar serisini taklit
ederek kemik olusumunu indukledigi gosteril-
mekle birlikte, kemik olusumunu hangi hucreleri
etkileyerek gerceklestirdigi bilinmemektedir. Bu
calismada rhBMP-2 de bu olaylar serisini izle-
yerek ancak daha kisa sirede, implantasyonu ta-
kiben besinci gunde kemik olusumunu indikle-
mistir. BMP saflastiriilmamis sekliyle kullanildi-
ginda az miktarda aktif kemik indikleyici ma-
teryal icerdiginden ve ayrica kemik formasyo-
nunu inhibe edici faktdrleri de icerebilecegin-
den saflastirilarak uretilen rhBMP-2 daha erken
ve kaliteli kemik olusumunu indiklemektedir (7).

BMP implantasyonunu takiben 3. giinde me-
zensimal hucrelerde belirgin bir gogalma izlen-
mistir. BMP direkt olarak hicrelerde bdlinmeye
sebep olarak etki edebilecedi gibi cevredeki
mezensimal hicreler Uzerinde kemotaksik bir
etki olusturarak da hucre artisina sebep olabilir.
Yapilan invitro bir calismada demineralize rat
kemik matriksinin kas koékenli mezensimal hic-
reler Gzerinde kemotaksik etkisi oldugu gosteril-
mis ve bu kemotaksik sinyalin demineralize ke-
mik matriksi icerigindeki protein komponenti ile
iliskili oldugu 6ne strialmustiir (12). Ugiincii giin-
de mezensimal hiicre proliferasyonu yaninda di-
ger 6nemli bir bulgu da yeni damar olusumun-
daki artisti. Yeni damar olusumunun daha son-
raki kemik olusumu icin buyik 6nem tasidigi
bildirilmistir (13, 14). Yeni damar olusumu 6n-
cl hucrelerin kan dolasimiyla implantasyon bdl-
gesine gelmesi acisindan oldukca o6nemli ola-
bilir. invitro ortamda cgesitli hicre tipleri BMP'ye
karsi ¢cogalmalarini arttirarak veya azaltarak ce-
vap vermektedir. Osteoblastik ve osteoproge-
nitér hicreler genellikle hiicre proliferasyonunu
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arttirarak cevap vermektedirler. Ayni zamanda
BMP mezensimal hicrelerin  ¢esitli fenotiplere
doénusiminiu  saglamaktadir. Normal sartlarda
kemik hucrelerine ddnusmeyecek olan diffe-
ransiye olmamis hicreler, BMP'nin stimulasyo-
nu ile kemik hucrelerine donusmektedir (15). Bu
calismada invivo olarak da benzer bulgular goz-
lenmis, yeni olusan kan damarlari ve bu yolla
bblgeye geldigi dusunilen kan hucreleri ile dif-
feransiye olmamis mezensimal hiicreler arasin-
daki iliski elektron mikroskobu duzeyinde gds-
terilmistir. Elde edilen bulgular bu hilcreler ara-
sindaki iliskinin kemik htcrelerinin olusumunda
oldukca 6nemli bir basamag@i olusturdugunu du-
siindurmektedir.

implantasyonunu takiben rhBMP-2 besinci
gunde kikirdak ve kemik olusumunu induklemis-
tir. rhBMP-2'nin periost kdkenli hiicreler uzerin-
deki etkisini arastiran invitro bir calismada
rhBMP-2'nin kemik olusum suresini azalttigi ve
olusan kemik miktarini arttirdiyi ancak kikirdak
olusumu Uzerinde bir etkisi olmadigr gdsteril-
mistir. Tavuk periost hucrelerinden olusan kul-
tir ortamindaki hicresel ve molekiler olaylar
kirik iyilesmesindeki olaylara benzediginden, ki-
rik iyilesmesindeki periostal kemik olusumunda
rhBMP-2'nin kikirdak olusumundan degil kemik
olusumundan sorumlu oldugu ©6ne sirulmus-
tir (16). Benzer olarak bu calismada da kemik
olusumu icin gecen sure kisalmistir. rhBMP-2
invivo olarak hem kikirdak hem kemik olusumu-
nu induklemistir. Yani, rhBMP-2 implantasyonu
endokondral kemik olusumunu saglamistir an-
cak kikirdak olusumu icin gecen sire kisalma-
mistir.

Gerek kirik iyilesmesinde gerekse de emb-
riyolojik kemik gelisimi sirasinda osteoblastla-
rn mezensimal 6ncu hacrelerin  farklhilagsmasi
sonucu olustugu kabul edilmektedir. Osteoblast
oncli hucrelerin orijini ise tam olarak bilinme-
mekle birlikte periostta ve kemik iligi stroma-
sinda bulundugu distnulmektedir. Kirik iyiles-
mesinde osteoblastlarin ilk olarak periost ile ke-
mik arasinda go6zlenmesi osteoblast dncl hic-
relerin periost kaynakli oldugunu ve lokal ola-
rak salinan sinyallerle osteoblastlara doénusti-
gunt goéstermektedir (17). Ancak bu galismada
ektopik bir bélgede BMP tarafindan kemik olu-
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sumunun indiklenmesi osteoblast 0Oncli hlcre-
lerin sadece periost kdkenli olmadigini gdster-

mektedir.

invitro olarak kemik iligi kokenli stromal
hicrelerin indikleyici bir maddenin mevcudiye-
tinde osteoblastlara, ayni zamanda da osteoblas-
tik farklilasma kapasitesine sahip differansiye
olmamis hicrelere donustigl gdsterilmistir (18).
Bu calismada da kemik olusumunda rol oynadigi
dustnulen stromal hucrelerle differansiye olma-
mis mezensimal hicreler arasindaki iliski elekt-
ron mikroskobu duzeyinde gdsterilmistir.

rhBMP-2 implantasyonunu takiben yeni da-
mar olusumu ve mezensimal hicre proliferasyo-
nunda belirgin bir artis olusu BMP'nin mezen-
simal hicre proliferasyonu ile yeni damar olu-
sumunu stimile ettigini ve daha sonra da kan
hiicreleri ve mezensimal hucreler, ayrica kemik
iligi kokenli stromal hicreler ve differansiye ol-
mamis mezensimal hucreler arasinda etkilesime
sebep olarak kemik olusumunu indukledigini du-
siindiirmektedir.
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