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OZET

Calismada tavsanlar Uzerinde olusturulan distraksiyon osteogenezisi
modelinde lokal uygulanan desferoksamin (DFO) ve bone morfojenik protein
2’ nin (BMP-2) kemik olusumu Uzerine etkisi incelenmistir. Bunun igin 8’ er
tavsandan olusan kontrol, DFO ve BMP-2 gruplari planlandi. Tum tavsanlarin
sag tibia diafizine osteotomi uygulanarak mini eksternal fiksator ile tespit
edildi, 15 gun sureyle gunde iki kez 0,3 mm distraksiyon uygulandi. BMP-2
grubunda BMP-2 emdiriimis hemostatik jelatin singer osteotomi hattina
yerlestirildi. DFO grubunda DFO distraksiyon boyunca osteotomi hattina lokal
uygulandi. 38. Gun sonunda, olusan rejeneratta histolojik olarak yeni kemik
olusumu, immunohistokimyasal olarak doku VEGF aktivitesi degerlendirildi
ve mekanik olarak U¢ nokta egilme testi yapildi.

Yeni kemik olusumu gruplar arasinda farklilik gostermedi (p > 0.05).
VEGF skoru deney gruplarinda daha yuksek olarak saptandi, arasindaki fark
istatistksel anlamda farklilik géstermedi (p > 0.05). Ug nokta egilme testi ile
yapilan incelemelerde kuvvet ve edilme momenti, BMP-2 grubunda DFO ve

kontrol gruplarindan daha yuksekti (p < 0.05).

Lokal olarak uygulanan DFO ve BMP-2, VEGF duzeyini arttirmaktadir.
Ancak VEGF duzeyi ve yeni kemik olusumunda gdézlenen farkliliklar
istatistiksel diizeyde anlamh degildi. . U¢c nokta egilme testinde olusan
rejeneratin BMP-2 grubunda mekanik olarak daha dayanikli oldugu saptandi.
Distraksiyon osteogenezisinde VEGF etkinliginin arttirilmasi gelecek igin
umut vaad etmektedir. Bu amaca yonelik olarak deneysel distraksiyon
osteogenezisi modellerinde anjiogenezis uyariminin ve farkli biyomekanik

kosullarin etkilegsimini inceleyen yeni caligmalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: distraksiyon osteogenezisi, desferoksamin, bone

morfojenik



SUMMARY

Our research focuses on locally applied desferrioxamine (DFO) and
bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) rabbits. Control, DFO and BMP-2
groups were planned and each group had 8 rabbits. All rabbits operated with
osteotomy on right tibia diaphysis located by external fixator and 0,3 mm
distraction performed two times a day for 15 days. For BMP-2 Group, BMP-2
implemented absorbable haemostatic gelatine was placed to osteotomy line.
For DFO Group; DFO was locally applied along all distraction period. New
bone formation, immunohistochemical tissue VEGF activity and mechanical

three-point bending test noted in regenerate after 38" day.

No significant difference had been detected on new bone formation for
all three groups (p>0.05). Even though higher scores were noted in
experimental groups, there was no significant difference for VEGF score for
all groups (p > 0.05). On three-point bending test, BMP-2 Group’s strength
was higher than DFO and control Groups and significant difference was
detected (p < 0.05). BMP-2 Group’s moment of flexion was higher than DFO
and control Groups and significant difference was detected on examinations

made with three-point bending test (p < 0.05).

Locally applied DFO and BMP-2 increased VEGF level but new bone
formation was statistically insignificant because of negative biomechanical
conditions. In three-point bending test, formed regenerate was noted as
mechanically more enduring in BMP-2 group. Increased VEGF activity in
distraction osteogenesis promises progress for future. New studies on
distraction osteogenesis models’ angiogenesis stimulation and different

biomechanical conditions’ interaction aimed at this purpose are needed.

Keywords: distraction osteogenesis, desferrioxamine, bone

morphogenetic protein 2



GiRiS

Kemik dokusu yuUksek onarim ve rejenerasyon Ozelliklerine sahip,
kirnk iyilesmesi ve iskelet gelisimi esnasinda kemik olusumu ve
anjiogenezis’in beraber ilerledigi bir dokudur. Dogru kemik rejenerasyonu ve
kirik iyilesmesi i¢in hipoksi ve anjiojenik faktorlerin ortaya gikmasinin onemi
gOsterilmigtir (1,2). Yeterli kemik hemostazinin gergeklesmesi igin; endotel
hicrelerinin, anjiojenik faktorlerin, osteoblastlarin ve osteoklastlarin
etkilesimlerinin  belirlenmesi ile vaskuler yapi kemik patolojilerinin

tedavilerinin planlanmasinda buyuk role sahip olmustur.

Distraksiyon osteogenezi iskelet sistemi deformitelerinde énemli bir
tedavi seklidir. Distraksiyon osteogenezi sirasinda vaskuler yapilar yeniden
sekillenir (anjiogenezis) ve yeni vaskuler yapilar olusur ( vaskilogenezis)
(3,4). Anjiogenezis ve vaskilogenezis molekller etkilesimler ile
uyariimaktadir. Anjiojenik faktorler endotel hucrelerini uyarir ve endotel
hicreleri yer degistirerek tubdler yapilarini olusturur. Anjiojenik faktorler
disinda hipoksi ile induklenebilir faktoér ( HIF) yolunun kontroli altindaki
doku hipoksisi, anjiogenezis icin 6nemli bir itici guctlir (5). Hipoksi ile
indUklenebilir faktor — 1 transkripsiyon faktorinun stabilizasyonu ile vaskuler

endotelyal growth faktora (VEGF) ekspresyonu uyarilir (6).

Demir gelatort olarak bilinen desferoksamin (DFO) prolil
hidroksiksilaz (PHD ) ve hipoksi inibe eden faktor -1 (FIH-1) inhibisyonu

yaparak HIF stabilizatori olarak gérev yapar (7,8).

Bone morfojenik protein -2 (BMP-2) guglu bir osteojenik biylime
faktoridir, osteoprogenitér hicrelerin gogalmasini ve farklilagsmasini saglar.
Ayni zamanda dolayll anjiojenik etkisi vardir. Osteoblastlardan VEGF

uretimini uyarir ve endotel hicreler i¢cin dnemli bir kemoatraktandir (9,10).

Calismamizda, uygulanan DFO ve BMP-2'nin distraksiyon
osteogenezisi Uzerindeki etkisinin arastirimasi amaclandi. Bu nedenle,
1



olusturulan deneysel distraksiyon modeli kullanilarak DFO ve BMP-2’ nin

etkileri mekanik ve histopatolojik olarak incelendi.

|.Ekstremite Uzatiimasi ve Distraksiyon Osteogenezi

Distraksiyon osteogenezisin modern anlamda ilk c¢aligmalari
Codivilla tarafindan diafizer osteotomi ile iskelet traksiyonu kullanarak
femoral uzatma teknigini uygulamasi ile baslamistir (11). Deneysel ilk
calismayi ise Magnuson kdpekler tzerinde uygulamistir (12). Wagner (13,14)
ise hastalarin erken mobilize olduklari unilateral fiksator kullanimi teknigini
1970 ‘lerde geligtirmistir. De Bastiani (15) kallotazis adini verdigi teknikte
monolateral dinamik fiksator kullanarak metafizyel osteotomi sonrasi uzatma
gerceklestirmistir. 1950’lerde ise llizarov kirschner telleri ile kemigi tespit
ederek sirkuler fiksator uygulamigtir (16). llizarovun G. (17,18 ) caligmalari
ile kemik defektlerinin, ekstremite kisaliklarinin ve deformitelerin tedavisinde
onemli yeri olan distraksiyon osteogenezisinin biyolojik temelleri ortaya

konulmustur.

Distraksiyon osteogenezisi ekstremiteler arasi uzunluk farki olan
hastalarda basarili bir tedavi yontemidir. Bu esitsizligin nedenleri arasinda;
iskelet displazisi, tumor, enfeksiyon ve travma gosterilebilir. Basarili bir
tedavi yontemi olmasina ragmen pin dibi enfeksiyonu, eklem kontrakturleri,
pin gevsemesi, gecikmis konsolidasyon ve kirik gibi komplikasyonlari da

bulunmaktadir .

Distraksiyon osteogenezisi latent donem, distraksiyon dénemi ve
konsolidasyon donemi olmak uUzere 3 ana fazdan olusur (19-20). Latent
donem osteotomiyi takiben hemen baglar ve aktif distraksiyona kadar devam
eder. Kirik iyilesmesinin erken donemine benzer iyilesme dokusu olusur,
primer inflamasyon mekanizmalari tamamlanmigtir. Distraksiyon déneminde
olusan kallus Uzerine germe kuvvetleri uygulanir, kallus gerildikge fibroz bir
ara  bolge olusur. Kondrosit ve fibroblastlardan zengin bu bdlgede
farkhlasmis osteoblastlar osteoid olarak birikir ve mineral kristalizasyonuna
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ugrayarak mikrokolon zonunu olusturur. Fibréz ve mikrokolon zonlari
arasinda primer matriks gorulur ve istenilen uzunluk elde edildiginde
distraksiyon sonlandirilir (21-22). Konsolidasyon dénemi ise distraksiyondan
sonra olusan rejeneratin olgunlastigi donemdir. Distraksiyon osteogenezisi
sirasinda kallus Uzerindeki longitudinal gerginlige bagh olarak, canl dokular
yavas ve istikrarli bir traksiyona maruz kalirlar. Gerilen kallus dokusunda
olusan metabolik aktivasyona mekanotransduksiyon fenomeni adi verilir.

Olusan mekanik stress kemik yapimi i¢in indtksiyon saglar (23).

Distraksiyon osteogenezisinin basarisi bircok faktdére baghdir.
Bunlar arasinda en onemlileri osteotominin seviyesi, uzatma hizi, uzatma
ritmi, latent donemde bekleme suresi ve kulanilacak olan fiksatorin
nitelikleridir (24-25).

Metafizer ve diyafizer osteotomilerin karsilastirildigi deneysel ve
klinik calismalarda metafizer osteotomilerin iyilesme hizi ve potansiyelinin
diyafizer osteotomilere gére daha iyi oldugu goézlenmistir. Yapilan klinik ve
deneysel g¢alismalarda uygun gunluk uzatma hizinin 0,35 mm ile 1,4 mm
arasinda oldugu belirlenmigtir. llizarov (23) ve Delloye (26) en uygun uzatma
miktarinin gunlik 1Tmm oldugunu ve bununda bir gun icinde 4 esit uzatamaya
bolinerek yapilmasi gerektigini belirtmislerdir. GUnlik uzatma miktarinin
arttirlmasi sonucu, yeni kemik yapimi engellenir, kaslarda atrofi, skleroz,
nekroz ve kontraktirler gelisir, eklemlerde subluksasyon ya da dislokasyon
gorulebilir (27).

Kawamura’nin (28,29) nutrisyonel arterleri korumaya yonelik
olarak kortikotomiyi dnermis olmasina ragmen yapilan son calismalarda
kortikomi ya da periostun korundugu kapali osteotomiler arasinda fark
olmadigi, 6nemli olanin nutrisyonel arterlerin geligsimi icin yeterli bekleme
suresi oldugu belirtiimistir. Yapilan deneysel c¢alismalarda transvers
osteotomi sonrasi endosteal dolagimin gelisimi i¢cin 10 gunluk bekleme
suresinin yeterli oldugu belirtiimistir (30). Osteotomi sonrasi uygun bekleme
suresi klinik uygulamalarda 7-10 gundur (31-32). Bu sure hastanin yasi ve
kemigin niteligi gibi faktdrlere gore degisiklik gosterebilir (24).
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Distraksiyon sirasinda yeni olusan kemige llizrov tarafindan
rejenerat ismi verilmigtir (33,). Uzatma sirasinda intramembran6z ve
enkondral olmak Uzere iki tip yeni kemik olusumu gergeklesir.
intramembranéz kemiklesme anjiogenezle iligkili olmayan bir mekanizma ile
yassi kemiklerin olusumunda gerceklesir (42). Enkondral kemiklegsme ise
kirik iyilesmesinde gorulen ve embriyogenezis sirasinda uzun kemiklerin
olusumundan sorumlu olan mekanizmadir. Distraksiyon osteogenezisinde
baskin olan kemiklesme tipi intramembrandéz kemiklesmedir (34).
Distraksiyon osteogenezisinin latent doneminde osteotomi hatti hematom ve
inflamatuvar hucrelerden olusur (35). Distraksiyon bagsladiktan sonra
fibrovaskller bir koéprd, distraksiyondogrultusunda organize olur.
Distraksiyonun 1. haftasinda ara bolge avaskulerdir, kollajen lifleri ve
fibroblastlardan olusur. ikinci haftada ilk osteoblast hiicre kiimeleri gorulir, 3.
haftada ise kemik trabekullerinin organize olmasi ve ara bdlgenin

ossifikasyonu gercgeklesir.

Distraksiyon osteogenezisinde olugan rejeneratin kalitesini
etkileyen olumsuz faktérlerde vardir. Bunlardan bazilari; sigara kullanimi,
radyoterapi, kematerapétik ajan kullanimi ve proteinden fakir diyet olarak
belirtilmistir (36,37,38,39).

Deneysel distraksiyon osteogenezis c¢alismalarinda, yeni olusan
kemigin mekanik 6zellikleri, torsiyon, germe ve egilme kuvvetlerine karsi

olan direncine gore degerlendirilebilir (40,41).

II. Desferoksamin ve HIF-1’ in Stabilizasyonu

HIF, duslUk oksijen basincina yanit verebilen af heterodimerik
transkripsiyon faktérudir (43,44). HIF-1, HIF-2 ve HIF 3 olmak Uzere hipoksi
ile indUklenebilir 3 tip faktor tanimlanmigtir (45). HIF-1 ve HIF-2 hipoksik
kosullarda fonksiyon gosteren benzer 6zelliklere sahiptir. HIF-3 ise bu iki tipe
benzerlik gdstermez ve anjiogenezis Uzerine etkisi kanittanamamistir (46).
HIF-1, heliks yapisindaki HIF-1la ve HIF-1B proteinlerinin birlesmesi ile
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olusur (47). HIF-1'in etkisini ortaya gikarabilmesi i¢in p300 baglayan proteine
ihtiyag duyar ( 48). HIF-1 aktivitesi ortamdaki oksijen duzeyi ile belirlenir (49).
HIF-1 aktivitesi icin iki tip oksijen sensorl mevcuttur. Bunlardan birincisi prolil
hidroksilaz (PHD) , digeri ise asparjin hidroksilazdir ( FIH, HIF-1’i inhibe
eden faktor) (50,51). Her iki enzimde oksijen basincinin normal oldugu
durumlarda aktive olur. Prolil hidroksilaz (PHD) aktivasyonu sonucu von
Hippel-Lindau proteininin etkisi ile HIF inaktif hale gelir (sekil-1). FIH
tarafindan gergeklesen hidroksilasyon sonrasi ise HIF ile p300 arasindaki
iligski bozulur ve HIF -1 fonksiyonu azalir (51). Hipoksik hicre ortaminda HIF-
1 a, HIF-1pB ile birlesir ve HIF -1 yapisi olusur. HIF -1 nukleusa transloke
olur ve hipoksiye yanit veren gen bdlgesini uyarir. Sonug olarak HIF stabilize
olur ve anjiogenezis i¢in gerekli gen bolgesini aktif hale getirir (Sekil-2).

HIF-1 tarafindan dizenlenen 100’Un Uzerinde gen tanimlanmis olup
VEGF hipoksi tarafindan etkin hale geldigi en iyi bilinen proanjiojenik
faktordar. VEGF kemik dahil birgok dokunun anjiogenezinde kritik bir role
sahiptir  (52). VEGF ailesi VEGF-A , VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve
plasental buyume faktorinu igerir (53). VEGF diger bluyume faktorlerini
uyarir ve hicre ¢ogalmasini, dayanikliigi ve gocunu saglar. Ayni zamanda

damar gegirgenligini dizenler ve vaskuler tuplerin olusumuna yol agar.



HiPOKSI NORMOKSi

Prolil hidroksilaz

) ( HFla

VHL
ONOKLEUS
TRANSKRIPSIYON
| HIF
STABIL HIF DEGRADASYONU

Sekil-1: Hipoksi ile indUklenebilir faktor stabilizasyonu (50)

HiPOKSI

HIF-1a+HIF-1B
| HYG I Hedef gen I
P300/CBP l

VEGF

Sekil-2: HIF stabilizasyonu sonucu hedef gen uyariimasi ve VEGF salinimi
(52).



Hipoksi vaskuler endotelyal buyume faktoru reseptorinin
(VEGFR) ekspresyonunu duzenler. Cozunebilen formda olan bu reseptor
VEGF etkisi ortaya c¢iktiginda inhibe olur (54). VEGFR-2, VEGF
baglanmasini gergeklestiren ana mediatordur ve tirozinler ile reseptor
dimerizasyonu ve otofosforilasyonu saglayarak endotel hicre gogund,
farklilagsmasini ve ¢ogalmasini saglar (55).

Embriyonik donemdeki iskelet gelisimi sirasinda
perikondriyumun vaskularizasyonu olmadan avaskuler kikirdakta vaskuler
invazyon gerceklesmez. Gelismekte olan iskelette olusan mezensimal
dokular VEGF Uzerinden hipertrofik kikirdakta damar invazyonunu
gerceklestirir ve primer ossifikasyon merkezleri olusur (56,57).

HIF-1 a ve VEGF anjiogenezi uyarmadan kemik hucre
fonksiyonunu etkiler (58). HIF-1 a oksijen basincinin dusik oldugu buyime
plagi merkezinde apopitozisi indukler fakat periferdeki kondrositler daha
blylk bir hizla c¢ogalir. Bu veriler HIF-1 a’nin dogrudan kondrosit
proliferasyonunu sagladigini géstermektedir (59).

In vitro c¢alismalarda degisken oksijen seviyelerinde osteoblast
fonksiyonlari arasinda tezat sonuglar elde edilmistir (60,61,62,63). VEGF
osteoblastlarin  farklilasmasini saglar ve Osteoblast ve osteoklast
hiucrelerinde VEGF ve reseptorlerinin  ekspresyonunun mimkun oldugu
gOsterilmistir (64).

Yara iyilesmesi ve yeni doku olusumunda endotel hucre kemotaksisi
onemli bir role sahiptir. VEGF endotel hicreleri icin dnemli bir kemoatraktan
maddedir (65,66,67). PHD proteinleri oksidatif enzim ailesine dahil olup,
enzimatik aktivitesi icin Fe+2’ ye kofaktdér olarak bagli olan molekuler
oksijene ihtiyag duyar (68). insanda U¢ tip PHD ( PHD-1,PHD-2,PHD-3)
bulunur. Bunlar igcinde PHD-2 normoksi sirasinda HIF-1 o nin
dizenlenmesinden daha fazla sorumludur (69).

DFO demir toksisitesi ve hemokromatozis gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilan  bir demir gselatéradar (70). Gleadale ve arkadaslari
desferoksamin’in hipoksik kosullarda pro-anjiojenik maddelerin

ekspresyonunu sagladigini goéstermistir (71). Demir selatorleri indirek etkisi
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ile normoksik kosullarda PHD2 ve FIH-1'i inhibe ederek HIF-1 a aktivitesini
stabilize eder (72,73). Birgok klinik ¢alismada DFO’ in serebral, kardiyak ve
ekstremite iskemilerinde doku iyilestirici rolii gdsterildi (74,75). ik olarak
Clemens ve arkadaglari DFO’ nun kirikk iyilesmesi Uzerine etkisini
belgelemistir (76). DFO, HIF stabilizasyonu yaparak VEGF olugumunu
arttirir , olusan VEGF ise kirik iyilesmesi sirasinda yeni damar olusumunu
saglamaktadir (70,76).

[ll. Bone morfojenik protein-2

Bone morfojenik protein transforming growth factor g (TGF )
ailesine ait bir polipeptitdir (77). BMP’ ler kendi icinde farkli gruplara ayrilir.
BMP-2 ve BMP-4 homolog olanlardir. Diger grup ise BMP-5, BMP-6, BMP-7
ve BMP-8den olugur (77). BMP’nin kemik gelisiminde rolu oldugu
goOsterilmigtir ayni zamanda BMP'ler c¢esitli organlarin gelisimi  ve
farkhlasmasinda rol oynayan pleiotropik bluyame faktértudur (78).

Osteoblast farklilasmasi TGF , insulin benzeri buyume faktéri ve BMP
gibi buyume faktorleri tarafindan duzenlenir (79). Yapilan in vivo c¢aligmalar,
BMP-2' nin kemik rejenerasyonu ve kemik yeniden sekillenmesinde etkili
oldugunu goéstermistir (80,81). In vitro ¢calismalar BMP-2’ nin osteoblastlarda
farkhlasma belirteclerinin (osteokalsin, alkalen fosfotaz) ve mineralize kemik
nodullerinin ekspresyonunu arttirdigini gostermistir (82,83).

BMP distraksiyon osteogenezisinde kemik rejenerasyonu ve yeniden
sekillenmesinde Onemli bir role sahiptir (84,85). BMP’ler en gugcli
osteoinduktif faktorlerden kabul edilmektedir. Bu ailede en guglu etkiye BMP-
2 sahiptir (86). Distraksiyon osteogenezisinde kemik rejenerasyonu ve
konsolidasyonu sureglerinde onemli bir rol oynar (87). Yapilan c¢alismalar
distraksiyon osteogenezisinde BMP-2'nin uzun kemiklerde konsolidasyon
safhasini geligtirdigini gostermistir (88). Yapilan bir ¢alismada osteotomi
hattina emilebilen kollajen bir stinger ile yerlestirilen BMP-2’ nin doza bagimli

sekilde kemik yenilenmesini arttirdigi gosterilmistir (89).



Bone morfojenik proteinler sadece kemik olusumunu arttirmaz yapilan
in vivo calismalarda anjiogenezisi de arttirdigi gosterilmistir (90). BMP-2,
VEGF-A salinimini uyarir, VEGF-A ise osteoblastik farklilagsmayi uyarir (91).
BMP kirik iyilesmesinde anjiogenezisi stimule eder. BMP osteoblast kaynakl

VEGF-A salinimini uyararak anjiogenezisi arttirir (92,93).
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BMP-2 grubunun osteotomi bodlgesine, BMP-2 scaffold, cerrahi sirasinda bir
kez uygulandi. DFO grubunun osteotomi bodlgesine distraksiyon boyunca
desferoksamin  (Desferal®; NOVARTIS ) 200 pM/300uL/giin uygulandi.
Kontrol grubunda osteotomi bolgesine cerrahi disinda herhangi bir uygulama
yapilmadi. Deneyin 23. gununde uzatma sonlandirildi. On bes gunlik
konsolidasyon donemini takiben tavsanlar 38. gunde sakrifiye edilerek
tibiadaki rejenerat mekanik, histolojik ve immunohistokimyasal olarak

incelendi.

I.Cerrahi teknik

Anestezi amaciyla %Z2’lik ksilazin hidroklorir (Rompun, Bayer
healthcare) 14mg/kg ve ketamin hidroklorur (Ketalar, Pfizer) 80 mg/kg dozda
farkli siringalardan kas igi uygulandi. Sag alt ekstremite ameliyat sahasi %10
povidin iyot (Battikon; Adeka ) solisyonu kullanilarak temizlendi ve steril
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olarak ortuldu. Sag tibia proksimal ve distal metafizlerine 1mm ¢apinda ikiser
adet pin perkutan olarak yerlestirildi. Proksimal ve distaldeki pinler ilizarat
fiksatore tespit edildi (Sekil-3). Tibia proksimal diyafizine longitudinal cilt
kesisi ile ulasilarak osteotom ile transvers osteotomi yapildi (Sekil-4). Ayni
kesi kullanilarak bu seviyede fibulaya transvers osteotomi yapildi. Serum
fizyolojik ile osteotomi hatti yikandi, cilt 4/0 emilmeyen naylon monofilaman
dikis ile (Ethilon) kapatildi. Cerrahi sonrasinda bagimsiz kafes aktivitesine
birakilan tavsanlarin icme sularina analjezi amaciyla 100 ml’ lik 2-3
mg/kg/gin dozunda parasetamol konuldu. Hayvanlar standart yem ile

beslendiler, pin ve kesi bolgelerine gunlik pansuman yapildi.
[I. BMP-2 hazirlanigi

BMP grubunda 2.5 mikrogram Bone Morphogenic protein-2
(Recombinant human BMP2 protein; Genscript) salin ile karistirilarak 50
mikrolitrelik volim elde edildi. Hazirlanan BMP-2 salin karisimi emilebilen
hemostatik jelatin singere ( Spongostan ) emdirildi. Hazirlanan scaffold

osteotomi hattina yerlestirildi ve osteotomi hatti dikilerek kapatildi (Sekil 5-6).

Sekil-3: Ekstremiteye eksternal fiksatér uygulanmasi
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Sekil-4: Tibiaya osteotomi uygulanmasi

Sekil-5: Bone morfojenik protein-2 scaffoldu
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Sekil-6: Bone morfojenik protein-2  scaffoldun osteotomi hattina

yerlestiriimesi

[ll. Mekanik test

Deney sonunda tibia diz ve ayak bilegi eklemleri bir batin
olarak c¢ikarildi ve kas dokularindan siyrildi. Hazirlanan kemiklerde mekanik
degerlendirme icgin i¢ nokta egilme testi uygulandi. Ug nokta egilme testinde
deney numunesine bir kuvvet etkilediginde, numune kesitinin bir kisminda
basma gerilmesi, kesitin geri kalan kisminda ¢ekme geriimesi meydana
geliyorsa numune egilme halindedir. Egilme halindeki numunelerin kesitinde,
ic yuzeye yakin bolgede basma gerilmeleri, dis yluzeye yakin bolgede ise
cekme gerilmeleri meydana gelmektedir. Bu ydntemlerde ana gaye,

malzemeyi ¢atlatincaya kadar tek yonde egmektir.

Ug nokta egilme testinde L uzakliinda iki klemp arasina yerlestirilen
numunenin orta noktasindan P kuvveti uygulandi (Sekil-7) . Yapilan testde
kuvvet ve orta noktanin ¢okme miktari Olguldu. Mekanik duzenek sematik
olarak sekil 7’de gosterilmistir. Calismamizda test edilen kemik; kuvvet,
egilme momenti, rijidite ve ¢okme agisindan degerlendirildi. Bunun igin

kullanilan agagidaki denklemde ; orta noktanin ¢okme miktarini, P;
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uygulanan kuvveti, L; iki klemp arasi mesafeyi, El; numunenin rijitlik degerini

ifade eder.

5o PI3
~ 48EI

L/2 L/2

A
\ 4

PL/4

Sekil 7: Ug nokta egilme testi

Sekil 8: Ug nokta egilme testi uygulamasi
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IV. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme

Histopatolojik inceleme icin her U¢ gruba ait distraksiyon bolgesini
iceren orneklerin %10’ luk formaldehit solisyonunda fiksasyonu saglandi.
Takiben %10’ luk formik asit solusyonu iginde dekalsifikasyon iglemi
gergeklestirildi. Ornekler dehidrasyonu takiben parafin bloklara gomuldi.
Rutin takip islemleri sonrasi 4 um lik kesitler alinarak hematoksilen-eosin
(HE) ile boyanip incelendiler. Histopatolojik degerlendirmede HE boyall
kesitlerde endokondral ve intramembrandz kemiklesmenin varligi, iyilesme
bdlgesindeki damarlanmanin durumu ve yeni olusan kemik trabekullerinin
Ozellikleri incelendi. Angiogenezisi degerlendirmek i¢in immunohistokimyasal
boyama teknigi ile orneklere VEGF boyamasi uygulandi.
Immiinohistokimyasal boyama VEGF (Rabbit polyclonal VEGF, Anti-VEGF;
Abcam; England) antikoru ile Leica Bond-Max otomatik immunohistokimya
boyama cihazinda polimer DAB kit kullanilarak yapildi. immiinohistokimyasal
degerlendirme semikantitatif olarak yapildi. Her G¢ grubun distraksiyon
alanindaki fibroblast benzeri hlcreler, osteoblastlar ve immatir
osteositlerdeki boyanma dikkate alindi. Hig¢bir hicrede boyanma yoksa 0,
%1-25 oranindaki hlcrede pozitif boyanma varsa 1, %26-50 oranindaki
hicrede pozitif boyanma varsa 2, %50’nin Uzerindeki hicrede pozitif
boyanma varsa 3 olarak skorlandi. Bu skorlara gére boyanma yogunlugu

olarak 0 negatif, 1 hafif, 2 orta ve 3 kuvvetli pozitiflik olarak yorumlandi.

Her Ug¢ grupta HE boyali kesitlerde intramembrandz ossifikasyon kalitesi
degerlendirildi. Distraksiyon alanindaki sayica artmig, iyi gelismis,
cevrelerinde aktif osteoblastik zincir bulunan, birbirleriyle anastomozlasarak
bir kemik agi olusturan ve genelde kirik hattina uzunlamasina yonlenen
immatur kemik trabekdllerinin varhgi ossifikasyonun yeterli oldugu yoninde
degerlendirildi. Bu trabekullerin arasinda konjesyone goérunumlu bol damar
yapis| igceren gen¢ bag dokusu vardi. Bu gorunUmun aksine sayica az,
duzensiz ve gelisiguzel yerlesmis kemik trabekullerinin izlendigi olgularda

intramembrandz ossifikasyon yetersiz olarak degerlendirildi.
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Degerlendirmede intramembrandz ossifikasyon yaninda endokondral

ossifikasyon ve periosteal yeni kemik varligi da dikkate alind1.

l1I. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan
en duslk, en yuksek, frekans ve oran deg@erleri kullaniimigtir. Degiskenlerin
dagihmi Kolmogorov-Simirnov testi ile olguldid. Nicel verilerin analizinde
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney u testi ve bagimsiz érneklem t testi kullanildi.
Nitel verilerin analizinde ki-kare testi, ki-kare test kosullari saglanmadiginda

Fischer testi kullanildi. istatistiksel islemler SPSS 22.0 programinda yapildi.
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BULGULAR

Verilen lokal DFO ve BMP-2’ ye kargi deneklerde herhangi bir yan etki
g6zlemlenmedi. Pin bdlgesi enfeksiyonu tespit edilen kontrol ve DFO

grubundaki iki tavsan gunluk yara bakimi ile takip edildi.
.Mekanik inceleme sonuglari

Ucg nokta egilme testi ile yapilan incelemelerde BMP-2 Grubunda
kuvvet DFO ve Kontrol Grubundan anlamli (p < 0.05) olarak daha yuksekti.
DFO ve Kontrol Gruplan arasinda kuvvet acisindan belirgin fark
bulunmamistir (p >0.05). ( Tablo1-2) (sekil-9)

Ug nokta egilme testi ile yapilan incelemelerde BMP-2 Grubunda egilme
momenti DFO ve Kontrol Grubundan anlaml (p < 0.05) olarak daha yuksekti.
DFO ve Kontrol Gruplari arasinda egilme momenti agisindan belirgin fark
bulunmamistir (p > 0.05). ( Tablo1-2) (sekil-10)

Uc nokta egilme testi ile yapilan incelemelerde ¢ékme miktari BMP-2
ve DFO Gruplarinda daha yuksek olmasina ragmen her U¢ Grup arasinda
¢cOkme miktari agisindan belirgin fark bulunmamigtir (p > 0.05). ( Tablo1-2)
(Sekil-11)

Ug nokta egilme testi ile yapilan incelemelerde rijidite degeri Kontrol
Grubunda DFO ve BMP-2 Grubuna gore daha ylUksek olarak bulunmustur.
Her U¢ grup arasinda rijidite  agisindan belirgin fark bulunmamistir
(p > 0.05). (Tablo1-2) (sekil-12)
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I.Histopatolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme sonuglari

HE ile yapilan incelemelerde intramembranoz kemik olusumu BMP-2
Grubunda 3 denekte yeterli, 1 denek’te yetersiz, DFO Grubunda 2 denekte
yeterli, 2 denekte yetersiz, Kontrol Grubunda 2 denekte yeterli, 2 denekte
yetersizdi. Ug¢ grup arasinda intramembrandz ossifikasyon agisindan
belirgin fark bulunmamigtir (p > 0.05) (tablo 3-5) (sekil 14-17-18-23-24).

HE ile yapilan incelemelerde enkondral kemik olusumu DFO Grubunda
3 denekte yeterli, 1 denekte yetersiz , BMP-2 Grubunda 2 denekte yeterli, 2
denekte yetersiz , Kontrol Grubunda 1 denekte yeterli, 3 denekte yetersizdi.
U¢ grup arasinda endokondral Ossifikasyon acisindan belirgin fark
bulunmamistir (p > 0.05) (tablo 3-5) (sekil 16-20-21).

HE ile yapilan incelemelerde Ug¢ grup arasinda periosteal yeni kemik
yapimi miktari agisindan belirgin fark bulunmamistir (p > 0.05) (tablo3-5)
(sekil 15).

VEGF skoru DFO Grubunda BMP-2 Grubuna gore daha ylUksek , her ikKi
deney grubunda Kontrol Grubuna gore daha yuksek bulunmasina ragmen bu
farkhliklar istatistiksel olarak anlamli dizeyde degildi (p > 0.05) (tablo 3-4)
(sekil 13-19-22-25).
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Tablo-1: Ug nokta egilme testi sonuglarinin gruplara gére dagilimi

UC NOKTA EGILME TESTIi

Kuvvet EgilmeMomenti Cokme Rijidite
Numune
Adi (N) (Nmm) (mm) (Nmm?)
Kontrol-1 107,91 2158,20 4,36 264181,78
Kontrol-2 58,86 1177,20 5,62 111715,30
Kontrol-3 88,29 1545,08 15,13 41696,23
Kontrol-4 29,43 441,45 30,89 4287,31
Ortalma 71,12 1330.45 14 105470,15
Dfo-1 127,53 1912,95 6,11 93894,80
Dfo-2 176,58 2648,70 6,62 120068,00
Dfo-3 166,77 2501,55 22,10 33957,69
Dfo-4 13,24 198,54 107,91 551,96
Ortalama 121,03 1815,43 35,68 62118,11
Bmp-1 294,30 4414,50 12,95 102282,21
Bmp-2 196,20 2943,00 26,87 32855,76
Bmp-3 755,37 11330,55 33,17 102477,09
Bmp-4 198,20 2846,10 28,47 35645,83
Ortalama 361,01 5383,53 25,36 68315,22
Tablo-2: Ug nokta egilme testi sonuglari
Kontrol DFO BMP-2 p
71 t 34 121 + 75 361 t 267
Ort.ts.s.
Kuvvet (N) Med(Min- 0.018
Mak) 29 - 108 13 - 177 196 - 755
Egilme Ort.+s.s. 1,3 £+ 0,7 1,8 + 1,1 54 + 4,0
Momenti Med(Min- 0.021
(Nmm) Mak) 04 - 2,2 0,2 - 2,6 2,8 - 11,3
Ort 4.5, 14,0 + 12,2 35,7 + 48,7 25,4 + 8,7
Cokme (mm)  med(Min- 0.390
Mak) 4 - 31 6 - 108 13 - 33
RI]It'Ik (Nmmz) Ort.%s.s. 105 + 115 62 + 55 68 + 39
Med(Min- 0.779
(x10°) (
Mak) 4 - 264 1 - 120 33 - 102
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Sekil 9: Gruplarin kuvvet 6lgim sonuglari
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Sekil 10: Gruplarin egilme momenti dlgiim sonuglari
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Sekil 11: Gruplarin gékme 6lgim sonuglari
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Sekil 12: Gruplarin rijidite 6lgim sonuglari
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Tablo 3: Gruplarin Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal degerlendirme

sonuglari

Histopa?olojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme sonuglari
Intramembranéz | Endokondral Periosteal yeni VEGF
ossifikasyon ossifikasyon kemik yapimi SKORU

Kontrol-1 yeterli yeterli yetersiz 1
Kontrol-2 yetersiz yetersiz yetersiz 3
Kontrol-3 yetersiz yetersiz yeterli 2
Kontrol-4 yeterli yetersiz yeterli 2
Dfo-1 yeterlii yeterli yetersiz 3
Dfo-2 yeterli yeterli yeterli 2
Dfo-3 yetersiz yeterli yeterli 3
Dfo-4 yetersiz yetersiz yetersiz 3
Bmp-1 yeterli yeterli yeterli 3
Bmp-2 yeterli yetersiz yetersiz 2
Bmp-3 yetersiz yetersiz yetersiz 3
Bmp-4 yeterli yeterli yetersiz 2
Tablo-4: Gruplarin ortalama VEGF skorlari
Kontrol DFO BMP-2 P
Ort.2s.s. 2,0 £0,8 25 + 0,6 2,8 £ 0,5
VEGF Med(Min- 0.306
Mak) 2 1-3 3 2 -3 3 2 -3
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Sekil 13: Gruplarin VEGF skorlari

Tablo-5: Gruplarin histopatolojik degerlendirme sonuglari

KONTROL BMP-2 DFO p

n % n % n %

Endokondral Ossifikasyon
Yetersiz 3 75,0% 2 50,0% 1 25,0%

*p>0.05
Yeterli 1 25,0% 2 50,0% 3 750%
Periosteal yeni kemik yapimi
Yetersiz 2 50,0% 3 75,0% 2 50,0% .,
*p>0.05
Yeterli 2 50,0% 1 25,0% 2 50,0%
intramembranéz ossifikasyon
Yetersiz 2 50,0% 1 25,0% 2 50,0% .,
*p>0.05
Yeterli 2 50,0% 3 75,0% 2 50,0%

** Ki-kare test
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Sekil 14: Gruplarin intramembrandz ossifikasyon degerlendirmesi ( Grup 1:
kontrol, Grup 2: BMP-2, Grup 3: DFO)
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Sekil 15: Gruplarin periosteal kemik yapimi degerlendirmesi ( Grup 1:
kontrol, Grup 2: BMP-2, Grup 3: DFO)
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Sekil 16: Gruplarin enkondral ossifikasyon degerlendirmesi ( Grup 1:
kontrol, Grup 2: BMP-2, Grup 3: DFO )
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Sekil 17: Kontrol grubunda intramembrandz kemiklesme. Mezensimde yer yer
birbirine paralel dizilenmis, ¢evrelerinde osteoblastik zincirin izlendigi reaktif yeni
kemik trabekdlleri izlenmektedir (HEX100).

Sekill8: Kontrol grubunda intramembran6z kemiklesme. Masson’s Trikrom

boyamada mavi ile boyanmis reaktif yeni kemik trabekdlleri izlenmektedir (Masson’s
TrikromX100).
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Sekil 19: Kontrol grubunda kemik trabekiillerindeki osteositlerde ve gevre
mezensimal hiicrelerde VEGF ile immunreaktivitenin degerlendiriimesi (VEGFX200).

o '/"‘!;”'T'f‘)s"‘: A

Sekil 20: BMP grubunda endokondral kemiklesme. Hiicreden zengin kondroid
dokudan gelisen cevrelerinde osteoblastik zincirin izlendigi reaktif yeni kemik
trabekulleri izlenmektedir (HEX100).
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Sekil 21:BMP grubunda endokondral kemiklesme. Masson’s Trikrom boyamada
mavi ile boyanmis reaktif yeni kemik trabekdlleri ve kondroid doku izlenmektedir
(Masson’s TrikromX100).
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Sekil 22: BMP grubunda kondrositlerde, osteositlerde ve gevre mezensimal
hlcrelerde VEGF ile immuinreaktivite degerlendiriimesi (VEGFX200).
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Sekil 23: DFO grubunda intramembranéz kemiklesme. Mezensimde yer yer
birbirine paralel dizilenmisg, ¢cevrelerinde osteoblastik zincirin izlendigi reaktif yeni
kemik trabekdlleri ve sol alt kdsede inflamatuar hicreler izlenmektedir (HEX100).

Sekil 24: DFO grubunda intramembrandz kemiklesme. Masson’s Trikrom
boyamada mavi ile boyanmis reaktif yeni kemik trabekdulleri izlenmektedir (Masson’s
TrikromX200).
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Sekil 25: DFO grubunda kemik trabekdillerindeki osteositlerde ve cevre
mezensimal hiicrelerde VEGF ile immunreaktivite degerlendiriimesi. (VEGFX100).
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TARTISMA VE SONUG

Calismamizda, tavsan distraksiyon osteogenezis modelinde, lokal yolla
kulanilan DFO ve BMP 2’ nin VEGF aktivitesi ve yeni kemik yapimi

uzerindeki etkinligi degerlendirildi.

HIF aracili yollar kemik gelisimi, hemeostazi ve yenilenmesinde énemli
bir role sahiptir. Hipoksik kosullarda HIF-1a aktivasyonu sonucu osteoklast
ve osteoblast farklilagsmasi gergeklesir ve guclu anjiyojenik etki olusur. Wang
ve ark. 1993 yilinda HIF-1a aktivasyonunun bir demir selatéri olan DFO ile
artacagini ilk kez gostermislerdir (42) . Desferoksamin, PHD2 ve FIH-1
inhibisyonu  yaparak HIF stabilizasyonuna ve bu vyolla VEGF gen
ekspresyonu artisina yol acar. Bir c¢alismada siganlarda distraksiyon
osteogenezisi modelinde lokal uygulanan DFO’nun mikroanjiografik
incelemede damar sayisini %40 daha fazla arttirdidi tespit edilmistir (94).
Diger bir DFO uygulanan calismada femur kirigi olusturulan siganlarda

vaskularitenin ve kallus formasyonunun arttigi tespit edilmigtir (95).

BMP-2 osteoblast kaynakh VEGF-A yapimini ve dolayisiyla
anjiogenezisi  uyararak osteoblast farklilagsmasini  uyarir. BMP-2
uygulamasindan 24 saat sonra primer osteoblastlarda VEGF-A mRNA
sentezini arttirir ve protein sentezini uyararak VEGF-A Uretimini arttirir (96).
Yapilan birgok calismada, kirik modellerinde BMP-2'nin anjiogenez Uzerine
olumlu etkisi belirtiimigtir (97-98). Martine M ve ark. (99), Bone morfojenik
protein-2 uygulamasinin osteoblast kaynakli VEGF-A Uretimini arttirarak
anjiogenezi uyardigini belirtmistir. invivo anjiogenez modellerinde kornea
orneklerinde ve civciv koryoallantoik membran deneylerinde bone morfojenik

proteinin anjiogenezisi uyardigi gorualmustar (100-101).

DFO ve BMP-2 daha once distraksiyon osteogenezisi modelerinde
kullanilmig ve anjiogenezisi arttirdigi  goérulmagstir. Calismamizda, lokal

uygulanan her iki etkeni karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamh fark
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saptanmamasina ragmen her iki grubun VEGF skorunun kontrol grubuna
gére daha yiksek oldugu gérulmustir. iki grup kendi arasinda
kargilastirildiginda ise bir HIF stabilizatéri olan DFO’ in  VEGF skorunun
BMP- 2’ ye gore daha yuksek oldugu belirlenmistir. VEGF skorlarinin yiksek
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli sonu¢ alinamamasinin denek

sayisinin yetersizligine bagli oldugu dusunulmustar.

Gerber ve ark. VEGF reseptor blokoru kullandiklari bir galismada
neoanjiogenezisin inhibe oldugu ve trabekuler kemik olusumunun azaldigini
belirtmiglerdir(102). Street ve ark.’nin yaptigi bir calismada, siganlarda
olusturulan kirik modellerinde VEGF inhibisyonu sonucu anjiogenezis, kallus
mineralizasyonu ve yeni kemik olusumu dramatik olarak dusmustar (103 ).
DFO ve BMP-2, VEGF salinimini arttirarak distraksiyon osteogenezisinde

anjiogenezisi ve yeni kemik olusumunu arttirmaktadir.

BMP-2 mezenkimal kdk hicrelerden yeni kemik ve kikirdak yapimini
indUkleyerek yeni kemik olusumuna 6nemli katkida bulunur. BMP-2’ nin lokal
kullanildigi  bir calismada distraksiyon osteogenezisinde yeni kemik

olusumunu arttirdigi gosterilmistir (104).

DO ile ekstremite uzatiimasinda biyomekanik etkenlerin sonuca
yansimasi Onemlidir. Baslica biyomekanik etkenler sirasi ile, uzatmaya
baslamadan o6nce gecirilen sure (latensi) , uzatma sirasinda uygulanan
distraksiyonun hizi ve ritmi ve uzatma sonrasi olusan rejeneratin olgun
kemige donusmesi icin gecirilen konsolidasyon suresinin uzunlugu olarak
Ozetlenebilir. Anjiogenezis bu surecin basindan sonuna kadar énemli bir
islevi Ustlenmektedir. Calismamizda 15 glnlik bir konsolidasyon déneminin
gecirimesine ve yeni kemik olusumunun artmasina ragmen istatistiksel
olarak fark elde edilememesinin en énemli nedeninin gunde iki kez 0,3 mm
olmak Uzere dusuk frekansta distraksiyon uygulamasi oldugu dusunulmustar.
Kemirgenlerde Ozellikle tavsanlarda uygulanacak distraksiyon
osteogenezisinde, uzatmanin hizi ve ritmi ile ilgili ¢caligmalar yapiimig
olmakla beraber, kesinlesmis optimum degerlerden bahsetmek olanakli

degildir.  Bununla beraber tavsanlarda ideal distraksiyon hizi 0,6- 1,3
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mm/gun olarak kabul gormektedir (105). Yapilacak hizli distraksiyon sonucu
olusan yeni kemik dokusuna guvenilmez. Hizli distraksiyonda az miktarda
kan damarina sahip zayif granitlasyon dokusu olusur, azalmis osteoblast
aktivitesi, kikirdak dokusu ve Kkistlerin varhdi distraksiyon araliginda kemik
yapimini geciktirmekte, engellemekte ve sonucta kaynamamaya vyol
acmaktadir (106). Distraksiyon osteogenezisinde uzatma hizi, yeterli yeni
kemik olusumunun saglanabilmesi i¢cin optimum duzeyde olmalidir. Tavgan
tibiasinda uygulanan bir DO modelinde, hizli uzatmanin anjiogenezisi
inhibe ettigi ve kemik olusumunu bozdugu gorulmastir (107). Devamli
distraksiyon ve kesintili distraksiyonun tavsanlar Gzerinde kargilastirildigi
diger bir calismada distraksiyon devamliliginin sabit bir mekanik stres
yaratarak daha c¢ok osteoid olusumuna yol acgtigi gortulmastir (108). Bu
arastirmalar ile kiyaslandiginda kemik olusumunda istatistiksel fark
saptanmamasinin nedeninin, c¢alismamizda gunde iki kere olmak Uzere

kesintili bir ritm ile yapilmasindan kaynaklanabilecegi dusunulmektedir.

Calismamizda BMP-2 grubu ile DFO ve kontrol grubu arasinda kuvvet
ve egilme momenti degerlerinde anlamli fark saptanmistir. En blyuk kuvvet,
en blylk egilme momenti BMP-2 grubunda bulunmaktadir. Kontrol grubu
numunelerin ortalama kuvvet degerleri en klguk seviyede ¢ikmigtir, ayrica
bu grupta kirllmadan 6nceki ¢okme miktari da en dusuk ¢ikmaktadir. Kontrol
grubunun rijidite dederi en blylk ortalamaya sahiptir. Btliin bu sonuglar
kontrol grubu numunelerin mekanik olarak daha dayaniksiz oldugunu
goOstermistir. DFO grubu numunelerde rijidite degeri ortalamasi en dusik
seviyededir. DFO grubu numunelerinin elde edilen kuvvet degerleri ve ¢okme
degerleri ortalamasi kontrol grubu numunelerinin ortalama degerlerinden
daha yuksektir. Bu sonuglar, DFO grubu numunelerinin  mekanik

dayaniklihginin daha ylksek oldugunu gostermektedir.
Calismadan elde edilen sonuglar su sekilde siralanabilir:

1. DFO ve BMP -2, VEGF aktivitesini arttirarak anjiogenezisi

uyarmaktadir.

33



2. Anjiogenezis yeni kemik olusumunun baslatiimasi ve
surdurtlmesi igin en 6nemli mekanizmalarin basinda gelmekle beraber
yetersiz biyomekanik kosullarda anjiogenezisin uyariimasi ideal kemik
olugsumu icin yeterli degildir.

3. DFO ve BMP-2 anjiogenezisi arttirarak olusan rejeneratin
mekanik olarak daha dayanikli olmasini saglamaktadir.

Calismanin zayif yontindn denek sayisinin yetersiz olmasi
dusunulmaustar.

Calismamizda elde edilen bulgularin 1siginda  distraksiyon
osteogenezisinde DFO ve BMP-2 kulaniminin anjiogenezisi arttirdigi ve
mekanik olarak dayanikhlik sagladigi saptanmistir.  Distraksiyon
osteogenezisinde yeni kemik olusumunun en temel taslarindan Dbirisi
anjiogenezisdir. Bu konudaki deneysel ve klinik ¢alismalarin artmasi ile DFO
ve BMP-2 gibi anjiogenezisi arttiran etkenlerin distraksiyon osteogenezisi

uzerindeki rolu daha net ortaya ¢ikacaktir.
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