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REKOMBİNANT İNSAN KEMİK MORFOGENETİK PROTEİNİ-2 TARAFINDAN INDÜKLENEN KEMİK 

OLUŞUMUNDA H Ü C R E S E L CEVABIN İNCELENMESİ 

Cansu A L P A S L A N * 

Ö Z E T 

Kemik morfogenetik proteinlerinin kemik 
oluşumunu indükleyici etkisi olduğu billinmekle 
birlikte kemik oluşumuna yol açan hücresel 
olaylar tam olarak bilinmemektedir. Bu çalış­
ma rekombinant insan kemik morfogenetik pro-
teini-2 (rhBMP-2)'nin deri altına yerleştirilmesi­
ni takiben gelişen hücresel olayların belirlenme­
si amacıyla yapılmıştır. İmplantasyonu takiben 
üçüncü günde kemik oluşumunda önemli rolü 
olduğu düşünülen mezenşimal hücre proliferas-
yonu ve yeni damar formasyonu gözlenirken, 
dördüncü günde kıkırdak, beşinci günde ise ke­
mik formasyonu izlenmiştir. rhBMP-2'nin kemik 
indüksiyonunu kan hücreleri, stromal hücreler 
ve mezenşimal hücreler arasında ilişkiyi stimüle 
ederek gerçekleştirdiği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler : Kemik Morfogenetik 
Proteini, kemik indüksiyonu. 

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 cel ls, stromal cel ls and mesench­
ymal cel ls. 

Key Words : Bone Morphogenetic Protein, 
bone induction. 

GİRİŞ 

Kemik formasyonu pek çok hücrenin lokal 
ve sistemik regülatörler aracılığı ile etkileşimi­
ni içeren oldukça karmaşık bir mekanizmadır. 
Demineralize kemiğin iskelet dışı bir bölgede 
kemik oluşumunu indüklediğinin gösterilmesi 
(1, 2) bu aktiviteden sorumlu moleküllerin araş­
tırılması yönünde yapılan çalışmaların başlangı­
cını oluşturmuştur. Kemikten farklı yapılara sa­
hip çok sayıda büyüme faktörü izole edilerek 
bu aktiviteden sorumlu tutulmuştur (3 - 6). Son 
yıllarda yapılan çalışmalarla kemik oluşumun­
dan sorumlu moleküllere bir seri Kemik Morfo­
genetik Proteini (Bone Morphogenetic Protein-

BMP) eklenmiştir (7, 8). BMP'ler bugüne kadar 
izole edilebilen büyüme faktörleri arasında kıkır­
dak ve kemik oluşumunu stimüle eden en aktif 
faktörlerdir (9). 

Kemik oluşumunda rol oynayan hücreler 
arası ilişkilerin detaylı olarak anlaşılabilmesi, 
kemik oluşumunu stimüle eden yeni tedavi yön­
temlerinin geliştiri lmesi açısından büyük önem 
taşımaktadır. BMP'ler tarafından oluşturulan ke-
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mik formasyonu, kırık iyi leşmesi ve embriyo-
lojik kemik oluşumunu taklit ettiği için kemik 
oluşumu ve kemik rezorbsiyonundan sorumlu 
hücrelerin ve hücreler arası etkileşimin incele­
nebilmesi için oldukça uygun bir model oluş­
turmaktadır (11). Kemikten elde edilen BMP'ler 
gibi rhBMP-2 bugüne kadar kıkırdak ve kemik 
oluşumunu indüklediği gösterilen tek molekül­
dür (11). Ancak kemik oluşumundaki etki meka­
nizması tam olarak anlaşılabilmiş değildir. 

Bu çalışma rhBMP-2'nin iskelet dışı bir böl­
geye implantasyonunu takiben gelişen hücresel 
cevabın ve hücreler arası ilişkinin incelenerek, 
kemik doku oluşumundaki etki mekanizmasının 
belirlenebilmesi amacıyla yapılmıştır. 

MATERYAL VE METOD 

Steril petri kaplarında her hayvan için 20 µg 
rhBMP-2, polilaktik asit-poliglikolik asit kopoli-
meri yapısında ve 250 µm çapındaki pöröz-
mikro küreler ve diğer bir rattan temin edilen 
200 µl kan ile karıştırıldı (rhBMP-2 Yamanouchi 
Pharmaceuticai Co. Ltd., Tokyo tarafından sağ­
landı). 

Japonya) rezine gömüldü. Işık mikroskobunda 
incelemek için cam bıçakla C.5 [i kesitler aılna-
rak toluidin mavisi ile boyandı. Elektron mik­
roskobunda incelemek üzere Porter-Blum MT-1 
mikrotomu (Sorvall Porter Blum Ultramicrotome 
MT-1, Ivan Sorvall Inc., New Town, Conneticut) 
kullanılarak 60-90 nm kesitler alındı. Bu kesitler 
bakır gridler ile toplandı; tannik asit, uranil ase­
tat ve kurşun sitrat ile boyanarak elektron mik­
roskobu ile incelendi. 

S O N U Ç L A R 

Birinci günde geçici polimorf nükleer lökosit 
infiltrasyonu gözlendi. Üçüncü günde yoğun me-
zenşimal hücre proliferasyonu, çeşitli hücreler­
de mitoz ve yeni damar oluşumunda belirgin 
artış vardı (Resim 1). Elektron mikroskobu ile 
incelendiğinde şişkin endotelyal hücrelerle ka-
rakterize yeni damarların oluştuğu ve bu da­
marların hemen yakınında mezenşimal hücre­
lerle kan hücreleri arasında hücrelerarası iliş­
kinin olduğu gözlendi (Resim 2). Yine, elektron 
mikroskobu düzeyinde kemik iliği kökenli stro-
mal hücrelerle differansiye olmamış mezenşi­
mal hücreler arasında yakın ilişki olduğu göz-

Deney hayvanı olarak kullanılan 24 adet 
Long Evans ratının göğüs bölgesi traş edilerek 
deri insizyonu yapıldı ve elde edilen bu karışım 
deri altına implante edildi. İnsizyonlar primer 
olarak kapatıldı. împlantların yerleştirilmesinden 
1, 3, 4, 5, 6 ve 7 gün sonra hayvanlar eter ve 
ketamin (10 mg/100 gr) ile anestezi altına .alın­
dı. Kalbin sol ventrikülünden girilerek önce Rin-
ger solüsyonu ve takiben 250 cc % 3 oranında 
glutaraldehit içeren 0.05 M kakodilat bafır ile 
fikse edildi. Deri altına yerleştirilen implantlar 
çevre dokular ile birlikte çıkartılarak aynı fik-
satif solüsyon içinde 4°C'de 1 gece bekletildi. 
Spesimenler % 4.13 etilen diamin tetrasetik asit 
(EDTA) ile (pH 7.4) 4°C de 7 gün süreyle de-
kalsifiye edildi. Dekalsifikasyonu takiben spesi­
menler küçük parçalara bölünerek % 1'lik osmi­
yum tetroksit (OsCM ile ikinci kez fikse edildi. 
Değişen derecelerde etanol ile (% 70, % 80, 
% 90, % 95, % 100) ikişer kez 10ar dakika 
dehidre edildi. Propilen oksitte iki kez 10'ar da­
kika bekletildikten sonra Epok 812 (Oken, Tokyo, 

Resim 1. İmplantasyonu takiben 3. günde hücre prolife­

rasyonu ve yeni damar oluşumunda belirgin 

bir artış olduğu görülmektedir. (Toluidin ma­

visi x 40). 
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Resim 2. Elektron mikroskobu düzeyinde yeni oluşmuş 

kan damarının hemen yakınında kan hücresi ile 

mezenşimal hücre arasındaki ilişki görülmek­

tedir. 

lendi (Resim 3). Ancak üçüncü günde kıkırdak 
veya kemik oluşumu gözlenmedi. Dördüncü gün­
de mezenşimal hücre proliferasyonunun izlen­
diği bölgede, mezenşimal hücreler arasında 
kondrositlerin oluştuğu gözlendi (Resim 4). Be­
şinci günde ise kıkırdak formasyonu yanında ke­
mik formasyonu da başlamıştı (Resim 5). Altın­
cı günde kemik oluşumunun artarak devam et­
tiği ve implantın iç kısımlarına doğru sokularak 
ilerlediği gözlendi (Resim 6). Yedinci günde ise 
kalsifiye kıkırdak dokusunun çok çekirdekli dev 
hücreler tarafından rezorbe edilerek yerini ye­
ni oluşan kemiğe bırakmakta olduğu gözlendi. 

Resim 4. İmplantasyonu takip eden 4. günde kondrosit 

formasyonu görülmektedir. (Toluidin mavisi 

x 2 0 ) . 

Resim 5. İmplantasyonu takip eden 5. günde kemik for­

masyonu görülmektedir. (Toluidin mavisi x 20). 

Resim 3. Elektron mikroskobu düzeyinde stromal hücre 

ile mezenşimal hücre arasındaki ilişki görül­

mektedir. 

Resim 6. İmplantasyon sonrası 6. günde kemik formas-

yonundaki artış görülmektedir. (Toluidin mavi­

si x 20). 
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TARTIŞMA 

Demineralize kemiğin ektopik bir bölgeye 
implantasyonunu takip eden birinci günde geçici 
polimorf nükleer lökosit infiltrasyonu gözlen­
mekte, bunu üçüncü günde mezenşimal hücre­
lerin matrikse ataçmanı izlemektedir. Mezenşi­
mal progenitör hücreler hızla çoğlarak 6-7. gün­
lerde kondroblast ve kondrositlere dönüşmekte­
dir. Vaskülarizasyon 9. günde izlenirken 10-12. 
günlerde kıkırdak rezorbe olarak yeni oluşan ke­
mikle yer değiştirmektedir (1, 2). Kemikten izole 
edilen BMP'lerden bazılarının endokondral kemik 
oluşumunda izlenen bu olaylar serisini taklit 
ederek kemik oluşumunu indüklediği gösteril­
mekle birlikte, kemik oluşumunu hangi hücreleri 
etkileyerek gerçekleştirdiği bilinmemektedir. Bu 
çalışmada rhBMP-2 de bu olaylar serisini izle­
yerek ancak daha kısa sürede, implantasyonu ta­
kiben beşinci günde kemik oluşumunu indükle-
miştir. BMP saflaştırılmamış şekliyle kullanıldı­
ğında az miktarda aktif kemik indükleyici ma­
teryal içerdiğinden ve ayrıca kemik formasyo­
nunu inhibe edici faktörleri de içerebileceğin­
den saflaştırılarak üretilen rhBMP-2 daha erken 
ve kaliteli kemik oluşumunu indüklemektedir (7). 

BMP implantasyonunu takiben 3. günde me­
zenşimal hücrelerde belirgin bir çoğalma izlen­
miştir. BMP direkt olarak hücrelerde bölünmeye 
sebep olarak etki edebileceği gibi çevredeki 
mezenşimal hücreler üzerinde kemotaksik bir 
etki oluşturarak da hücre artışına sebep olabilir. 
Yapılan invitro bir çalışmada demineralize rat 
kemik matriksinin kas kökenli mezenşimal hüc­
reler üzerinde kemotaksik etkisi olduğu gösteril­
miş ve bu kemotaksik sinyalin demineralize ke­
mik matriksi içeriğindeki protein komponenti ile 
ilişkili olduğu öne sürülmüştür (12). Üçüncü gün­
de mezenşimal hücre proliferasyonu yanında di­
ğer önemli bir bulgu da yeni damar oluşumun­
daki artıştı. Yeni damar oluşumunun daha son­
raki kemik oluşumu için büyük önem taşıdığı 
bildirilmiştir (13, 14). Yeni damar oluşumu ön­
cü hücrelerin kan dolaşımıyla implantasyon böl­
gesine gelmesi açısından oldukça önemli ola­
bilir. İnvitro ortamda çeşitli hücre tipleri BMP'ye 
karşı çoğalmalarını arttırarak veya azaltarak ce­
vap vermektedir. Osteoblastik ve osteoproge-
nitör hücreler genellikle hücre proliferasyonunu 

arttırarak cevap vermektedirler. Aynı zamanda 
BMP mezenşimal hücrelerin çeşitli fenotiplere 
dönüşümünü sağlamaktadır. Normal şartlarda 
kemik hücrelerine dönüşmeyecek olan diffe-
ransiye olmamış hücreler, BMP'nin stimülasyo-
nu ile kemik hücrelerine dönüşmektedir (15). Bu 
çalışmada invivo olarak da benzer bulgular göz­
lenmiş, yeni oluşan kan damarları ve bu yolla 
bölgeye geldiği düşünülen kan hücreleri ile dif-
feransiye olmamış mezenşimal hücreler arasın­
daki ilişki elektron mikroskobu düzeyinde gös­
terilmiştir. Elde edilen bulgular bu hücreler ara­
sındaki ilişkinin kemik hücrelerinin oluşumunda 
oldukça önemli bir basamağı oluşturduğunu dü­
şündürmektedir. 

İmplantasyonunu takiben rhBMP-2 beşinci 
günde kıkırdak ve kemik oluşumunu indüklemiş-
tir. rhBMP-2'nin periost kökenli hücreler üzerin­
deki etkisini araştıran invitro bir çalışmada 
rhBMP-2'nin kemik oluşum süresini azalttığı ve 
oluşan kemik miktarını arttırdığı ancak kıkırdak 
oluşumu üzerinde bir etkisi olmadığı gösteril­
miştir. Tavuk periost hücrelerinden oluşan kül­
tür ortamındaki hücresel ve moleküler olaylar 
kırık iyileşmesindeki olaylara benzediğinden, kı­
rık iyileşmesindeki periostal kemik oluşumunda 
rhBMP-2'nin kıkırdak oluşumundan değil kemik 
oluşumundan sorumlu olduğu öne sürülmüş­
tür (16). Benzer olarak bu çalışmada da kemik 
oluşumu için geçen süre kısalmıştır. rhBMP-2 
invivo olarak hem kıkırdak hem kemik oluşumu­
nu indüklemiştir. Yani, rhBMP-2 implantasyonu 
endokondral kemik oluşumunu sağlamıştır an­
cak kıkırdak oluşumu için geçen süre kısalma-
mıştır. 

Gerek kırık iyileşmesinde gerekse de emb-
riyolojik kemik gelişimi sırasında osteoblastla-
rın mezenşimal öncü hücrelerin farklılaşması 
sonucu oluştuğu kabul edilmektedir. Osteoblast 
öncü hücrelerin orijini ise tam olarak bilinme­
mekle birlikte periostta ve kemik iliği stroma-
sında bulunduğu düşünülmektedir. Kırık iyileş­
mesinde osteoblastların ilk olarak periost ile ke­
mik arasında gözlenmesi osteoblast öncü hüc­
relerin periost kaynaklı olduğunu ve lokal ola­
rak salınan sinyallerle osteoblastlara dönüştü­
ğünü göstermektedir (17). Ancak bu çalışmada 
ektopik bir bölgede BMP tarafından kemik olu-
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şumunun indüklenmesi osteoblast öncü hücre­
lerin sadece periost kökenli olmadığını göster­
mektedir. 

İnvitro olarak kemik iliği kökenli stromal 
hücrelerin indükleyici bir maddenin mevcudiye­
tinde osteoblastlara, aynı zamanda da osteoblas-
tik farklılaşma kapasitesine sahip differansiye 
olmamış hücrelere dönüştüğü gösterilmiştir (18). 
Bu çalışmada da kemik oluşumunda rol oynadığı 
düşünülen stromal hücrelerle differansiye olma­
mış mezenşimal hücreler arasındaki ilişki elekt­
ron mikroskobu düzeyinde gösterilmiştir. 

rhBMP-2 implantasyonunu takiben yeni da­
mar oluşumu ve mezenşimal hücre proliferasyo-
nunda belirgin bir artış oluşu BMP'nin mezen­
şimal hücre proliferasyonu ile yeni damar olu­
şumunu stimüle ettiğini ve daha sonra da kan 
hücreleri ve mezenşimal hücreler, ayrıca kemik 
iliği kökenli stromal hücreler ve differansiye ol­
mamış mezenşimal hücreler arasında etkileşime 
sebep olarak kemik oluşumunu indüklediğini dü­
şündürmektedir. 
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