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OZET

Calismada sicanlar Uzerinde olusturulan hizli  distraksiyon
osteogenezisi modelinde oral yolla verilen HIF stabilizatérinin (FG-2216)
kemik olusumu Uzerine etkisi incelenmistir. Bunun icin 12’ser sigandan
olusan deney ve kontrol gruplari planlandi. Tim siganlarin sol tibia diafizine
genel anestezi altinda osteotomi uygulanarak mini eksternal fiksator ile tespit
edildi ve gunde 2 x 0.4mm distraksiyon 10 gun sireyle uygulandi. Deney
grubuna deney boyunca bir prolil hidroksilaz inhibitdru olan ve anjiogenezisi
stimlle eden FG-2216 oral yolla verildi. Onaltinci ve 30. gunlerde tibiadaki
distraksiyon araligindan elde edilen rejeneratta, histolojik olarak yeni kemik
olusumu ve immunohistokimyasal olarak doku vaskuller endotelyal biayume
faktoru aktivitesi degerlendirildi.

Yeni kemik olusumu her iki grupta da gerek erken, gerek ise geg
donemde yetersiz olarak saptandi. Deneyin 16. gununde yapilan
degerlendirmede erken kemiklesme bulgulari agisindan deney grubundaki
sicanlarda nispeten daha yuUksek oranlar elde edilmis olmasina karsin,
konsolidasyon donemi sonrasi 30. gunde her iki grup arasinda belirgin bir
fark gozlenmedi. VEBF aktivitesi gerek erken gerekse ge¢ donemde deney
grubunda daha yuksekti. Ortalama VEBF skorlari 16. ginde deney grubunda
1.67, kontrol grubunda 0.5 (p<0.05) ; 30. gunde deney grubunda 0.7, kontrol
grubunda 0.3 olarak saptandi.

HIF1-a stabilizasyonu ve VEBF etkinliginin arttiriimasi distraksiyon
osteogenezisinde yeni kemik olusumunu destekleyen bir etken olarak
deneysel ve klinik kullanim alani bulma potansiyeline sahiptir. Bu ¢alismada
prolil hidroksilaz inhibisyonu yaparak HIF1-a yolu Uzerinde stabilizator etkisi
gOsteren ve bu yolla VEBF dizeyini arttiran FG-2216 maddesinin etkinligi
gosterildi. FG-2216 verilmesi, hizli distraksiyona ragmen VEBF etkinliginin
deney suresince aktif olarak kalmasini sagladi. Yalniz VEBF asamasinin
uyariimasi ise deneyde kullanilan hizli uzatmanin vyarattigi olumsuz

biyomekanik ortamin etkilerini dengeleyemediginden yeni kemik olusumu



yetersizdi. Oral ajan kullanimi ile distraksiyon osteogenezisinde VEBF
etkinliginin arttirlmasi ekstremite uzatma cerrahisinin klinik uygulamalarinda
gelecek igin umut vaad etmektedir. Bu amaca yonelik olarak deneysel
distraksiyon osteogenezisi modellerinde anjiogenezis uyariminin ve farkli
biyomekanik kosullarin etkilesimini inceleyen yeni galismalara gereksinim

vardir.

Anahtar kelimeler: Anjiogenezis, VEBF, distraksiyon osteogenezisi,
FG-2216.



SUMMARY

The Effect of HIF 1-alpha Stabilizer on Distraction Osteogenesis

We investigated the effect of an orally usable HIF stabilizer (FG-
2216) on bone formation in fast distraction osteogenesis model of rats.
Experiment and control groups of 12 rats in each are planned. Under general
anaesthesia osteotomies were performed on left tibia diaphysis of all rats.
Tibiae were fixed by using an external fixator; distraction was perfomed with
a rhythym of 2x0.4mm/day for 10 days. FG-2216 as a prolyl hydroxylase
inhibitor and angionesis stimulator was orally administered to the experiment
group during the whole experiment period. On day 16 and 30; samples of
tibial regenerate were taken from the distraction gap and histological,
immunohistochemical evaluation were made for new bone formation and
vascular endothelial growth factor activity.

New bone formation were found to be adequate neither for the early
nor for the late period in both groups. Inspite of the relatively high rates of
early ossification findings for the experiment group on day 16, no significant
difference was observed between the groups on day 30 after the
consolidation period. VEGF activity of the experiment group was more than
the control in either early or late period. On day 16, the mean VEGF scores
were estimated 1.67 for the experiment group and 0.5 for the control
(p<0.05); on day 30, it was 0.7 for the experiment group and 0.3 for the
control.

Stabilization of HIF1l-a and enhancement of VEGF activity are
considered as supporters for new bone formation in distraction osteogenesis
and they can be used in clinical and experimental studies. The effect of FG-
2216 as a stabilizer through HIF1-a pathway by inhibiting prolyl hydroxylase
in order to increase the level of VEGF, was shown in this study. Despite the

fast distraction rate, the active VEGF function was stored during the



experiment period by administring FG-2216. When only VEGF was
stimulated, it could not balance the negative biochemical conditions created
by fast distraction; and so we observed poor new bone formation. Stimulation
of VEGF activity in distraction osteogenesis by using an oral agent is
encouraging for clinical procedures of extremity lengthening surgery in the
future. New studies are required for investigating these interactions between
stimulation of angiogenesis and different biomechanical conditions in

experimental distraction osteogenesis models.

Key words: Angiogenezis, VEGF, distraction osteogenesis, FG-
2216.



GIiRIS

Kemik dokusu yuksek derecede onarim ve rejenerasyon ozelliklerine
sahip bir dokudur. Iskelet geligsimi ve kirik iyilesmesi sirasinda anjiogenezis
ve kemik olusumu eszamanl ilerlemektedir. Embriyogenezis, endometriyal
rejenerasyon ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik streglerdeki ya da kanser gibi
patolojik kosullardaki anjiogenezisin duzenlenmesi ile ilgili elde edilen yeni
bilgilerle anjiojenik faktorlerin kemik hucreleri ile olan, kemik olusumunu ve
rejenerasyonunu arttirici etkilesimi daha iyi anlagilmaya baslanmistir. Uygun
kemik rejenerasyonu ve Kkirik iyilesmesi icin hipoksi ve anjiojenik faktorlerin
meydana ¢ikmasinin kritik oldugu gdsterilmistir (1,2). Bununla birlikte yeterli
kemik homeostazisinin saglanmasi igin; osteoblastlarin, osteoklastlarin,
endotel hucrelerinin, anjiojenik faktorlerin ve bunlarin etkilesimlerinin
belirlenmesi ile  kemik patolojilerinin  tedavisinin  planlanmasinda
vaskularitenin 6nemi buayuktdr.

Konjenital buyume geriligi ve kemik defekti olan iskelet
deformitelerinde distraksiyon osteogenezisi 6nemli bir tedavi yontemidir. DO
sirasinda kemik rejenerasyonuna etki eden en onemli faktorler mevcut
vaskuler yapilarin yeniden sekillenmesi (anjiogenezis) ve yeni vaskuler
yapilarin olugsmasidir (vaskilogenezis) (3,4). Anjiogenezis ve vaskilogenezis
kompleks molekuler etkilesimler ile stimile edilmektedir. Anjiogenezisteki rol
alan en onemli yapilardan biri endotel hlcresidir. Anjiogenezis sirasinda
endotel hicreleri yer degistirmekte, tlbuler yapilar olusturmakta ve sonunda
kan akimina elverigli bir temas saglamaktadir. Bu olusumun organizasyonu
icin birgok molekuler etkilesim gerekmektedir. Bu molekullere genel olarak
“anjiojenik faktorler” adi verilmektedir. Bu mekanizmalardan farkli olarak
hipoksi de diger bir iyi bilinen anjiogenezisi tetikleyen faktordlr ve hipoksi ile
indUklenebilir faktér — 1 (HIF-1) adli transkripsiyon faktoérinin stabilizasyonu
uzerinden etki goOstererek VEBF(vaskller endotelyal buylime faktori)
ekspresyonunu uyarici etkisi bulunmaktadir. VEBF yeni kemik olusumunda

kan damarlarinin invazyonuna onemli derecede aracilik etmektedir.



FG-2216, HIF stabilizatort (Prolil hidroksilaz inhibitor,PHD) olarak
HIF 1- a’nin yikimini engelleyerek etkin formda kalmasini saglamakta ve
VEBF dlzeylerini arttirici 6zellik gostermektedir. Schipani (5) HIF-a yolunun
normal endokondral buyume plagi gelisimi igin gerekli oldugunu daha once
gostermistir.

Calismamizda ritmi hizlandirimis distraksiyon ile osteotomi hattinda
kemik rejenerasyonu ve anjiogenezisin FG-2216 uygulanmasi ile olan iligkisi

incelendi.

|. Ekstremite Uzatilmasi ve Distraksiyon Osteogenezisi

DO mekanik streslerin kompleks biyolojik sinyallere ve degisikliklere
donustigu ve yeni kemik dokusu olusumu ile sonlanan aktif bir sirectir.
Uygulamada kemik osteotomi ile ayrilarak yeni kemik olusumu cihaz ile
kontrol edilir. ilk olarak Codivilla (6) tarafindan uygulanmis; yillar sonra ise
llizarov (7) tarafindan DO ile iliskili kemik rejenerasyonunun fizyolojik
mekanizmalarinin ortaya konulmasi ile ortopedik ve maksillofasyal cerrahide
genis kullanim alanlarina tasinmistir. Gunimuzde kemiklerde travma,
enfeksiyon ya da tumor rezeksiyonu sonrasinda meydana gelen segmental
kayip ve deformitelerin tedavisinde DO yaygin olarak kullaniimaktadir.

Distraksiyon osteogenezisi latent, distraksiyon ve konsolidasyon
olarak U¢ ana fazdan olusmaktadir: Latent donem (osteotomiden hemen
sonraki donem), distraksiyon donemi, ve konsolidasyon donemi (distraksiyon
durdurulduktan sonraki dénem) (8, 9). Bu tip kemik rejenerasyonu uygun
kanlanmayla karakterizedir. Latent donem travma ya da osteotomiyi takiben
hemen baslamakta ve aktif distraksiyona gecilene kadar devam etmektedir.
Bu asamadaki olaylar kirik iyilesmesinin erken donemine benzerdir. Ancak
aktif distraksiyon fazi basladiginda primer inflamasyon mekanizmalari
tamamlanmistir. Distraksiyon fazinda kallus Gzerine belirli bir ritimde tensil
kuvvetler uygulanmaktadir. Kallus gerildikge santral bdlgede fibréz interzon
olusmaya baslar. Bu bdlge kondrositten, fibroblastlardan ve fibroblast ile

kondrositler arasinda bir morfolojiye sahip olan oval hicrelerden zengindir



(10-12). Fibroéz interzonda farklilagsmis osteoblastlar kollajen demetleri
boyunca osteoid olarak birikir. Daha sonra mineral kristalizasyonuna
ugrayarak kollajen demetlerine paralel sekilde mikrokolon zonunu meydana
getirirler. Fibroz interzon ve mikrokolon zonlari arasinda yuksek oranda
gelisen hucrelerin oldugu primer matriks gorilmeye baslar. Hedeflenmis
kemik uzunluguna erisildiginde distraksiyon durdurulur ve buyluk miktarda
osteoidin  mineralizasyona ugradi§i yeniden vyapilanma fazi olan
konsolidasyon evresine gegcilir. Distraksiyon osteogenezisi sirasindaki kemik
rejenerasyonunun iyilesme donemindeki kallus Uzerine uygulanan
longitudinal gerginlige bagh oldugu dusunulmektedir. Bu gerginligin kemik
olusmasini sagladigi mekanizma tam olarak acgiklanamamistir. Canli
dokularin yavas ve kararli bir traksiyon uygulanirken metabolik olarak
aktiflesmesi ile “mekanotransduksiyon” fenomeni meydana gelmekte ve
durum proliferatif ve biyosentetik hucresel fonksiyonlarin uyarilmasi ile
iliskilendirilmektedir (13). Bu mekanik stres kemik yapimi igin indtksiyon
saglamaktadir. Stres devam ettigi strece yeni kemik olusumu igin sinyal
uretimi de artarak etki gostermektedir.

DO sirasinda birgok faktor rol oynamaktadir. Bunlar arasinda
osteotomi tipi, tespit stabilitesi, distraksiyon hizi ve zamanlamasi uzatma
sirasinda kallus olusumunda rol alan en énemli faktorlerdir. Ayrica kemik
rejenerasyonunda rol alan faktorler ve anjiojenik faktérler de mekanizmanin

ayrilmaz pargalaridir.

Il. Distraksiyon Osteogenezisi ve Anjiogenezis

iskelet iki farklh mekanizma ile olugmaktadir: intramembrandz
kemiklesme ve endokondral kemiklesme. Intramembrandz kemiklesme
kafatasi ve ylz kemikleri gibi yassi kemiklerin gelisiminde etkilidir.
Mezensimal hicrelerin yeni kemik olusturmak icin dogrudan farklilasmasiyla
ve anjiogenezis ile pek de iligkili gorinmeyen bir mekanizma ile gergeklesir
(14). Endokondral kemiklesme embriyo gelisimi sirasinda uzun kemiklerin

olugsmasindan sorumludur ve kallus yapisi ile sonuglanan kirik iyilesmesinde



baskin mekanizmadir. DO’nin erken donemlerinde endokondral kemiklesme
gorulse de ileriki ddonemlerde baskin olan intramembran6z kemiklesmedir. Bu
tip kemik olusumunda avaskuler kikirdaktaki hipoksik alanlar, HIF
stabilizasyonu ve VEBF uretimine olanak vererek anjiogenezisin uyariimasini
saglarlar. Boylece kemik olusumundan sorumlu htcrelerin belirmesini takiben
damar ag yapilari meydana gelir (15). Ilk olusan kikirdagin gevresini saran
periosteal kemik olugsmadan ve perikondriyum vaskularize olmadan
embriyonik avaskuler kikirdakta damar invazyonu gorulmez. Bu asamada
VEBF izoformlarinin asiri ekspresyonu farelerdeki avaskuler kikirdaga kan
damari sunumunu basaramamaktadir (16). Vaskularize kemik ortu olustuktan
sonra perikondriyum icerisindeki anti-anjiojenik 6zellikler kaybolur ve
VEBF146, VEBF166 ve VEBF190 izoformlarinin asiri ekspresyonu ile
kikirdak yapisina damar invazyonu hizlanir (16). Ayrica endokondral
kemiklesmede dnemli etkiye sahip olan MMP (Matriks metalloproteinaz) -9 ve
MMP-13 de kikirdak dokuya damar invazyonunun saglanmasina yardimci
olmaktadir (17). Matriks metalloproteinazlar ayrica ekstrasellller matriksten
VEBF salinimina yol ag¢maktadirlar (18). Bu asamada kan damarlari
kondrositleri, besin iceren kemik hucrelerini ve mezensimal hicreleri temin
etmektedir (19,20). Aslinda hipoksinin kondrositlerin normal gelisimi ve
bdylme plaginin dizenli yapilanmasi icin gerekli oldugu gdsterilmistir (5).
Kemik olusumunun en Ust seviyede oldugu pubertede serum kemik olugsum
belirtecleri ile uyumlu olarak ¢ok miktarda ve osteoblast ailesinden olan
hicrelerin insanlarda varligi gosterilmigtir (21).

Molekuler ve hucresel biyolojideki gelismelerle birlikte arastirmacilar
kemik gelisimi ve anjiogenezis arasindaki iligkiyi daha iyi anlamaya
baglamiglardir. Wang ve ark.(14) c¢alismalarinda farelerde genetik
manipulasyonla  HIF-1  miktarini  arttirarak kemik dokusunda ve
damarlanmada artiga yol agmigtir. Ayni aragtirmacilar osteoblastlarinda HIF-
1’den yoksun olarak hazirlanan farelerin uzun kemiklerinin daha ince yapida
ve damarlanmalarinin daha az miktarda oldugunu gostermiglerdir (14).
Endokondral kemiklesmede anjiogenezisin dnemine bagli kalarak HIF-1'den

yoksun farelerde sadece sonraki kemik olusum mekanizmalarinda bozulma



tespit edilmis; klavikula gibi intramembrandz kemiklesme olan bdlgelerde
mezengimal hlcre yogunlasmasi ise degismemistir (14). Hipoksi ayrica in
vitro olarak primer sigan osteoblastlarinin farklilasmasini inhibe etmekte ve
apoptozis olmaksizin sessiz bir ortam yaratmaktadir (22). Bu da kemik
homeostazisi yeniden saglanana kadar osteoblastlarin canhhigini koruyan bir
mekanizma olarak dusunulmektedir.

Anjiogenezisin kemik rejenerasyonu ve kirik iyilesmesi ile olan
iliskisinin kanitlari giderek artmaktadir (23-25). Ancak osteogenezis ve
anjiogenezisin es zamanl rol oynadigi mekanizmalar tam olarak
anlasilamamigtir. DO sirasinda VEBF, anjiopoetin-1 ve 2, basit fibroblast
bliylime faktori gibi anjiojenik molekdllerin asiri  eksprese oldugu
gosterilmistir (26). VEBFR-1 ve VEBFR-2’ye kars! olan antikorlarin kullanimi
ile DO engellenmektedir (27). Sicanda yapilan bir DO modelinde TNP-470
adli genel anjiogenezis inhibitorunun (sentetik bir fumagilin analogu) kemik
rejenerasyonunu engelledigi gosterilmistir (28). Diger yandan bagka bir
calismada distraksiyon bosluguna uygulanan DFOQO’in  hipoksik ortam
olusturarak osteoblastlarin ve anjiogenezisin artisiyla kemik rejenerasyonunu
hizlandirdigi belirtilmigtir (29). Buna gére VEBF'Un VEBFR-1 ve VEBFR-2
antikorlarinin enjeksiyonu ile inaktivasyonu ya da genetik manipulasyon ile
HIF-1 aktivitesinin bozulmasi farelerde kemik rejenerasyonunda yetersizlik ile
sonuclanmistir (29). Endokondral kemiklesme tipi olan kirik iyilesmesi de
VEBF’e bagl olarak meydana gelmekte ve VEBF aktivitesinin inhibisyonu
kallus olusumu ve onarimda aksamaya yol agmaktadir (30,31). Bu dusunce
dogrultusunda distraksiyon osteogenezisinde VEBF’Un daha baskin olarak
rol oynadigi donemin kallus olusumunun basladigl latent ve distraksiyon
donemleri oldugu goérulmektedir. Kirigi olan ve VEBF Uretimi azalan

hastalarda prognozun kotu olmasi da bunu desteklemektedir (32).

[ll. HIF- 1’in Stabilizasyonu ve VEBF

Ug tip HIF tanimlanmistir: HIF-1, HIF-2, HIF-3 (33). HIF-3 diger iki tip

ile iligkili degildir ve anjiogenezisteki rolu bilinmemektedir (34). HIF-2 de



hipoksik kosullarda fonksiyon gostermekte ve HIF-1 ile benzerlik tasiyan
Ozelliklere sahiptir (14). HIF-1, Per/Arnt/Sim (PAS) protein ailesine ait Arnt
(Aril hidrokarbon reseptor translokator) olarak da adlandirilan iki basit helikal
kivrimli protein olan HIF-1 a ve HIF-1 B ‘dan olusan bir heterodimerdir(35).
HIF-1 etki gosterebilmesi igin p300 ve CREB (cAMP’ye yanit veren elemanin
baglandigi transkripsiyon faktorli) baglayici proteine (CBP) ihtiyaci
bulunmaktadir (36). HIF-1 protein stabilizasyonu ve aktivitesi oksijen
duzeyleri ile duzenlenmektedir. HIF-1 icin iki tip oksijen sensoru
bulunmaktadir: 1)Oksijen bagimli degrasyon alanindaki iki reziduda
hidroksilasyon yapan prolil hidroksilaz alan protein (PHD) (37) ve 2) HIF-1'e
asparajin rezidusunda hidroksilasyon yapan asparajin hidroksilaz (HIF-1’i
inhibe eden faktér, FIH) (38). Bu iki enzim ortamdaki oksijen basinci normal
iken aktive olur. PHD aktivasyonu, von Hippel-Lindau (VHL) proteini adli bir
E3 ligazinin etkisiyle HIF-1 ubikutinizasyonu ve degradasyonuna yol agar
(39). Boylece HIF inaktif durumda kalir. FIH tarafindan hidroksilasyon ise
HIF-1 ile p300 ve CBP arasindaki etkilesimi bozarak HIF-1 fonksiyonunda
azalmaya neden olur. Hucreler hipoksiyi algiladiktan sonra HIF-1a stabilize
olarak HIF-1B’ya baglanir ve HIF-1 yapisi meydana gelir. HIF-1 nukleusa
transloke olur ve hipoksiden sorumlu sekansa, 5°-RCGTG-3'(R:Purin
rezidusu) baglanarak gen transkripsiyonu ile fonksiyon gosterir(40). Sonucta
hipoksik ortam HIF’'Un stabilize olmasini saglayarak anjiogenezis icin gerekli
gen bolgesini aktiflestirir.

GUnumuzde HIF-1 tarafindan dizenlenen anjiogenezis, apoptozis,
glukoz transportu gibi metabolik fonksiyonlarla iligkili 100’den fazla gen
bildiriimistir(41-43). Bunlarin igcerisinde en 6énemlisi VEBF-A genidir(44, 45).
Hipoksi  uzun  kemiklerin  epifizlerinde  gorulmektedir;  kondrosit
farkhlasmasinda(46), kemigin yeniden sekillenmesinde ve kirik sonrasi kemik
iyilesmesinde 6nemli rol oynamaktadir. VEBF-A genellikle sadece VEBF
olarak bilinmektedir ve ilk olarak hucre gegirgenligini arttirici 6zelligi ile
nedeniyle vaskuler permeabilite faktor (VPF) olarak tanimlanmistir(47).
VEBF’Un anjiojenik 6zellikleri farkli zamanlarda bagimsiz olarak kesfedilmigtir

(48) ve VEBF ve VPF’Un aslinda ayni molekul oldugu anlagiimistir (49).



VEBF plasental buyume faktort, VEBF-B, VEBF-C ve VEBF-D ile ayni ailede
yer almaktadir. Farelerde ve insanlarda VEBF120, VEBF 164, ve VEBF188
basta olmak tzere farkli VEBF tipleri de tespit edilmistir (50, 46).

HiPOKSI NORMOKSI
Prolil hidroksilaz [ HIF-1ot
VHL
______ l_ . Proteozomlar Ubikutinizasyon
NUKLEUS

TRANSKRIPSiYON

l’ HIF

STABIL HIF DEGRADASYONU

Sekil-1: HIF stabilizasyonu. Oksijen varliginda HIF-1a prolil hidroksilaz
tarafindan hidroksillenerek von Hippel Lindau proteinine (VHL) baglanir ve
HIF-1a poliubikutinizasyona ugrayarak degrade olur. Hipoksik kosullarda
HIF-1a’'nin prolil hidroksilaz ile hidroksilasyonu engellenir ve stabilize olur.
Nukleusa gegerek hipoksiye yanit veren sorumlu gen bodlgelerini (HYG)
uyarir.

HiPOKSI
HYG Hedefgen
p300/CBP l l

VEBF EPO

Sekil-2: Hipoksik kosullarda niUkleusta HIF-1a, p300/CBP kofaktorleri ile
etkileserek hipoksiye yanit veren sorumlu gen bdlgesini (HYG) uyarir.
Transkripsiyon sonrasi VEBF ve eritropoetin (EPO) uyarilir.



VEBFR ekspresyonu hipoksik kosullarda duzenlenmektedir (51).
Reseptorl alternatif bolinme ile sonuglanan ¢oézlnebilir formda olup VEBF
etkisini inhibe etmektedir (52). VEBFR-2, VEBF baglanmasini saglayan
sinyal transduksiyonu ile ilgili ana mediatordur. Birgok tirozin ile reseptor
dimerizasyonu ve otofosforilasyonu saglamaktadir (53). Bu otofosforilasyon
endotel hicrelerinde fosfolipaz C-y, RAS GTPaz, SCR kinaz ve ekstrasellller
sinyal ile regule edilen kinazlarin aktive olmasini saglayan birgok molekuler
mekanizmay! tetikler ve endotel hicrelerinin migrasyonunu, proliferasyonunu
ve farklilagsmasini uyarir (54).

VEBF’iin kemik gelisimindeki rolii genis ve karmasiktir. ilk olusan
kikirdag! saran periosteal yap! olugsmadan, yani perikondriyum vaskularize
olmadan embriyonik avaskuler kikirdaga kan damarlarinin invazyonu
gerceklesmez. Gelismekte olan iskelette yogunlasan mezensimal doku VEBF
sinyali  Uzerinden kikirdak dokusu igerisine damar invazyonunu
dizenlemektedir (55).

VEBF’Un endotel hucreleri Uzerindeki etkisinin yaninda kemik
hicrelerinde osteoblast ve osteoklastlari etkileyen 6zellikleri bulunmaktadir.
Bu her iki hiicre grubunda VEBF ve reseptorlerinin ekspresyonunun mumkuin
oldugu gosterilmigtir (56). VEBF osteoblast farklilagsmasini etkilemektedir.
Trabekller kemikten kaynaklanan mezensimal hucreler farkhlasmalari
sirasinda VEBF ve VEBF-R-1 eksprese etmektedirler (57). Bir ¢alismada
hipoksinin VEBF ekspresyonunu arttirdigi ama diger bir anjiojenik faktor olan
basit fibroblast bluyume faktorini (bFGF) arttirmadigi gdsterilmistir. Bu
bulgular kirik iyilesmesinde VEBF'U potansiyel bir tedavi ajani olarak
gostermistir.

Kemotaksis doku olusumu ve yara iyilesmesinde kritik role sahiptir.
VEBF’Un endotel hucreleri igin onemli ve karmagsik etkili bir kemoatraktan
oldugu kanitlanmigtir (58, 59). Ek olarak VEBF 165 gibi bir¢ok anjiojenik
faktorin osteoblast hicre migrasyonunu invitro olarak sagladigini bunun
kemik yeniden sekillenmesinde ve kemik kirik bolgelerinde in vivo olarak da

mumkin olabilecedi gosterilmigtir (60). VEBF ayrica kemik dokusunda



kondrositlere kondroprojenitor farkhlagsmay! saglamaktadir. Kondrositler
avaskuler kemik alanlarinda mezengimal kondroprojenitor hicrelerden kdken
alirlar (61). Sadece VEBF 188 izoformunun eksprese edildigi bir fare
modelinde kondrosit fonksiyon yetersizligi nedeniyle uzun kemiklerin
gelisiminin uygun duzeyde olmadigi gorulmuastur (62). Ancak bu VEBF
izoformunun delesyonunda farelerde uygun damarlanmanin olugmamasi
nedeniyle metafiz ve sekonder ossifikasyon merkezlerinde uyumsuzluk,
eklem displazisi ve gelisme geriligi tespit edilmistir (63). Ek olarak hem VEBF
164 hem de VEBF188‘in olmadigi farelerde kemikle iliskili genler ile kondrosit
farkhlasmasinin ekspresyonunda azalmaya bagli olarak damarlanmada,
kemik gelisiminde ve trabekller yapillanmada yetersizlik meydana
gelmektedir (62). Baska bir calismada sadece VEBF 120 izoformunu
eksprese eden farelerde perikondriyumun damarlanmasinda gecikme ve
embiryoda primer ossifikasyonda aksama meydana gelmektedir (64).
Farelerde spesifik kondrosit VEBF delesyonu sonucu endokondral
ossifikasyonun olustugu eklem bdlgelerindeki ve epifizlerdeki kondrositlerin

yasam suresinde kisalma ve damarlanmada gecikme saptanmistir (65).

VI. FG-2216

Butyl 10-undecenoate; formuli CisH250,, molekil agirhgr 240,38
g/mol’dur. Prolil hidroksilaz inhibitori olarak fonksiyon gostererek HIF’Gn
stabilizasyonunu saglayabilmektedir. Sonug¢ olarak daha 6nceki bolimlerde
aciklanan HIF'e bagimh gelisen birtakim mekanizmalar ile VEBF
ekspresyonunda artis meydana getirmektedir. Yeni kemik olusumunda
avaskuler kikirdaktaki hipoksik alanlar HIF stabilizasyonu ve VEBF Uretimine
olanak vererek anjiogenezisin uyariimasini saglarlar. Bdylece kemik
olusumundan sorumlu hucrelerin belirmesini takiben damar ag yapilari
meydana gelmektedir (15).

FG 2216 daha 6nce anemi tedavisinde uygulama alani bulmustur.
Bernhardt ve ark. (66) yaptiklari ¢galismada oral olarak aktif FG-2216 verilen

kronik renal yetmezlikli hastalarda plazma eritropoetin duzeylerinde 30,8 ve



saglikh gonullilerde ise 12,7 kat artis oldugu tespit edilmistir. Bir bagka
calismada FG-2216 ile elde edilen spesifik prolil-4 hidroksilaz inhibisyonunun
miyokardiumdaki HIF dlzeylerini arttirdidi  ve infarktls sonrasinda
miyokardium fonksiyonunun korunmasinda yeni bir tedavi yaklasimi

olabilecegi belirtilmistir (67).
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GEREG VE YONTEM

Calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu'nun 28.02.2012 tarih ve 2012-03/02 numarali etik kurul karari ile
onaylanmistir. Bu calismada yapilan histolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Anabilimdali
1laboratuarlarinda, istatistiksel dlgtimler Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dali’'nda gerceklestirildi.

Deneyde, Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Yetigtirme,
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen, agirliklari 250-400gr.
arasinda degisen 24 erigskin Wistar albino sigcan kullanildi. Siganlar, her
birinde 12 adet olmak Uzere rastgele deney ve kontrol gruplarina ayrildi.
Gruplardaki siganlarin sol tibia diyafizlerine osteotomi yapilarak mini
eksternal fiksator uygulandi. Her iki gruptaki siganlara 5 gunlik latent donemi
takiben 10 gin boyunca 2x0,4mm/gun distraksiyon vyapildi. Deney
grubundaki siganlara deney suresince (30 gun) oral yoldan 60 mg/kg/gin
dozunda Butyl 10-undecenoate (FG-2216®, Sigma-Aldrich) verildi. Deneyin
16. gununde uzatma sonlandirildi. Onaltinci ve 30. gunlerde gruplardan 6’sar
sican sakrifiye edilerek tibiadaki distraksiyon hatti histolojik ve

immunohistokimyasal olarak incelendi.

|. Cerrahi Teknik

Anestezi amaciyla %Z2’lik ksilazin hidroklorir (Rompun®; Bayer
Healthcare) 12 mg/kg ve ketamin hidroklorir (Ketalar®; Pfizer) 80mg/kg
dozda farkl siringalardan kas i¢i uygulandi. Sol alt ekstremite ameliyat
sahasi %10 povidin iyod (Batticon®; Adeka) solisyonu kullanilarak
temizlendi ve steril olarak 6rtlildi. Sol tibia proksimal ve distal metafizlerine
0.8mm capinda birer adet pin perkitan olarak vyerlestirildi. Tibia orta
diyafizine longitudinal cilt kesisi ile ulasilarak osteotom ile transvers

osteotomi yapildi. Serum fizyolojik ile osteotomi hatti yikandi, cilt 4/0
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emilmeyen naylon monofilaman iplik ile (Ethilon™ Nylon Suture) kapatildi.
Proksimal ve distaldeki pinler ilizarat fiksatore tespit edildi. Cerrahi
sonrasinda bagimsiz kafes aktivitesine birakilan sigcanlarin, analjezi amaciyla
100 mllik icme sularina 1-2 mg/kg/gin dozunda parasetamol konuldu.

Hayvanlar standart yem ile beslendiler, pin ve kesi bdlgelerine gunlik

pansuman yapildi.

Sekil-3: Tibia distal ve proksimal metafizlerine pin uygulanmasi.

Sekil-4: Cilt kesisi.
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Sekil-5: Tibiaya osteotomi uygulanmasi.

Sekil-6: Eksternal fiksatdr uygulandiktan sonra ekstremitenin géranima.

13



Sekil-7: Uzatmanin 10.gunlnde ekstremitenin gérinimu.

Il. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme

Histopatolojik inceleme icin her iki gruba ait distraksiyon bolgesini
iceren oOrneklerin %10’luk formaldehit solisyonunda fiksasyonu saglandi.
Takiben %10’luk formik asit solusyonu iginde dekalsifikasyon iglemi
gerceklestirildi. Ornekler dehidrasyonu takiben parafin bloklara gomuldu.
Rutin takip islemleri sonrasi 4 um lik kesitler alinarak hematoksilen-eosin
(HE) ile boyanip endokondral ve intramembrandz kemiklesmenin varligi,
iyilesme bodlgesindeki damarlanmanin  durumu ve yeni olusan kemik
trabekullerinin 6zellikleri incelendi. Distraksiyon alaninda, bol miktarda ve iyi
gelismis, c¢evresinde aktif osteoblastik zincir bulunan, birbirleriyle
anastomozlasarak bir kemik agi olusturan, genelde osteotomi hattina
uzunlamasina yonlenen immatur kemik trabekullerinin varligi ossifikasyonun
iyi oldugu yonunde degerlendirildi. Bu gérinimin aksine sayica az, dizensiz
ve geligiguzel vyerlesmis kemik trabekullerinin izlendigi olgularda
intramembrandz ossifikasyon yetersiz olarak degerlendirildi. Trabekuler yeni
kemik olusumu izlenen sahalarda, olgun hyalen kikirdak adalar ve
beraberinde hipertrofik  kondrositlerin  gbézlenmesi ise endokondral
ossifikasyonun varligi seklinde degerlendirildi.
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Angiogenezisi degerlendirmek igin immunohistokimyasal boyama
teknigi ile 6rneklere VEBF boyamasi uygulandi. Bu amagla kesitler 55 “C’de
bir gece bekletildi. Etlivde parafini erimis kesitler, sogumadan hizlica ksilene
alinarak 15 dakika bekletildi. Takiben 1:1 oraninda ksilen ve %100’lUk alkol
karisiminda 3 dakika inktbe edildi. Kesitler EDTA sollsyonu ile 20 dakika
boyunca mikrodalgada muamele edildi. Mikrodalgadan cikarilan kesitler, bu

sicak tampon i¢inde 20 dakika oda sicakliginda sogumalari i¢in bekletildiler.
Lamdaki doku uzerine VEBF antikoru (VEGF antibody,Gene Tex®)

damlatildi, 1 saat inkiUbasyona birakildi. Daha sonra lamlar akarsuda yikanip
10 dakika PBS solusyonunda bekletildi. Sire sonunda biotin solUsyonu
uygulandi. 15 dakika akarsuda yikanip 10 dakika PBS’de bekletildikten sonra
15 dakika streptavidin sollisyonu uygulandi. Yikamadan sonra PBS’de
bekletildi. DAB boyama yapilarak lamlar kurutuldu ve kapatilarak mikroskobik
inceleme igin hazir hale getirildi. imminohistokimyasal degerlendirme
semikantitatif olarak yapildi. Her iki grubun distraksiyon alanindaki fibroblast
benzeri hicreler, osteoblastlar ve immatir osteositlerdeki boyanma dikkate
alindi. Higbir hiicrede boyanma yoksa 0, %1-25 oranindaki hicrede pozitif
boyanma varsa 1, %26-50 oranindaki hilcrede pozitif boyanma varsa 2,

%50’nin Uzerindeki hucrede pozitif boyanma varsa 3 olarak skorlandi (68).

I1I. istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel analizler SPSS 20.0 (IBM®) paket programinda yapildi.

Kategorik degiskenler “n” ve “%” olarak ifade edildi. Kategorik degiskenlerin
karsilastiriimasinda Pearson ki-kare ve Fisherin kesin ki-kare testleri

kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Verilen oral HIF stabilizatériine kargi deneklerde herhangi bir yan etki
g6zlemlenmedi. Pin bolgesi enfeksiyonu tespit edilen deney grubundaki iki
si¢an gunluk yara bakimi ile takip edildi.

HE ile yapilan incelemelerde intramembran6z ve endokondral yeni
kemik olusumu genel olarak her iki grupta da yetersizdi. Uzatmanin
sonlandiriimasindan sonra 14 gun sureyle konsolidasyon geligsimi beklenen
siganlarin, 30. gunde yapilan histolojik incelemelerinde gézlenen kemiklesme
duzeyi ile 16. gunde degerlendirilen siganlarda gozlenen kemiklesme
arasinda nitelik ve oran olarak bir farklihk gézlenmedi. Distraksiyon alaninin
tuminU dolduran olgun trabekuler kemik yapisi gelisimi ve organizasyonu
siganlarin hi¢ birinde gézlenmedi. Bu agidan gruplar arasinda istatistiksel bir
farkhlik da saptanmadi.

intramembranéz ossifikasyon 16.giinde deney grubunda 5 (%83),
kontrol grubunda 3 (%50) sicanda; 30. gunde deney grubunda 4 (%67),
kontrol grubunda ise 3 (%50) sicanda belirlendi (p>0.05). Kontrol grubunda
30. gunde bir olguda psodoartroz gelisimi dikkati cekti. Endokondral
ossifikasyon 16. glinde deney grubunda 2 (%33), kontrol grubunda 1 (%16)
siganda; 30. gunde deney grubunda 2 (%33) ve kontrol grubunda 3 (%50)
sigcanda tespit edildi (p>0.05).

Ortalama VEBF skoru 16. ginde deney grubunda 1.67, kontrol
grubunda 0.5 olarak olguldu. Deneyin 30. gununde deney grubunun ortalama
skoru 0.7, kontrol grubunun 0.3 olarak belirlendi. Gerek 16. guin, gerek 30.
gun ol¢gimlerinde deney grubunun ortalama VEBF skoru kontrol grubuna
gore daha ylUksek olarak bulunmasina karsin, istatiksel olarak anlaml

dizeyde fark 16. gin degerlerinin (p<0.05) karsilastiriimasinda gozlendi.
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Sekil-8: Deney grubu, 16. gln, distraksiyon alaninda duzenli kirik iyilesmesi.
Birbirine paralel dizilmig, yer yer birbirleriyle anastomozlasan immatur kemik
trabekulleri (HEX10).

Sekil-9: Deney grubu, 16. gln, distraksiyon alaninda duzenli kirik iyilesmesi.
Cevrelerinde osteoblastik zincirin izlendigi immatir kemik trabekulleri
(HEX20).
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Sekil-10: Kontrol grubu, 16. guin, distraksiyon alaninda orta derecede duzenli
kirik iyilesmesi. Nisbeten duzenli dizilmis immatir kemik trabekilleri
(HEX10).

Sekil-11: Kontrol grubu, 16. gun, distraksiyon alaninda orta derecede dizenli
kKirik iyilesmesi (HEX20).

18



Sekil-12: Deney grubu, 30. gun, yetersiz kartilagindz kallus dokusu
(HEX10).

Sekil-13: Kontrol grubu, 30. glin, kontrol grubunda Kkartilagin6z kallus
dokusunda endokondral ossifikasyon (HEX20).
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Sekil-14: Deney grubu, 16. gun, kemik trabekulleri ¢cevresindeki osteoblast
ve osteoklastlarda hafif derecede VEBF pozitifligi (VEGFX10), OK: VEBF

aktivitesi.

Sekil-15: Deney grubu,16.gun (VEBFX20), OK: VEBF aktivitesi.
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Sekil-16: Kontrol grubu, 16. glin, kemik trabekulleri ¢evresindeki
osteoblastlarda VEBF pozitifligi (VEBFX20), OK: VEBF aktivitesi.

Sekil-17: Deney grubu, 16. gun, distraksiyon bolgesindeki mezensimal
hicrelerde VEBF pozitifligi (VEBFX20).

21



Tablo-1: Sigcanlarda kemiklesme duzeylerinin gruplara gore dagilimi.

Kontrol Deney
Gun | Sigcan
no: intramembran6z Endokondral | intramembranéz Endokondral
ossifikasyon ossifikasyon ossifikasyon ossifikasyon
1 Yeterli - Yeterli -
2 Yetersiz + Yetersiz +
3 Yeterli - Yeterli -
16 4 Yetersiz - Yeterli -
5 Yeterli - Yeterli +
6 Yetersiz - Yeterli -
1 Yeterli - Yeterli -
2 Yetersiz + Yeterli +
3 Yetersiz + Yetersiz -
30 4 Yetersiz - Yetersiz -
5 Yeterli - Yeterli +
6 Yeterli + Yeterli -
Tablo-2: Gruplarda kemiklesme oranlari.
Deney Kontrol
16. Glin 30. Giin 16. Gilin 30. Giin
Intramembranéz
. 50 50
kemiklesme (%)
Endokondral
16 50

kemiklesme (%)
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Tablo-3: Gruplarda vaskuler endotelyal bliytime faktéra (VEBF) skorlari.

Kontrol Deney
Sigan no: .. T m m
16.glin 30.gun 16.glin 30.gun
1 1 1 1 1
2 0 0 2 1
3 1 0 2 1
4 0 0 1 0
5 1 0 2 0
6 0 1 2 1
Grup
0.5* 0.3 1.7* 0.67
ortalamasi
*: p=0.02
VEBF
skoru

0,5

kontrol16 kontrol30 deney16 deney30
Grup

Sekil-18: Gruplarin glnlere gore vaskuler endotelyal buyime faktora
(VEBF) duzeyleri.
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TARTISMA VE SONUG

Calismamizda siganda distraksiyon osteogenezisi modelinde hizlh
uzatma sirasinda oral yolla kullanilan aktif bir prolil hidroksilaz inhibitori olan
FG-2216'nin VEBF aktivitesi Uzerindeki etkinligi gosterildi. Anjiogenezis
kaskadinin Ust basamaklari HIF’'e bagimh olarak islemektedir. Prolil
hidroksilazin inhibisyonu, HIF’'GUn stabilizasyonu ve bu yolla VEBF gen
ekspresyonunun aktivasyonu ile sonuglanir. Bu agidan c¢alismamiz lokal
VEBF uygulamalarina gére daha etkin bir anjiogenezis uyariimasi
icermektedir. Bunun yaninda VEBF, anjiogenezisin uyariimasi igin gerekli
ancak tek basina yeterli olmayan bir faktérdir. FG 2216 ise, daha 6nce
anemi tedavisinde uygulama alani bulan ancak henuz klinik olarak yaygin
kullanima girmemis bir ajandir. Bir calismada FG-2216 verilen kronik renal
yetmezlikli hastalarda plazma eritropoetin duzeylerinde 30,8 ve sagdlikli
gonullilerde 12,7 kat artis oldugu tespit edilmistir (66). Diger bir tip prolil
hidroksilaz inhibitéranin ise fareler Uzerinde yapilan bir ¢alismada kanser
hdcrelerinin proliferasyonunda azalmaya yol agarak noéroprotektif 6zellik
gOsterdigi belirtilmistir (69).

FG-2216, bu ¢alisma ile ilk kez bir DO modelinde kullanilmigtir. HIF
mekanizmasi Uzerinde kurgulanan benzer caligmalarla karsilastirildiginda,
anjiogenezisin oral kullanilan bir kimyasal madde ile uyarilmasi noninvazif bir
yontem olarak, pratik uygulama agisindan degerli bir 6zellik olup genetik
manipulasyonlar ve lokal uygulamalara gére avantajlidir. Gelecekteki klinik
uygulamalarda distraksiyon osteogenezisini hizlandiran bu tur oral ajanlarin
onem kazanacagi dusunulebilir.

DO yontemi ile ekstremite uzatiimasinda biyomekanik etkenlerin
sonuca etkisi cok énemlidir. Bu biyomekanik etkenler baslica, DO surecinde
yer aldiklari siraya gore, uzatma baslatimadan once gegirilen bekleme
(latensi) doneminin slresi, uzatma sirasinda uygulanan distraksiyonun hizi
ve ritmi ve uzatma sonlandirildiktan sonra osteotomi araliginda olusan

rejeneratin olgun kemige donusmesi igin gegirilen konsolidasyon doneminin
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suresi olarak 6zetlenebilir. Anjiogenezis bu surecin bagsindan sonuna 6nemli
bir iglev Ustlenmekle beraber, 6zellikle mekanotransduksiyon fenomeninin
etkilerinin en kuvvetli oldugu distraksiyon doneminde oncu rol oynamaktadir.
Bu donemde osteotomi bolgesine yansiyan gerilme kuvvetlerinin biyolojik
sinyallere donusturiulerek hiucresel duzeyde olusturduklar etki, dogal olarak
kemik uclarn arasindaki mesafenin degismedigi konsolidasyon donemine
gbre daha fazladir. Calismamizda bu dénemsel farkliik 16. ve 30. gunde
saptanan VEBF aktivitelerinde de goruldu. Deney grubunda erken donemde
HIF stabilizasyonu ile devam ettirilen VEGF aktivitesi ge¢ doneme gore daha
yuksekti. Bu bulgu oral yoldan uygulanan sistemik bir ajan ile biyomekanik
kosullarin yarattigi olumsuz kogullara ragmen anjiogenezisin uyarilabilecegini
kanitlamaktadir. Warren ve ark. (70) sicanda tedrici uzatma ile yapilan DO ve
akut ekstremite uzatmasini karsilastirarak VEBF aktivitesinin her iki durumda
da devam ettigini gostermiglerdir. Calismamizda da kontrol grubunda hizli
DO uygulanmasina ragmen VEBF ekspresyonunun devam etmesi bu sonucu
desteklemektedir.

Deneyin ilerleyen doneminde, sistemik HIF stabilizasyonunun devam
ettirilmesine ve 15 gunluk bir konsolidasyon donemi gecirilmesine kargin, 30
gln sonunda beklenen duzeyde yeni kemik olusumu elde edilememesinin en
onemli nedeninin yaratilan olumsuz mekanik kosullara bagh oldugu
dusunulmustur. Deneyde kurgulanan bu olumsuz mekanik etki, mikro gevre
kosullarini  gesitli  dlzeylerde etkileyerek yeni kemik  olusumu
mekanizmasinda genel bir blokaj yaratmistir. Deney grubunda saptanan
VEGF aktivitesinin, deney sonuna dek daha ylksek dizeyde saptanmis
olmasina ragmen, yeni kemik olusumunu de@erlendiren histolojik dl¢utlerin
deney ve kontrol gruplari arasinda belirgin bir fark gdostermemesi ve iki grupta
da zayif bir kemiklesme gozlemlenmesi bize FG-2216’nin etkinligini
gOstermekle beraber yalniz yeni damar olusumunun uyarilmasinin veya
desteklenmesinin diger kosullardaki olumsuzluklarin tumuna
dengeleyebilecek bir etki gosteremedigini isaret etmektedir.

Daha onceki galismalarda DO’ne olumlu etki yaratabilecek ajanlar

arastinimis; bifosfonatlar, pamidronat, zolendronik asit, 25-dihidroksivitamin
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D3, buyume hormonu, fibroblast bliyume faktori-b, ve insulin benzeri
buyume faktoru-1’in bu amagla kullanilabilecegi gosterilmigtir (71-76). DO’de
osteoblastlarin kallus dokusuna transplantasyonu (77) ve demineralize kemik
matriksinin greft olarak kullanildigi (78) basarili deneysel calismalar da
bulunmaktadir. Bir bagka ¢alismada nikotin uygulamasinin DO’nde rejenere
olan kemik mineralizasyonunda bozulmaya yol agtigi gosterilmistir (79).

Anjiogenezis Uzerine yogunlasan calismalarinda Wan ve ark.(80),
genetik olarak HIF’den yoksun osteoblastlarli farelerde kemik hacminde
azalma geligtigini tespit etmiglerdir. Tavsan, fare ve sican Uzerinde yapilan
cesitli calismalarda kirik iyilesmesi ve kemik defekti modellerinde VEBF’Un
lokal olarak uygulanmasinin anjiogenezis ve kemik iyilesmesini olumlu
etkiledigi belirtiimistir(15). Fassbender ve ark.(81) bir anjiogenezis inhibitoru
olan Fumagillin kullanarak yaptiklari ¢alismada sicanlarin tibialarinda
osteotomi sonrasi 84. gline kadar osteotomi hattinda gdérulebilir bogluk tespit
etmigler ve atrofik kaynamama gelistigini bildirmiglerdir.

Mekanotransdiksiyon fenomeni ile olusan proliferatif ve biyosentetik
hicresel fonksiyonlarin uyarilmasi henlz net olarak agiklanamamis olmakla
birlikte, mekanik stres devam ettigi surece yeni kemik olugsumu igin sinyal
uretiminin de artarak etki gostermesi beklenir. Bu asamada distraksiyon hizi
ve frekansi ©6nem kazanmaktadir. Distraksiyon alanindaki hicresel
mikrogevre kosullari, hiz sabit kalmak sartiyla yuiksek frekansl bir
distraksiyonda, dusuk frekansliya gére daha uzun sire korunmaktadir.
Mekanik uyari sikhdinin artmasi alandaki kemik yapimi ve kan damarlarinin
olusumunu daha ¢ok uyarmaktadir (82).

Calismamizda gunlik 0,8mm distraksiyon hizi  kullaniimistir.
Kemirgenlerde ve 0Ozel olarak siganlarda uygulanacak distraksiyon
osteogenezisinde, uzatmanin hizi ve ritmi ile ilgili calismalar yapilmis olmakla
beraber kesinlesmis optimum degerlerden bahsetmek olanakli degildir.
Bununla beraber siganlarda 0.5mm/gin uzatma miktari, genel kabul goren
optimal distraksiyon hizi olarak degerlendirilebilir (83, 84). Bu degerle
kiyaslandiginda 0.8-1.00mm/gun civarindaki uzatma miktarlari  hizli

distraksiyon uygulanmasi olarak nitelenir. Ginlik 1.00mm’yi asan uzatma
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hizlarinda ise distraksiyon bolgesinde gecerli olan biyomekanik etki nedeniyle
beklenen yeni kemik olusumuna guvenilemez. Hizli distraksiyonda az
miktarda kan damar iceren zayif organizasyona sahip granulasyon
dokusunun erken olusumu meydana gelmektedir (85). Distraksiyon
ilerledikce granulasyon dokusu, fibrokikirdak ve kistler distraksiyon araligini
doldurmakta ve seyrek olarak kemik rejenerasyonu gorulmektedir. Azalmis
osteoblast aktivitesi, kikirdak dokusu ve Kkistlerin varhdi distraksiyon
araliginda kemik yapimini geciktirmekte, engellemekte ve sonucta
kaynamamaya yol agmaktadir (86-88).

Daha once femur ve mandibula Uzerinde yapilan ve DO’de
anjiogenezis mekanizmasi Uzerine yogunlasan benzer arastirmalarla
kargilastirildiginda bu calismada, kullanilan kemirgen tard igin optimum
sayllabilecek uzatma hizinin Gzerinde bir distraksiyon uygulanmigtir. DO’de
uzatma hizi, yeterli yeni kemik olusumunun saglanabilmesi igin optimum
dizeyde olmalidir. Paccione ve ark. 1.0 mm/guin hizindaki distraksiyon ile
sican mandibulasinda anjiogeneziste bozulma ve kotu kemik rejenerasyonu
tespit ederken 0.5mm/gun hizinda mukemmel sonuglar bulmusglardir (89).
Tavsgan tibiasinda uygulanan bir DO modelinde, hizli uzatmanin anjiogenezisi
inhibe ettigi ve kemik olusumunu bozdugu gosterilmistir (90). Klinik ve
deneysel olarak 1'mm/gun’den daha hizli distraksiyonlarda periosteum ve
gelismekte olan damarlarda hasarlanma, kemik kaynamasinda gecikme ya
da kaynamama rapor edilmistir (91). Devamli distraksiyon ve kesintili
distraksiyonun tavsanlar Uzerinde Kkarsilastirildigr diger bir calismada
distraksiyonun devamliliginin sabit bir mekanik stres yaratarak daha ¢ok
osteoid olusumuna yol agtigi yorumu yapilmistir (92). Bu arastirmalar ile
kiyaslandiginda, calismamizda yeni kemik olusumunun deney sonunda
yetersiz duzeyde gelismis olmasi, uygulanan modelde uzatmanin gunde iki
kez olmak uzere kesintili bir ritm ile ve secilen deney hayvaninin optimal
uzatma hizina gobre daha suratli yapilmig olmasindan kaynaklanmistir.
DO’nde yapilan her bir uzatma islemi, osteotomize kemik uglarinin arasinda
gerilmeye ve bu bdlgede gelismekte olan yeni kemik dokusunda (rejenerat)

mekanik strese neden olmaktadir. Gunlik toplam uzatma miktari
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degismemek kaydi ile uzatmanin frekansinin arttirlmasinin, yani ayni uzama
miktarinin daha ¢ok sayida girisimle elde edilmesinin, rejenerat gevresindeki
yumusak dokulara daha az zarar verebilecegi one surulebilir. Bu agidan
calismada distraksiyon hizinin yiksek olmasinin yaninda frekansinin da
dusuk tutulmus olmasi (gunde 2 kez) mekanik agidan olumsuz bir mikro
cevre yaratmigtir.

Calismadan elde edilen sonuglar su sekilde siralanabilir:

1. HIF yolu GUzerinden etki eden FG-2216, VEBF aktivitesini arttirarak
anjiogenezisi uyarmaktadir.

2. FG-2216’nin siganda 30 gun sure ile oral kullanimi sirasinda her hangi
bir yan etki gorulmemistir.

3. Anjiogenezis yeni kemik olusumunun baglatiimasi ve surdurulmesi igin
en 6nemli mekanizmalarin basinda gelmekle birlikte, hizli uzatmaya
bagli yetersiz biyomekanik kosullarda uyarimasi ve HIF
mekanizmasinin korunmasi ideal bir kemik olugumu igin vyeterli
olmamistir.

Calismanin zayif yonu ideal distraksiyon hizinin uygulandigi bir
grupla karsilastirma yapilmamis ve FG-2216'nin etkisinin standart bir DO
modelinde godsteriimemis olmasidir. Uygun biyomekanik kosullar altinda
maddenin etkinligini gosteren ek arastirmalar planlanabilir.

DO’nin klinik uygulamalari sirasinda mekanik degiskenlerden uzatma
hizi ve ritmi ile, kemiklesmenin biyolojik alt yapisinin temel taslarindan birisi
olan anjiogenezis biribirleriyle badglantihdirlar ve bagimsiz duasunulmeleri
yanilgiya yol agar. Bu iki etken uygun sekilde eslesmelidir, ancak bu sekilde
yeterli kemik homeostazisi elde edilebilmektedir. Bu mekanizmalarin
anlasilmasinda oldukga fazla ilerleme kaydedildigi halde halen henuz
aglklanamamis mekanizmalarin varligi suphesizdir. Yeni tasarlanacak
arastirmalar ile HIF stabilizasyonunun DO’deki roli daha net ortaya

cikacaktir.
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