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REKOMBİNANT İNSAN KEMİK MORFOGENETİK PROTEİNİ - 2'NİN İNVİVO ETKİNLİĞİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

Cansu ALPASLAN* 

Ö Z E T 

Rekombinant teknikle üreti len insan kemik 
morfogenetik proteini-2 (rhBMP-2) aktif bir kemik 
indükleyici molekül olmakla bir l ikte, klinik uygu
lamalarda kullanılabilmesi için uygun bir taşıyıcı
yı gerektirmektedir. Bu çalışmada poli laktik asit 
poliglikolik asit kopolimeri ve kan pıhtısı taşı
yıcı olarak kullanılarak rhBMP-2'nin invivo etkin
liği immünohistokimyasal olarak araştırılmıştır. 
Materyalin deri aitına implantasyonunu takiben 
deney grubunda birinci haftada kıkırdak ve ke
mik formasyonu, üçüncü haftada kemik i l iği for
masyonu gözlenirken, kontrol grubunda altıncı 
haftada bile kemik veya kıkırdak formasyonu 
gözlenmemiştir. Polilaktik asit poligl ikol ik asit 
kopolimeri deney ve kontrol gruplarında altıncı 
haftada rezorbe olmuş, istenmeyen herhangi bir 
reaksiyona sebep olmamış, böylece rhBMP-2 
için uygun bir taşıyıcı olarak kullanılabileceğini 
kanıtlamıştır. 

Anahtar Kelimeler : Kemik Morfogenetik 
Proteini, taşıyıcı. 

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. 

Key Words : Bone Morphogenetic Protein, 
delivery system. 

GİRİŞ 

Demineralize kemik parçacıklarının ektopik 
bir bölgeye implante edildiğinde, embriyoloj ik 
kemik oluşumu veya kırık iyileşmesindekine 
benzer bir şekilde kemik oluşumunu indüklediği 
ilk kez Urist (1) tarafından deneysel olarak gös
teri lmişt ir. Demineralize kemikte, kemik olu
şumundan sorumlu tutulan aktif faktörün protein 
yapısında olduğu belir lenmiş ve kemik morfo
genetik proteini (Bone Morphogenetic Protein -
BMP) olarak adlandırılmıştır. Kemik tamir ola
yında ve hatta kemiğin normal yapısının korun
masında önemli rolleri olduğu düşünülen BMP'-
lerden bugüne kadar 7 adedinin moleküler ya

pısı belirlenerek BMP-1'den BMP-7'ye kadar ad
landırılmıştır (2 - 5). Sığır kemiğinde kemik in-
düksiyonundan sorumlu aktif proteinler izole 
edil ip, aminoasit dizi l imlerinden yararlanarak 
moleküler yapıları belir lenmiş ve genetik mü
hendisliği yardımıyla sataştır ı larak üreti lebil in-
miştir. BMP-1 dışında diğer 6 BMP'nin amino
asit dizi l l imi benzer olup Transforming Büyüme 
Faktörü - beta (TGF - beta) grubu ile de çok ya
kın benzerlik göstermektedir (4, 5). 

* G.Ü. Dişhekimliği Fakültesi, Ağız, Diş, Çene Hasta
lıkları ve Cerrahisi Anabilim Dalı, Öğretim Üyesi. 
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Oral ve maksillofasiyal cerrahi konseptle-
rini değiştirebilecek son gelişmelerden birisi 
BMP'lerin klinik kullanımda yer alması olmuş
tur (6). Ancak BMP'nin elde edilebilmesi için 
çek fazla miktarda kemiği gerektirmesi yaygın 
kullanımını olanaksız kılmaktadır (2). En yeni 
gelişmelerden birisi olan ve BMP'lerin rekom-
binant teknik yardımıyla üreti lebilmesine olanak 
sağlayan yöntemlerin gel işt ir i lmesi uygun kemik 
bulma zorunluluğunu ortadan kaldırmaktadır (7). 
Bu teknikle rekombinant insan BMP mRNAsı bir 
t ip insan osteosarkom hücresinden (U20S) el
de edildikten sonra DNA yapısı belir lenmekte 
ve insana ait bu DNA dizi l imi Chinese Hamster 
Ovary (CHO) hücrelerine kopyalanarak üretile-
bil inmektedir (5). Ancak klinik vakalarda kulla
nımından önce rekombinant insan morfogenetik 
proteini-2 (recombinant human bone morphoge-
netic protein-2, rhBMP-2)'nin uygun bir taşıyıcı 
kullanılarak kemik oluşumundaki etkinl iğinin hay
van çalışmaları ile gösteri lmesi gereklidir. Bu 
çalışma poli laktik asit poligl ikol ik asit kopolimeri 
ve kan pıhtısı taşıyıcı olarak kullanıldığında 
rhBMP-2'nin etki mekanizmasının ve taşıyıcısı
nın etkinl iğinin in vivo ortamda immünohisto-
kimyasal olarak incelenmesi amacıyla yapılmış
tır. 

MATERYAL VE METOD 

Bu çalışmada 32 adet 5 haftalık beyaz Long 
Evans ratı kullanıldı. Deney hayvanlarının gö
ğüs bölgesine orta hattan deri insizyonu yapı
larak künt diseksiyonla alttaki kas doku ile deri 
arasında materyalin yerleşt ir i lmesine uygun 
boşluk oluşturuldu. 20 µg rhBMP-2, 200 µl kan 
pıhtısı ve sentetik bir taşıyıcı yardımıyla göğüs 
bölgesinde deri altına bilateral olarak yerleşti
r i ld i . Sentetik taşıyıcı olarak 250 µm çapında ve 
poli laktik asit - poligl ikol ik asit kopolimeri yapı
sında pöröz mikro küreler kullanıldı. Kontrol 
hayvanlarında ise deri altına sadece kan pıhtısı 
ve sentetik taşıyıcı yer leşt i r i ld i . İnsizyonlar pri-
mer olarak kapatılarak deri üzerinde implant ma
teryalinin yerleştir i ldiği bölge küçük metal küp
ler ile işaretlendi. 

implant materyalinin yerleşt ir i lmesini taki

ben 1, 3. 5 ve 6. haftalarda deney ve kontrol 

grupları için 4'er hayvan tartılarak eter ve 10 
mg/100 gr ketamin ile anestezi altına alındı. 
Diaframa paralel olarak yapılan deri ve kas in
sizyonu ile intraperitonel boşluğa ulaşıldı ve 
buradan da göğüs kafesine giri lerek kalbin sol 
ventrikülünden sokulan plastik bir kanül yardı
mıyla hayvanlara f iksatif solüsyon veri ldi. İmmü-
nohistokimyasal inceleme amacıyla hayvanlar 
250 cc 1/4 Karnovski solüsyonu ile f ikse edildi. 
Fiksasyonu takiben deri diseke edilerek implan-
te edilen materyaller alttaki kas doku ve kabur
galar ile bir l ikte blok olarak çıkartıldı. Postope-
ratif fiksasyon amacıyla elde edilen spesimenler 
1 saat 1/4 Karnovski solüsyonunda bekleti ldi, 
daha sonra kakodilat bafır içeren şişelere alın
dı. Spesimenler % 4.13'lük etilen diamin tetra-
setik asit (EDTA) da (pH 7.3) 4°C'de 10-21 
gün süreyle dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyonu 
takiben spesimenler küçük parçalara kesilerek 
değişen derecelerde etanol ile (% 70, % 80, 
% 90, % 95, % 100) ikişer kez 10'ar dakika sü
reyle dehidre edildi. Spesimenler immünohisto-
kimyasal değerlendirme için dehidrasyonu taki
ben Technovit 8100 rezine (Heraeus Kulzer 
GmbH. Philipp-Reis-Strasse 8. D-6393 Wehrheim 
/TS) gömüldü. Porter-Blum MT-1 mikrotomu kul
lanılarak cam bıçak yardımıyla 2 µ'luk kesitler 
alındı. Alınan kesitler tartarik asite dirençli asit 
fosfataz aktivitesinin (TRAP) tayini için Azo bo
yası ve ardından metilen mavisi ile boyanarak 
ışık mikroskobunda incelendi. 

SONUÇLAR 

rhBMP-2'nin kan pıhtısı ve sentetik taşıyıcı 
yardımıyla deri altına implante edildiği deney 
grubunda birinci haftada sınırlı bir bölgede lo-
kalize kıkırdak formasyonu ve sentetik taşıyıcı
nın periferinde kemik formasyonu gözlendi 
(Resim 1, 2). Üçüncü haftada kemik formasyo
nunun pöröz mikro kürelerin arasındaki boşluk
larda ve içlerinde de yer aldığı gözlendi (Resim 
3). Yeni oluşan kemik yüzeyinde osteoblastlar 
ve TRAP boyası ile pozitif olarak boyanan oste-
oklastlar kemikte aktif bir yeniden şekillenme 
olduğuna işaret etmekteydi. Üçüncü haftada 
implantın iç kısımlarında kemik il iği formasyonu 
olduğu ve hematopoetik hücrelerin yer aldığı 
gözlendi (Resim 4). Beşinci haftada kemik ve 
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Resim 1. rhBMP-2'nin subkutan olarak implante edildiği 
deney grubunda birinci haftada sınırlı bir böl
gede izlenen kıkırdak formasyonu (Azo boyası 
ve metilen mavi x 20). 

Resim 4. Deney grubunda 3. haftada kemik iliği formas
yonu ve hematopoetik hücreler görülmektedir. 
(Azo boyası ve metilen mavi x40). 

kemik i l iği formasyonu aynı biçimde devam et

mekte olup taşıyıcının büyük bir kısmının rezorbe 

olduğu dikkati çekt i . Alt ıncı haftada ise taşıyı

cının tamamen rezorbe olduğu saptandı (Re

sim 5). 

Resim 2. Deney grubunda 1. haftada taşıyıcının perile
rinde kemik formasyonu görülmektedir. (Azo 
boyas! ve metilen mavi x 20). 

Resim 3. Deney grubunda 3. haftada pöröz mikro küreler 
arasında kemik formasyonu görülmektedir. (Azo 
boyası ve metilen mavi x 20). 

Deney grubu ile kıyaslandığında kontrol 

grubunda hiç bir dönemde kemik ve kıkırdak 

oluşumu gözlenmedi (Resim 6). Sadece sentetik 

taşıyıcı ve kan pıhtısının implante edildiği kont

rol grubunda iltihabi reaksiyon veya yabancı ci

sim reaksiyonu gözlenmedi. Taşıyıcı deney gru

bundaki ile benzer olarak altıncı haftada rezorbe 

oldu. 

Resim 5. Deney çrubunda 6. haftaca kemik ve kemik iliği 
formasyonunun yanıssra taşıyıcının tamamen 
rezorbe olduğu izlenmektedir (Azo boyası ve 
metilen mavi x 10). 
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Resim 6. Kontrol grubunda 4. haftada bile kıkırdak veya 
kemik oluşumu gözlenmemektedir. (Azo boyası 
ve metilen mavi x 20). 

TARTIŞMA 

Bu çalışmada deri altına poli laktik asit polig
l ikolik asit kopolimeri ve kan pıhtısı ile bir l ikte 
implante edilen rhBMP-2 yedinci günde kıkırdak 
ve kemik oluşumunu, 21. günde de kemik i l iği 
oluşumunu indükleyerek canlı kemik dokusu 
oluşumunu sağlamıştır. Diğer çalışmalarda (7) 
bildiri len bulguların aksine kemik oluşumu kı
kırdak oluşumunu takiben oluşmamıştır. Kemik 
ve kıkırdak oluşumu 7. günde farklı lokalizas-
yonlarda gözlenmiştir. 

BMP'lerin klinik kullanıma girmesiyle yakın 
bir gelecekte otojen kemik greft lerinin kullanı
mı azalabilecek veya tamamen ortadan kalka
bilecektir. BMP'lerin klinik kullanımda yer ala
bilmesine yönelik, taşıyıcı olarak kullanılabile
cek biomateryal arayışı ve bu materyallerin da
ha çok gel işt ir i lmesi ise çalışmaların en çok 
yoğunlastırıldığı alanlardan birini oluşturmakta
dır. BMP'nin lokal olarak kemik oluşumunu in-
dükleyebilmesi için bir taşıyıcı yardımıyla o böl
gede immobilize edilmesi gereklidir. Bu amaçla 
aktif matriksten arıtılmış allojenik kemik veya 
otojen kemik taşıyıcı olarak kullanıldığında ke
mik indüksiyonu sağlanmıştır (8 -10). Ancak 
BMP'nin insanlarda yaygın olarak kullanılabil
mesi için biyolojik uyumu iyi olan, kolay elde 
edilebil ir ve uygulanabilir olan ve aynı zaman
da kemik dokunun gel işimi için uygun bir yapı 

G.Ü. Dişhek. Fak. Der., 1995 

oluşturan sentetik bir taşıyıcının etkinliğinin 
gösteri lmesi gereklidir. 

BMP bir taşıyıcı olmaksızın tek başına kul
lanıldığında kemik indüksiyonun oluşması için 
çok fazla miktarda kullanılması gerekmiştir (7). 
Taşıyıcının fonksiyonu hücresel cevap gelişince-
ye kadar indüktif proteinleri o bölgede immo
bilize etmesi olabilir. BMP'ler için ideal taşıyı
cının belirlenmesi başarılı bir osteoindüktif imp-
lantın gel işt ir i lebi lmesi açısından oldukça bü
yük önem taşımaktadır. İdeal olarak taşıyıcı 
implant sınırları içinde BMP'nin kemik oluşu
munu st imüle etmesini sağlamalıdır. Aynı za
manda biyolojik uyumu iyi olmalı, vücutta yıkı
larak metabolik olarak uzaklaştırılabilmeli, yeni 
oluşan kemikle tamamen yer değişt irmeli , BMP 
için inert olmalıdır (11). Bu çalışmada taşıyıcı 
olarak kullanılan poli laktik asit poliglikolik asit 
kopolimeri bu özell ikleri taşıyarak ideal bir ta
şıyıcı olarak kullanılabileceğini düşündürmüştür. 

Yapılan invitro bir çalışmada hücre ataç-
manının ve osteoblast gelişiminin en fazla polil-
aktid- gl ikol id yüzeylerde, en az hidroksilapatit 
yüzeylerde, hidroksilapatit/poli laktid- gl ikolid 
yüzeylerde ise orta derecede olduğu gösterilmiş
t i r (12). Polilaktik asit poligl ikolik asit kopolimeri 
biyolojik uyumu iyi olan ve biodegrade olabilen 
bir materyal olup, plak şekli ortognatik cerrahi 
sonrası osteosentez amacıyla kullanıldığında 
geç komplikasyonlar olmaksızın normal iyileşme 
sağlanmıştır (13). Bu çalışmada rhBMP-2'nin ta
şıyıcısı olarak kullanılan poli laktik asit poligliko
lik asit kopolimeri istenmeyen bir reaksiyona 
sebep olmamış ve kemik indüksiyonuna izin ve
rerek 6. ayda tamamen rezorbe olmuştur. Mi-
yamoto ve arkadaşları (14) poli laktik asit - poli-
eti len glikol blok kopolimerinin BMP için uygun 
bir tasıvıcı olduğunu ileri sürerek 3. haftada 
rezorbe olduğunu bi ldirmişlerdir. Ancak bu ça
lışmada kemik oluşumunun 3. haftada mikro kü
reler arasındaki boşluklara doğru sokularak de-
vam ett iği ve taşıyıcının halen matriks görevini 
sürdürdüğü gözlenmiştir. Bunun yanısıra degra-
de olan polimerlerle 40 gün süresince günlük 
sabit dozda ilaç salınımı sağlandığı bildiri lmiş
tir (15). Bu nedenle rhBMP-2 taşıyıcısının 6. haf
tada rezorbe olması kemik oluşumunun daha 
uzun indüklenmesi açısından avantaj olabilir. 
Kortikal kemik defektlerine implante edilen po-
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lilaktid poligl ikolid kopolimerinin absorbsiyonu 
ile yeni kemik oluşumu arasında bir bağlantı 
bulunmamakla bir l ikte degredasyon hızlı oldu
ğunda kemik rejene>asyonunun inhibe olduğu 
gözlenmiştir (16). 

Reddi ve arkadaşları (17, 18) demineralize 
kemik tozunun kemik indüksiyon kapasitesinin 
partikül büyüklüğüne bağlı olduğunu bildirerek 
74-420 µm büyüklüğündeki partiküllerin kemik 
oluşumunu indüklediğini ancak 4 4 - 7 4 µm bü-
yüklüğündekilerin indüklemediğini bi ldirmişler
dir. Yine, Syftestad ve Ur ist(19) partikül bü
yüklüğü 125 u.m'den küçük olduğunda kemik 
indüksiyonunun oluşmadığını bi ldirmişlerdir. 
Bunun sebebi implantın yapısının hücreler için 
bir atinite oluşturması ve vaskülarizasyon için 
uygun bir iskeletsel yapı sağlaması olabil ir. Ni
tekim, demineralize kemik partikülleri sıkıştırı
lıp kas içine implante edildiğinde vaskülarizas-
yonun geciktiği ve buna bağlı olarak da rekal-
sifikasyon ve kemik gel işiminin geciktiği bildi
ri lmiştir (20). Bu çalışmada Ha mikro kürelerin 
250 fim büyüklüğünde oluşu erken kemik for
masyonunda rol oynayan önemli faktörlerden 
biri olabil ir. 

rhBMP-2'nin poli laktik - poligl ikolik asit ko
polimeri ve kan pıhtısı ile bir l ikte deri altına 
implantasyonu ile kemik i l iğini de içeren canlı 
kemik dokusunun indüksiyonıı, klinik uygulama
larda polilaktik asit poligl ikol ik asit kopolimeri
nin rhBMP-2 için uygun bir taşıyıcı olabileceğini 
düşündürmektedir. 
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