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OZET

Bu calismamn amaclare: 1. Iki farkly “Transforming’ Bibvime
Faktorii b-1 (TGFA-1) dozu igeren ve biyolojik poliyesierierden
yaplnug yeni bir kontrollii salvmm sistemi hazirlamak, 2. Bu
sistemin periosteal, kortikal ve intramediiller kemik
ivilegmesine etkilerini arasturmakiir.

TGFEG-1 kemik osteogenezinde ¢ok iyi bilinen bir sinyal
tasocisidre. Bu madde bakteri kdkenli, bivo-uyumby, biyolojik
olarak vikilabilir ve ioksik olmayan polihidroksibijtirat-co-
hidroksivalerat (PHBV) ¢ubuklaring emdirildi. Qtuz adet
siganin her iki tiblasina delikler acildi ve onbeger sigandan
olugan iki grup olugturuldu. Kontrol amacl olarak diciincii
bir grup ise tedavi edilmemiys 5 sigandan olusmaktaydr. Aymi
boyutiardaki 3.0 ng ve 20.0 ng TCFG-] iceren cubutklar
svrasiyla Grup [ ve Grup 2'deki sicanlarin sag tibialaring
verlestirildi. TGES-1 icermeyen PHBV ¢ubulklar: ise fantom
olarak sol tibia defekilerine yerlestirildi. Onbes giinluk
aralarla siganlar sakrifiye edildi ve toplam bir ay sonunda
elde edilen spesimenler makroskopik, histopatolojik ve
radyolojik olarak degerlendirildi.

TGFS-1ile muamele edilmis siganlarda, diigik doz igerenlerde
daha yavas olmak iizere, vadyografik olarak tam iyilesme
gozlendi, Histopatolojik bulgular radyolojik bulguiar
destellemekieydi. TGES-1 emdirilmiy tagyict materyallerin
kemik ivilesmesinde hizlandiricr etkisi oldugu ve cok az yabanc:
cisim reaksivonu olusturdugu sonucuna varidi

Anahtar Kelimeler: Kemik iyvilegmesi, biiyiime faktdiri,
deneysel, bivoyikimli kontrollii ilac salim sistemi
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SUMMARY

Transforming Growth Factor F-1 Incorporating
Biodegradable Polyhydroxybutyrate-co-Hydroxyvalerate
Rods: Effects of Controlled Delivery System on Bone Healing
The aims of this siudy are, 1. To prepare a novel local deliv-
ery system, made of bielogical polyesters, incorporating twa
different doses of TGF3-1, 2. To determine its effectiveness
on periosteal, cortical and intrameduliar bone healing.
Transforming growth factor beta-1 (TGFB-1), which is a
proven prominent messenger in bane osieogenesis, has been
adsorbed to microbially synihesized natural, biodegradable,
biocompatible, and non-toxic polyhydroxybutyrate-co-
hydroxyvalerate (PHBV) rods.

Burr-holes were created on both tibias of 30 rats. These were
divided into two groups of fifteen subjects. An additional third
group, consisting of five rats, was used as non-treated con-
trols. The rods of the same dimensions containing 5.0 ng and
20.0 ng of TGF -1 were implanted into the defects of the right
legs in Groups I and 2 respectively. Plain PHBYV rods were
implanted in the left legs, which was used as phantoms. In

fifteen day intervals the rats were sacrificed and at the end of

one month, the specimens were analyzed macroscopically,
histo-pathologically, and radiologically.

The radiographs of the subjects treated with TGFB-1 showed
complete healing, However, this was observed to be much
slower in low-dose treated implants. Histo-pathologic evalu-
ation also supported the radiological findings. It was con-
cluded that the delivery material treated with TGFj3-1 have
an enhancing effect on bone healing with a minimum foreign
body reaction.

Key Words: Bone healing, growth factor. experimental, bio-
degradable controlled drug release sysiem
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GIRIS

Kemik iyilesmesi birgok internal ve eksternal
faktirlerden etkilenen komplike biyolojik, biyomekanik
ve biyokimyasal bir olaydw. ‘Transforming’ Biiylime
Faktord -1 (TGFB-1), kemik morfojenik protein ve
insiiline benzer bitylime faktérleri, kemik iyilesmesini,
yeniden yap11and1r11mas1?1 ve rezorpsiyonunu arttiran
lokal aktif mediatorlerdir . Her ne kadar bu proteinlerin
etk mekanizmalan tam olarak anlasilamamigsa da,
yarilanma omiirlerinin genellikle kisa oldugu ve
etkilerinin kemik iyilesmesi b8lgesine simirli odugu
bilinmektedir. TGFB-1’in belli hiicre tipleri ve tilmor
hiicrelerinin bityiimesini inhibe ettigi, buna karsihik veni
kikirdak ve kemik yapimini uyardigi bildirilmistir .

Poli-3-hidroksibiitirat (PHB) ve farkh
hidroksivalerat oranlar1 ile olusturdugu ko-polimerleri
(PHBYV), polihidroksialkanoatiar (PHA) olarak bilinen
jenerik mikrobik polimer grubunun en sik kargilagilan
ve kullamlan dyeleridir (Girsel 1. Ph, D, Tezi, 1993).
Piezoelektrik dzellikleri nedeniyle yeni kemik yapimini
uyaran egsiz fizikokimyasal dzellikleri nedeniyle, bu
yikilabilir, biyo uyumlu ve toksik olmayan potiyesterler,
ortopedi ve plastik cerrahi gibi q%larda gittikge artan
bir ilgi odag haline gelmiglerdir ~

Son yillarda, PHA’larin yani sira polilaktik asit
polimerlerinin (PLA) yeni biyomedikal cihazlarin
yapiminda kullamlmasina oldukga stk rastlanir olmustur.
Ancak PLA ‘larin kuilammlarmda ortaya gikabilen, zayif
mekanik tzellikler, lokal asidoz ve tedavi bolgesindeki
doku nékrozu nedenleriyle uzun siireli bazi
uygulamalarda uygunsuz bulunmuslardir. Bu nedenle
PHAlar bu alandaki kullanimlar icin en yuksek
potansiyele sahip malzemelerdirler.

Bu galismanm amaglan: 1. Tki farkli *Transform-
ing’ Biiylime Faktori B-1 (TGFB-1) dozu igeren ve
biyolojik pliyesterlerden yapilmig yeni bir kontrollii
salimm sistemi hazirlamak, 2. Bu sistemin periosteal,
kortikal ve intramediiller kemik iyilesmesine etkilerini
aragtirmakfir.

GEREC ve YONTEMLER

Molekiil agirhiklar: 400.000 ve 750.000 D olan ve
agirligin bir fraksiyonu olarak 22 hidroksivalerat
(PHBV22) 1¢eren poli (3-hidroksibiitirat-co-3-
hidroksivalerat) Aldrich Chemical Company
(ABD) den, TGFB-1 ise Sigma Company (ABD)’den
satin alindi.

Bu galigma icin hayvan etik komitesi 1zni alimmgtir.
Agliklan 300-350 gr olan toplam 35 erkek Sprague-
Dawly sican1 kullanildi. Tedavi uygulanan Grup 1 ve 2
157er, kontrol grubu olan Grup 3 ise 5 sigandan
olugturuldu.
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TGIB-1 Emdirilmis PHBV22 Implantlarmn

Hazirlanmasi

Iki gram polimer tozundan elde edilen PHBV22 nin
bir kism: kloroform igerisinde eritilerek bir havana
dokildd. Geri kalan toz ise bu viskdz polimer
soltisyonuna kontrollii bir sekilde eklendi. Elde edilen
materyal homojen ve akigkan olmayan bir macun
kivamina gelene kadar havanda déviildi. Bu macun 10
x 0.3 x 0.3 em boyutlarinda 6zel olarak hazirlanmis cam
bir kaliba nygulandi. Kalip oda sicakhiinda bir gece
kurumaya birakildi ve katilasmasi sagland:.

TGEFB-1 solusyonu elde edilen bu gubuklarin
yuizeyine uygulandi. Adsorbsiyon ve kurumayi takiben,
polimer soliisyanuna batinlarak ¢ubuk yiizeyinin yeniden
kaplanmast saglandi. TGFB-1 miktarn, Grup 1 ve 2 igin
sasiyla 5 ng ve 20 ng olarak ayarland:. Bu hazirlanan
¢ubuklardan 30 £ 2.0 mg agirhginda, 0.3x 0.3x 0.1 cm
boyutlarinda implantlar elde edildi.

Cerrahi Teknik

Sicanlar intramuskiler ketamin (10 mg/kg) ve
sodyum pentobarbital (18 mg/kg) ile uyutuldu. Sicanlarin
her iki tibia on yiizlerine elektrikli dril kullanilarak
implantlar bityiikligiinde ‘burr-hole’lar agildi. TGFB-]
icermeyen fantom PHBV22 wmplantlar sol, iki farkli doz
igeren (Grup 1 ve 2 i¢in sirastyla 5 ve 20 ng) tmplantiar
ise sag tarafa yerlestirildi. Grup 3’teki siganlara da ilk
iki gruptaki gibi ‘burr-hole’lar agildi ancak bu deliklere
herhangi bir implant yerlestirilmedi. Bu grup dogal
iyilesme i¢in kontrol olarak kullamldi.

Siganlar farkh kafeslerde normal diyetle beslenirken,
dogal giinliik aktivitelerine de izin verildi. Her bir
gruptan 7’ser sigan 2 haftalik araliklarla sakrifiye edildi
ve bir ay sonunda ¢aligma tamamland. Direkt grafilere
ek olarak her iki bacaktaki tiim tibia rezeke edildi ve
histopatolojik incelemeye alind.

Histopatolojik ve Radyolojik Degerlendirme

Spesimenler %10’1uk formik asit soliisyanunda
fikse edilerek 1-2 hafta kadar dekalsifiye edildi. Daha
sonra sodyum siilfat igerisinde bekletildi. Etanolde
dehidrate edilen spesimenler daha sonra parafinle
bloklandi. 5-7 pum kalinhigindaki transvers kesitler,
implantlar1 da igerecek sekilde elde edildi ve
Hematoksilin-Eozin ile boyandi. Isik mikroskopu
(Olympus BH-7) kullanilarak fotomikrograflar elde
edildi.

Darekt grafiler, 44 kV ve 3,2 mAs/s dozunda, stan-
dard bir réngen cihaz: (Multix-C, Siemens) kullanilarak
elde edildi. Mesafe 100 cm olarak ayariandu.

SONUCLAR

PHBV22 impiantlarinin higbiri yabanes cisim
reaksiyonu gostermedi. Grup 1’deki birim alan bagina
digen fibrokartilajindz kallus ve yeni olugan kemik
lamellerinin, Grup 2’ye gére, daha fazla oldugu gériildii
(Sekil 1). Ancak, Grup 2 spesimenlerinin belirgin
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KONTROLLU TGFS-1 SALINIMI

Sekil 1: 5 ng TGFA-1 iceren PHBV22 implantin histopatolojik

gdrdnimd. Yeni olusmus kemik lameiierin ve bostugu dolduran
fibrokartilajinz kallusa dikkat ediniz (HE, 75X).

Sekil 3: TGFS-1 uygulanmayan kontrol spesimenlerinin en kot
histopatoioiik iyilesme goésterdidi goriilmekiedir (HE, 40X).

derecede daha matiir kemik lameller icerdigi tespit edildi.
Bu bulgu, bu grupta iyilesmenin daha fazla tamamlanmig
oldugu seklinde yorumlandi (Sekil 2). Hem fantom im-
plant kullanmilan hem de Grup 3’teki (bog kontrol)
defektlerin en kot histopatolojik tyilesme poterdidi
gorlildii (Sekil 3).

Radyolojik bulgular histopatolojik bulgular:
desteklemekteydi. Grup 1 ve 2’de tam Lyilesme ve
defektlerde kapanma gozlenirken, en kétil iyilesme
kontrol gruplarinda gozlendi. Grup 1°de siiregen ancak
Grup 2’ye gore daha yavag bir iyilesme oldugu gorildi.
Kapanan defektlerde normal kemik iyilesmesi oldugu
goriildi (Sekil 4A,B).

TARTISMA

TGFR-1 kemik iyilesmesinin erken safthalarinda
gorev alan protein yapih bir sinyal molekiliidiir. Bu
neden]e, herhangi bir kemik defektinin bulundugu bir
bolgenin bu madde agisindan yiksek aktivite gdstermesi
dogaldir. Buna gére, uzamis etki ve aktiviteyi indikleyen
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Sekil 2: 20 ng TGFS-1 igeren PHBY22 implantin histopatclojik
gériinimad. Matr kemik Jlamellerin disiik dozlu implanta gore
daha fazla oldugu gérilmektedir (HE, 40X).

Sekil 4A: Grup 1: 5 ng TGFS-1 uygulanmus sigcan tibiasinin
radyolojik g&rantmdl. Sagdakitibia defekti Grup 2've gére daha
yavas bir iyilesme gostermistiv {beyaz ok}, B: Grup 1: 20 ng
TGFj-1 uygulanmis sican tibjiasinin radyolojik gérintimii.
Sagdaki tibia defekti tamamen kapanmistir (beyaz ok) ve
gorin{im histopateclojik bulgulan destekler niteliktedir.,



bir yavag salimm sisteminin iyilesme hizim etkilemesi
de belklenmelidir. Bu sayede yem kemik olugumu ve
yeniden yapilanma daha hizli ve tam olacaktir. Bu fikir,
biyolojik olarak yikilabilir bir sistem olarak
planlandiginda, materyalin erozyonu ve bdlgeden
uzaklastirilmas: sirasmda yeni olusan kemik ile yer
degigtirecek ve sonug olarak defekt hizh bir sekilde
kapanacaltir.

Sunulan bu galismada siganlarda 1yilesmenin doza
bagimli olarak gergeklestigi gosterilmistir. Genel olarak,
tedavi edilmernis bir defektin tamamen kapanmasi i¢in
4 hafta yeterli olamamaktadir. Bu veni tedavi yaklagimi
ile, eger yeterli miktarda ve stirede TGFB-1 saglanursa,
kapanmanin in vivo olarak gergeklesmesinin miimkiin
oldugu gozlenmistir. TGFB-1’in, serbest olarak ve
tekrarlayan uygulamalarda ve gok daha vitksek dozlarda,
%ellsnik iyilegmesine olan etkileri daha dnce gdsterilmistir

"". Bu ¢alismalar, bu sinyal proteininin osteojenik ve
kondrojenik kapasitesini agikga vurgulamaktadir.
Caligmamizda uygun bir tagiyici sistemle ve ¢ok az
dozlarla (20 ng), birkag mikrogram gibi y[iksek dozlarla
TGFB-1 vygulanan diger ¢aligmalara A gore, cok daha
1yi sonuglar elde edilebilecegi gosterilmistir. Elde edilen
sonucun, daha 6nce de bahsedilen implantin
piezoelekirik dzelliklerinin, TGFB-1 sinyal molekiiliiniin
daha stabil ve uzun aktivitesiyle birlegmesi sonucu elde
edildigi digtniilmektedir.

Sonug olarak; bu tip bir tasiyict sistemin, kemik
ivilegmesini iyi yonde etkileyen biyiime faktdrlerinin
Jcontrolli salmirmm saglayacak bir potansiyele sahip
oldugu gdribmistir. Buna ek olarak oldukca pahali ve
degerli olan bu proteinlerin gereksiz yere harcanmasmu
onleme gibi bir avantaja da sahiptir. Buna kargihik, bu
tip bir sistemin insanlarda ve daha bilyiik defektlerde
uygulanmasi i¢in daha ilert ve kapsamh caligmalara
ihtiyag vardir.
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