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Distraksiyon osteogenezinde HiF
stabilizasyonunun etkisi
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Amag: Calismamizda sicandaki distraksiyon osteogenezi (DO) modelinde oral olarak uygulanabilen
hipoksi ile indiiklenebilir faktdriin (HIF) etkisinin incelemeyi amagladik.

Calisma plani: Caligmada sol tibia diyafizine osteotomi uygulanan 24 Wistar albino si¢an kullanilds.
Denekler deney ve kontrol olmak iizere iki gruba ayrildi. Eksternal fiksator ile tespit saglanarak, deney
grubuna HIF stabilizatérii verildi. Cerrahi sonrasi 5. giinliik latent d6nemi takiben, 10 giin boyunca
hizlandirilmis distraksiyon (giinde iki kez 0.4 mm) uygulandi. Histolojik ve immiinohistokimyasal
degerlendirmeler yapildi.

Bulgular: Deney grubundaki vaskiiler endotelial biiytime faktdrii (VEBF) diizeyi kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek idi (p<0.05). Deney grubundaki intramembranéz ossifikasyon oraninin 16. ve
30. giinlerde kontrol grubuna gore bir miktar daha yiiksek oldugu gézlendi. Yine deney grubundaki
endokondral ossifikasyon miktarinin 16. giinde daha yiiksek oldugu bulundu.

Cikarimlar: Hipoksi ile indiiklenebilir faktor stabilizatGriiniin oral olarak uygulanmasi ile DO sira-
sinda VEBF diizeylerinin yiikselerek HIF yolaginin aktive olmast sonucu anjiyogenezin uyarildigini
gdsterdik. Iyi bir kemik olusumu i¢in distraksiyona ait biyomekanik faktdrler ve anjiyogenezin esles-

mesi gereklidir.

Anahtar sozciikler: Anjiyogenez; distraksiyon osteogenezi; HIF stabilizatsrii; VEBE

Kirik iyilesmesi ve iskelet gelisimi sirasinda kemik re-
jenerasyonu ve anjiyogenezi beraber rol oynar. Bu agama-
larda anjiyojenik faktdrler ve hipoksinin gerekli oldugu
bilinmektedir.” Konjenital biiyiime bozukluklar1, post-
travmatik kemik yetersizligi gibi bir¢ok ortopedik sorun
icin DO etkili bir cerrahi secenektir. Kemik rejeneras-
yonu i¢in en onemli faktdtler mevcut vaskiiler yapilarin
yeniden sekillenmesi (anjiyogenez) ve yeni damarlarin
olusumudur (vaskiilogenez).>* Anjiyogenez ve vaskii-
logenez karmagik molekiiler tepkimeler ile uyarilmakta-

dir. Diger bir anjiyogenez uyaricist olan hipoksi, hipoksi
ile indiiklenebilen faktor-1 (HIF-1) adli transkripsiyon
faktoriiniin stabilizasyonunun yer aldig1 mekanizma ile
VEBF'nin ekspresyonunu kolaylastirmaktadir. Béylece
yeni olusan kemik bolgelerine VEBF ile kan damari in-
vazyonu meydana gelmektedir.

Hipoksik kosullarda osteoblastlar artmis diizeylerde
VEBEF eksprese etmekteditler. FG-2216 (butil 10-unde-
cenoate; formiilii: C15H2802, molekiil agirligi: 240.38 g/
mol.) prolil-hidroksilaz inhibitsrii olarak fonksiyon gés-

Yazigma adresi: Dr. Ahmet Ozdel. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi,
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali, 16059 Gériikle, Bursa.

Tel: +90 535 — 769 3736 e-posta: ahmetozdel@gmail.com
Bagvuru tarihi: 21.12.2013 Kabul tarihi: 10.06.2014
©2015 Tiirk Ortopedi ve Travmatoloji Dernegi

Bu yazinin gevrimigi Ingilizce versiyonu
WWW.QOtt.O['g.t[‘ adresinde

doi: 10.3944/A0TT.2015.14.0006
Karekod (Quick Response Code)




Ozdel ve ark. Distraksiyon osteogenezinde HiF stabilizasyonunun etkisi 81

termekte ve HIF'i stabilize ederek, HiF'e bagli mekaniz-
malarla VEBF ekspresyonunu arttirmaktadir.

Caligmamizda sicandaki hizlandirilmis DO mode-
linde oral olarak uygulanabilen HIF stabilizatdriiniin
(FG-2216) etkisini incelemeyi amagladik.

Hastalar ve yontem

Galismamiz Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu'ndan onay alinarak hazirland: (Rapor No:
2012-03/02). Agirliklarr 250 ila 400 g. olan 24 adet
Wistar albino si¢an rastgele deney ve kontrol gruplarina
ayrildi. Siganlarin sol tibia orta diyafizlerine osteotomi
uygulanarak mini eksternal fiksator ile tespit edildi. Bes
giinliik latent dénemi takiben giinde iki kez 0.4 mm
distraksiyon 10 giin boyunca uyguland.

Deney grubuna deney boyunca 60 mg/kg/giin butil
10-undecenoate (FG-2216°; Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, ABD) oral olarak verildi. 16. ve 30. giinlerde
her iki gruptan altigar adet sicanin distraksiyon araligin-
daki doku 6rnekleri histolojik ve immiinohistokimyasal
olarak incelendi. Her iki grup i¢in ayni distraksiyon rit-
mi uygulandi.

Anestezi i¢cin 12 mg/kg %2 ksilazin hidrokloriir
(Rompun®; Bayer HealthCare) ve 80 mg/kg ketamin
hidrokloriir (Ketalar®; Pfizer Inc., New York City, NY,
ABD) intermuskiiler olarak uygulandi. %10'luk povidon
iyot soliisyonu ile cerrahi alan hazirlanarak steril olarak
ortiildii. Tibia diyafizlerine proksimal ve distalden per-
kiitan olarak 0.8 mm pinler yerlestirildi. Longitiidinal
insizyonla orta diyafizden transvers osteotomi yapildi.
Serum fizyolojik ile irrigasyon yapilarak, cilt 4/0 emil-
meyen naylon monofilaman siitiir ile kapatildi. Proksi-
mal ve distal pinler fiksatdre tespit edildi. Sicanlar ayri
ayr1 kafeslere konularak serbest kafes aktivitesine bira-
kildi. Erken dénemde analjezi igin 1-2 mg/kg/giin para-
setamol 100 ml igme suyuna eklendi. Hayvanlar giinlitk

yara bakimu ile takip edildi.

Distraksiyon araligindan alinan &rnekler %10'luk
formaldehit soliisyonu ile fikse edilerek %10 formik
asitte ile dekalsifiye edildi. Dehidrasyon ve parafin ban-
yosundan sonra 4 pmlik kesitler alinarak hematoksilen
eozin (HE) ile boyandi. VEBF antikoru (GeneTex"; Ge-
neTex Inc., Irvine, CA, ABD) kullanilarak anjiyogenezi
gdstermek icin VEBF immiinohistokimyasal boyama
protokolii uygulandi. Distraksiyon araligindaki osteob-
last ve osteositlerin boyanma oranina gére VEBF skor-
lar1 belirlendi. Skorlar su sekilde gosterildi; hi¢ boyanma
yok 0; %1-25 boyanma 1; %26-50 boyanma 2; %50den
fazla boyanma 3.

Istatistiksel analizler icin IBM SPSS Statistics 20.0
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Sekil 1. Gruplarin ortalama VEBF skorlari.

(IBM Corp., Armonk, NY, ABD) program: kullanilds.
Kargilagtirmalar i¢in Pearson ki-kare testi ve Fisher'in

kesin testi uygulandi. P<0.05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismamizda FG-2216'nin oral kullanimiyla ilgili
olarak herhangi bir yan etki gézlenmedi. iki sican pin
yeri enfeksiyonu nedeniyle deneyin sonuna kadar giinlitk

yara bakimu ile takip edildi.

On altinc: giinde deney grubunda 5 siganda (%83),
kontrol grubunda ise 3 sicanda (%50); 30. giinde ise
deney grubunda 4 siganda (%67), kontrol grubunda 3
siganda (%50) intramembrandz ossifikasyon gozlendi.
Yine 16. giinde deney grubunda 2 sicanda (%33 ), kontrol
grubunda 1 sicanda (%16); 30. giinde ise deney grubun-
da 2 sicanda (%33), kontrol grubunda 3 sicanda (%50)
endokondral ossifikasyon izlendi. On altinci giindeki
ortalama Huddlestone fiizyon skoru®®’ deney grubun-
da 6.5 iken, kontrol grubunda 5.16 olarak hesaplandi.
Otuzuncu giinde her iki gruptaki ortalama fiizyon skor-
lar1 ayniydi (5,33). On altinci giindeki ortalama VEBF
skoru deney grubunda 1.67, kontrol grubunda 0.5 iken,
30. giindeki ortalamalar deney grubunda 0.7, kontrol
grubunda 0.3 olarak bulundu. Hem 16. hem de 30. giin-
lerdeki VEBF skorunun deney grubunda daha yiiksek
olmasina kargilik, sadece 16. giinde alinan sonuglari is-
tatistiksel olarak anlamlilik gostermekteydi (p<0.05)
(Sekil 1, Tablo 1).

Tartisma

Distraksiyon osteogenezinde oral olarak etkili bir aja-
nin dogrudan etkisinin gosterilmesi agisindan ¢aligmamiz
ilk 6rnektir. Genetik manipiilasyonlar ve lokal uygulama-
lar gibi HIF mekanizmasiyla iliskili diger calismalarla
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Tablo 1.  16. ve 30. glin VEBF skorlarinin karsilastirmasi.
Kontrol Deney
Rat 16. giin 30. giin 16. giin 30. giin
Skor Ortalama Skor Ortalama Skor Ortalama Skor Ortalama
0.5 0.3 1.7 0.67
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kargilastirildiginda calismamizda invaziv olmayan bir
kimyasal ajan ile anjiyogenezin uyarildig1 gériilmekeedir.
Distraksiyon osteogenezinde FG-2216 gibi oral ajanla-
rin uygulanmasinin gelecekte daha da nem kazanacag
diistiniilmektedir. FG-2216 daha 6nce anemi tedavisinde
kullanilmigtir. Bernhardt ve ark. kronik bobrek yetmezligi
(KBY) bulunan hastalara ve géniillii saglikli kisilere oral
yoldan FG-2216 uygulamuslar ve KBY'li hastalarda 30.8,
géniilliilerde ise 12.7 kat yiikselmis eritropoetin (EPO)
diizeyleri bildirmislerdir.® Bir bagka ¢alismada HIF
diizeylerinin yiikselmesini takiben FG-2216 ile spesifik
prolil-hidroksilaz inhibisyonu olusturulmus ve bunun
miyokard enfarktiisiinde miyokardiyumun fonksiyon-
larini korumak amaciyla kullanilabilecegi belirtilmistir.
1 Prolil-hidroksilaz inhibitérii ile kanser hiicrelerinin
proliferasyonunun azaltildigs, yani néroproteketif etki elde

edildigi de bir diger calismada aktarilmaktadir.®

Konuyla ilgili bir¢ok ¢alismada bifosfonatlar, pamid-
ronik asit, zoledronik asit, 25-dihidroksivitamin D3,
biiytime fakedrii, fibroblast biiyiime faktérii-b, insiilin
benzeri biiyiime faktorii gibi etkili ajanlar kullanilmstir.
14 Bunlara ek olarak, bazi ¢alismalarda DO'de kallus
dokusuna osteoblast transplantasyonu!™ ve deminerali-
ze kemik matriksinin greft olarak kullanilmas: gibi uy-
gulamalar da basarili olmustur.

Deney grubunda daha yiiksek VEBF diizeyleri FG-
2216'nin etkinliine isaret etmektedir. Distraksiyonun
sonlanmasini takiben VEBF skotlarinin daha iyi oldugu
gdriilmiigtiir; zira, yeni kemik olusumuyla korele bir se-
kilde, distraksiyon araligindaki anjiyogenez i¢in baskin
olan fazin distraksiyon fazi oldugu diisiiniilmektedir.
Sonuglarimiz, periyodik HIF stabilizatorii uygulama-
st ile toplam distraksiyon zamaninin kisaltlabilecegini
gdstermektedir. Ayrica, HIiF yolagi tizerinden etki eden
VEBFnin aktivasyonu ile EPO uyarilarak, distraksiyon
araliginda dolayli bir kan akimi artist yaratip yeni hiicre-
lerin olusumu i¢in uygun kosullarin meydana gelmesini
saglamis olabilir. Anjiyogenezin iist basamak mekaniz-

malar1 HiF'in baskinliginda meydana geldigi i¢in, Wan
ve ark. farelerde HIF yoklugunda kemik yogunlugunda
azalma saptamiglardir.'® Kirik iyilesmesi ve kemik de-
fekti modelleri tizerine kurgulanmis bazi ¢aligmalarda
anjiyogenezin lokal VEBF ile uyarildig: da gosterilmistir.
Fassbender ve ark/nin ¢alismasinda, anjiyogenez inhibi-
torii olarak fumagillin kullanilmis ve sicanlardaki dist-
raksiyon aralifinda 84. giinde ciddi oranda atrofik kay-

namama oldugu gézlenmistir.!"”

Mekanotransdiiksiyon fenomeni kapsamindaki pro-
liferatif ve biyosentetik hiicre fonksiyonlarinin uyaril-
masi net olarak anlagilmamis olmasina ragmen, yaygin
kabul gérmiis olan diisiince mekanik stres ne kadar uzun
siireliyse yeni kemik olusumu iin gerekli olan sinyal iire-
timinin de o kadar giiclii oldugudur. Distraksiyon hizi
ve siklig1 bu noktada 6nem arz etmektedir. Distraksiyon
araligindaki mikrogevre, distraksiyon sikhiginin arttig
ancak hizin sabit kaldig1 kosullarda iyi korunmaketadir;
zira, mekanik uyarilmanin frekansinin artmasi yeni ke-
mik ve damar olusumunu da arttiracaktir.™® Biz sigan-
larda geleneksel olarak kullanilan distraksiyon hizindan
biraz daha fazla olan 0.8 mm/giin hizini ¢calismamizda
uyguladik. Distraksiyon hiz1 ve ritmi ile iliskili yaymlar
bulunmakla birlikte bunlarin herhangi birinde optimum
bir orandan s6z edilmemektedir. Paccione ve ark.nin ¢a-
lismasinda, 1 mm/giin distraksiyon hizi kullanilmig ve
sicanlarin mandibula kemiklerinde yetersiz anjiyogenez
ve kemik olusumu gézlemlenmis olup, 0.5 mm/giin hi-
zinda ise mitkemmel sonuglar alinmistir." Bagka bir ¢a-
lismada tavsandaki DO modelinde hizli distraksiyon ise
yetersiz anjiyogenez ile sonuglanmustir. [

Klinik ve deneysel ¢alismalarda 1 mm/giin tizerinde-
ki distraksiyon hizlarinda periostun, yeni olusmakta olan
damarlarin ve kemik olusumunun zarar gordiigii, bunun
sonucunda da kaynamada gecikme ya da kaynamama
gdzlendigi bildirilmistir."” Calismamizda FG-2216 uy-
gulanmasina bagli olarak VEBF diizeylerinde artis elde
ettik; ancak, HIF stabilizasyonuna bagli VEBF aktivas-
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yonunun DQO’ya etki eden uygun biyomekanik kosulla-
rin eksikligini de dengeleyememis oldugunu fark ettik.
Olusturdugumuz distraksiyonun ritmi mikrogevreyi
olumsuz etkilemesiyle olusan genel blokaj sonucunda ye-
tersiz kemik olusumu meydana gelmisti. Bununla birlik-
te, yine de, distraksiyon araliginda artmis oranda VEBF
aktivitesi saptadik. Zayif organizasyonlu ve kan akimi az
olan graniilasyon dokusunun erken dénemde olugmasi-
nin nedeni hizli distraksiyona bagl oldugundan,” DO
modelimizdeki distraksiyon araligindaki yetersiz kemik
kalitesinin distraksiyon ritmimizle iliskili oldugunu dii-
siintiyoruz. Distraksiyon siirecinde graniilasyon dokusu,
fibrokartilaj doku ve kistler distraksiyon araligin1 doldur-
makta ve goreceli olarak daha az kemik olusumu goriil-
mektedir. Azalmis osteoblast aktivitesi, kikirdak dokular
ve kistler distraksiyon araliginda yeni kemik olusumuna
miidahale ederek ortamin kaynamama ile sonu¢lanmasi-
na yol agmaktadirlar.!*) Her bir distraksiyon hamlesi
ile kemigin osteotomi yapilnus iki tarafinda gerilim art-
makta ve rejenerat tizerinde mekanik stres olugmaktadir.
Sabit bir giinliik distraksiyon hiziyla, frekans arttirilarak
aralik ¢evresinde gerilim kararli bir yapida tutulabilir ve
bu durumun rejenerat cevresindeki yumusak dokuda
daha az hasar yarataca@: diisiiniilebilir. Bu ¢alismada dii-
siik frekansli (giinde iki kere) hizlandirilmis distraksiyon
orani mekanik mikrogevreyi degistirerek rejenerat tize-
rinde olumsuz etkilere yol agmistir.

Sonug olarak, ¢calismamizda FG-2216 kullaniminda
HIF mekanizmasi ile VEBF diizeylerinde artis ve anji-
yogenezde uyarilma gerceklesmektedir. Hizlandirilmag
distraksiyona bagli olusan olumsuz biyomekanik kosul-
lar sadece VEBF uyarimi ile dengelenememekte, bunun
sonucunda da yeni kemik olusumu sekteye ugramakta-
dir. Distraksiyon osteogenezinde VEBF uyariminin oral
bir ajanla olusturulmasi, gelecekteki ekstremite uzatma
cerrahisi prosediirleri a¢isindan umut vericidir. Anjiyo-
genez ve farkli biyomekanik kosullar arasindaki etkile-
simlerin aragtirilmasi icin DO iizerine yeni deneysel ¢a-
lismalar gerekmeketedir

Cikar ortiismesi: Cikar drtiismesi bulunmadig: belirtilmistir.
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