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KEMIK MORFOJENETIK PROTEIN OZELLIKLERI VE
ORTOPEDIDE KULLANIM ALANLARI
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GIRIS

Kemik morfojenetik proteinlerinden (Bone morphogenetic proteins-BMP) bah-
sedecek olursak, transforming growth faktor 8 ailesinde bulunan ¢ok islevli bii-
yiime faktorleridir. Bu bityime faktorleri; uzuvlarin gelisimi, endokondral kemik-
lesme, kikirdak ve kemik onarimi sirasinda iiretilmektedir. Kemik morfojenetik
proteinlerin varlig1 18. yilizyilin ortalarinda ortaya kondu, kemik gelisiminden
sorumlu olan bu proteinler, 18. yiizyilin sonlarina dogru insan BMP’lerinin izo-
le edilmesine kadar bilinmiyordu. Yapilan aragtirmalarda 15 BMP {iyesi tanim-
lanmistir. BMP’lerin olusturdugu sinyal, serin/treonin kinaz reseptorlerinin alt
tipleri araciligiyla iletilir. Ug tip-1 reseptériin BMP ligandlarini bagladig: ve bu
proteinlerin; hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve kontrollii hiicre 6liimii-
niin diizenlenmesinde yer aldig1 bulunmustur. BMP’leri benzersiz kilan 6zellik,
kemik, kikirdak, bag ve tendon olusumunu hem ortotopik hem de heterotopik
bolgelerde tetikleyebilme kapasiteleridir. Bu farkli 6zellikleri, BMP’lerin 6nemli
bir protein haline gelmesini saglamis ve {izerinde bir¢ok arastirma yapilmasini
gerektirmistir. Cesitli hayvan ¢alismalari, bu proteinlerin spinal fiizyon gereken
durumlarda, biiyiik kemik defektlerinin onariminda, kaynamayi hizlandirma ve
eklem kikirdag: lezyonlarini iyilestirme potansiyelini gostermistir. Bir¢ok labo-
ratuvar, BMP’leri kemik dokusundan iiretmek ve saflastirmak zor oldugu igin,
bu proteinleri heterolog sistemlerde rekombinant formda tiretmek i¢in ¢aba sarf
etmektedir.

Bu yazimizda, BMP yapisi, molekiiler etki mekanizmalari ve 6nemi ile kikir-
dak ve kemikle ilgili hastaliklarin tedavisi igin saglik alanindaki uygulamalarin-
dan bahsedilecektir.

1

Uzm. Dr., Adana Avrupa Hospital, aybarskivrak@gmail.com

-99 .-



Giincel Ortopedi ve Travmatoloji Calismalart IV

GENEL BILGILER

BMP’ler olarak da bilinen kemik morfojenetik proteinlerinin kesfinden bu yana,
bir¢ok aragtirmaci, BMP’lerin osteojenik hiicrelerin kok ve mezenkimal hiicre
farklilasmasini tetikleyerek kemik olusturabilen proteinler oldugunu goéstermistir
(1). Modern molekiiler biyoloji teorileri, BMP’lerin morfojenetik proteinler oldu-
gunu ve genomda morfojenetik bir bélgenin olusumunu baglatmaya tesvik eden
molekiiller oldugunu belirtmektedir. BMP’ler bir konsantrasyon gradyanindan
gecerek gelisim siirecini degistirir. Hiicreler, 6nceden belirlenmis bir model ve
mekansal diizenlemeyi takip ederek, bu uyarana yanit olarak ¢ogalir ve farklilasir.
BMP’ler, fiziksel ve kimyasal agidan, hiicreler tarafindan salgilanan ve farkl: hiicre
tiirlerinin plazma zarinda bulunan reseptorlere ligand gorevi goren proteinlerdir.
Bu otokrin ve parakrin etkiler, hiicre ve doku organizasyonunu olustururlar.

BMP’lerin kemik olusumu siirecindeki tstlendigi gorev, kiriklarin iyilesmesi
ve kemiklerin onarimi sirasinda iyi bir sekilde anlagilmistir. Ektopik bolgelerde
ve kemik kusurlarinda yapilan cesitli hayvan deneylerinde, BMP’ler kemik doku-
su olusumunu tetikleyebilir. BMP’lerin heterotopik kemiklesmeye neden oldugu
hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hakkinda uzun siiredir ¢ok az sey bilinmek-
teydi. Oncelikle, BMP’lerin hiicresel ve molekiiler etki mekanizmalarinin tam
olarak anlagilmasi, potansiyel klinik uygulamalarin gelistirilmesi i¢in son derece
onemlidir. Yetersiz kalinan bazi hastaliklarin tedavisinde tipta 6nemli bir yol ka-
tedilmesini saglama ihtimali yiiksektir.

KEMIiK MORFOJENETIK PROTEINLERININ YAPISI

1900’lii yillarin ortalarinda bu proteinlerin incelenmesi sonucunda, demineralize
kemik matriksinin, kemirgenlerde deri alt1 ve kas i¢i dokularda endokondral ke-
mik olusumunu tetikleme kapasitesine sahip oldugunun gézlemlenmesiyle basla-
mustir (1,2). Daha sonra kemikten diisiik molekiiler agirlikli bir glikoprotein izole
edildi ve bunun ektopik olarak yerlestirildiginde kemik olusumunu destekledigi
caligmalarda gosterildi (2).

Demineralize kemik matriksi, BMP’lerin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in ter-
cih edilen bir biyomateryaldir, bu molekiiller diste de bulunabilir (3). Dekalsifiye
s1g1r kemiginin kemik enfeksiyonu tedavisinde kullanilabilecegi 18. yiizyilin so-
nunda gosterildi. 20. yiizyilin ortalarinda Lacroix, kemigin endiiktif rolii hipote-
zini ortaya att1 ve ona osteogenin adini verdi. Birka¢ yil sonra, tavsanin demine-
ralize liyofilize kemik matrisinin kas sistemine implante edildiginde yeni kemik
olusumunu tetikleyebildigi tesadiifen bulundu (1).

Ektopik kemik olusumunun uyarilmasi, farelere implante edilen tavsan, ko-
pek, sigir ve insan ksenojenik demineralize kemik matrisinin uygulanmasi ile net
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bir sekilde gosterilmistir. Ancak, diger tiirlerde sican allojenik matriks ve dogal
BMP’ler ektopik kemik olusumuna neden olmazlar. Bu nedenle, BMP’lere farkli
hayvan tiirlerinin tepkileri farkli olabilir ve immiinolojik faktorler gz oniinde
bulundurulmalidir. BMP’lerin veya demineralize kemik matriksinin endiiktif
ozelliklerinden yararlanilarak, intramembrandz kemik gelisimi ile kemik defekt-
lerine uygulanmasi klinik olarak 6nem arz edebilir. Endokondral kemik olusumu-
nun tamir edilmesi, bu malzemelerin endiiktif etkisini dogrulamaktadir.

Kemik morfojenetik proteinleri TGF-{§ ailesine ait proteinlerdir. Bu protein-
ler bityiik 6ncii molekiiller olarak iiretilirler. Dimerize olduktan sonra, proteolitik
olarak boliinerek, bir konsensiis Arg-X-X-Arg bolgesinde olgun dimerler olustu-
rurlar. N-terminal bolgesinin, islenmis olgun proteinin stabilitesini kontrol ettigi
ve boliilnme bolgesine bitisik asag1 akis sekansinin, béliinmenin etkinligini belir-
ledigi gosterilmistir (5).

BMP’ler, disiilfit baglar1 ile baglanan dimerlerden olusur ve kemik olusumu
i¢in bu dimerizasyon sarttir. Homodimer ve heterodimer molekiiller olarak aktif
olan 15 BMP alt aileye ayrilir. BMP’ler, diisitk molekiiler kiitleye sahip glikopro-
teinlerdir ve TGF-f8 ailesinin bir pargasi olarak BMP’leri iceren ortak dizilerin
dogrulanmis hizalanmis boliimlerine sahiptir (6). TGF-8 isimli sitokinler, kemik
matriksinde BMP’lere gore daha yiiksek miktarlarda bulunurlar. BMP-2, alkalen
fosfataz ve osteokalsin gibi osteoblast farklilasma belirteglerini tetikler veya artti-
rirken, TGF-f81 osteokalsin ekspresyonunu ve alkalin fosfataz aktivitesini 6nemli
6lctide inhibe eder (7).

BMP-7 osteojenik protein 1’in (OP-1) ii¢ boyutlu yapisi ¢oziildii (7,8) ve OP-1
ile TGF-132 arasinda sinirli sekans 6zdesligi olmasina ragmen ortak bir polipeptit
katini paylastiklarini gésterdi. OP-1 ve TGF-f3’nin benzerligi %38'den azdur, fakat
BMP-2 ve BMP-5' gore sirasiyla %60 ve %85 olmak iizere daha yiiksektir. Mono-
mer, Ui¢ disilfit bagi, monomer ¢ekirdegini olusturan sistein diigiimii ve iki par-
mak benzeri ¢ikint1 olusturan diigiimden ¢ikan dort antiparalel 3-tabaka seridi

sunar. Yapilan ¢aligmalarda BMP-2A geninin kromozom 20de bulundugu tespit
edildi (9).

KEMIiK MORFOJENETIK PROTEINLERININ SINYAL KASKADI

Osteogenez, ii¢ 6nemli agamadan olusan bir dizi olay i¢erir: mezenkimal hiicrele-
rin gogii ve gogalmasi, mezenkimal hiicrelerin farklilagmasi, kikirdak olusumu ve
son olarak kikirdagin kemikle yer degistirmesidir. Implantasyondan birkag giin
sonra mezenkimal hiicrelerin adezyonunu ve proliferasyonunu arttirarak, plazma
fibronektinin demineralize kemik matrisine baglanmasiyla tetiklenir. Kondroje-
nez 5 giin sonra gozlenir ve 7-8 gilinde zirveye ulagir. 9 giin sonra kikirdak hipert-
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rofisi ve mineralizasyonu gozlenir. Osteoblast farklilagmasi anjiogeneze baghdir
ve en yiiksek seviyeye 10.-11. giinde ulasir (10). Yeniden sekillenen endokondral
kemik, bir hematopoetik bolge haline gelir. Demineralize kemik matriksi, emb-
riyolarda iskelet morfogenezinin ve yetigskinlerde kemik onariminin ilk olaylarin
taklit eden morfojenetik bir olay dizisine yanit verir.

Kemik morfogenezi igin belirli anahtar sinyallerin tanimlanmasi, BMPnin,
TGEF-p st ailesinin bir sinyal molekiilii olarak hiicre zarindaki 6zel bir tip 2 resep-
toriine baglanarak bir kompleks olusturmasini igerir. Bu kompleks, BMP-reseptor
2-reseptor 1 kompleksinin olusumunu tetikler. Reseptorler, kendi kendini fosfo-
rile eden ve bir TGF-p doniistiiriicii ailesi olan Smad proteinlerini fosforile etme
yetenegi kazanan transmembran serin/treonin kinaz proteinleridir. Smadlar,
BMP reseptorlerinin sinyal iletimi i¢in kullanilan bir ailedir ve yap1 ve islevleri-
ne gore iig alt gruba ayrilir: reseptor-diizenlenmis Smad’ler (R-Smad’ler), ortak
aract Smad’ler ve inhibe edici Smad’ler. R-Smad’ler, aktive edilmis serin/treonin
kinaz reseptorleri (BMP-reseptor 2-reseptdr 1 kompleksi) tarafindan fosforile
edilir. R-Smad’ler daha sonra ortak araci1 Smad’lerle etkileserek hetero-oligome-
rik kompleksler olusturur ve bu kompleksler ¢ekirdege yer degistirerek cesitli he-
def genlerin transkripsiyonunu diizenler (11). Smad’lerin DNAya kendi baslarina
baglanip baglanmadig1 ve spesifik baglanma boélgelerini tantyip tanimadigr agik
degildir.

BMP-2nin BMP-5, BMP-6 veya BMP-7 ile transient co-ekspresyonu veya
BMP-4"tiin BMP-7 ile transient co-expresyonu, heterodimerik BMP’yle herhangi
bir tek BMP’nin ifadesinden daha fazla BMP aktivitesi ile sonuglanir (12).

Son aragtirmalar, spesifik BMP antagonistlerini (6rnegin noggin ve chordin)
ve DAN ailesinin tiyelerini (6rnegin gremlin) tanimlamistir. Bu tiir antagonistler,
BMP’ye spesifik reseptorleri ile ayni afinite ile baglanarak sinyal iletimini bloke
eder ve boylece kemik olusumunu azaltir. Bu nedenle, bu antagonistler, asir1 ke-
mik olusumu ile karakterize edilen patolojik durumlarda terapéotik olarak kulla-
nilabilirler (13).

BMP-3’iin osteogenez iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu gosteril-
mistir ve TGF-p/aktivine benzer bir sinyal yolu sunar (14). BMP-3, BMP-2"nin
aktivitesini inhibe etme yetenegi gosterir ve bu, TGF-p/aktivin ve BMP sinyal
yollarindaki ortak bilesenler arasinda bir rekabetin sonucu olabilir. BMP-3, de-
mineralize kemikte en bol bulunan BMP oldugundan, diger BMP’lerin in vivo
osteojenik aktivitesini modiile ederek muhtemelen 6nemli bir rol oynar.

Bu sonuglar, ekzojen BMP’lerden olusan tiriinlerin kullanildig1 kemik rejene-
rasyonu i¢in BMP-3 miktarinin belirlenmesinin klinik agidan biyitk 6nem ta-
sidigin1 gostermektedir. BMP’lerin osteojenik potansiyeli, antagonistlerin varlig
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durumunda azalir. Ancak BMP-3, kemik hipermineralizasyonu ile karakterize
edilen osteopetroz gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir.

KEMIK MORFOJENETiK PROTEINLERE KARSI BAGISIKLIK
TEPKISI

BMP’lerin implantasyonu sonrasi aktive olan bagisiklik mekanizmalari hakkinda
tam bir fikir birligi olusmamistir ve bu konuda bazi karigikliklar ve tartigmalar
vardir. Allojenik BMP’lerin ve kollajen olmayan proteinlerin tek basina uygulan-
mast orta diizeyde bir bagisiklik tepkisine yol agabilir ancak BMP’nin osteoin-
diiktif kapasitesini azaltmaz. Bir BMP-kollajen olmayan proteinin yiiksek dozu,
anti-BMP antikorlarinin iiretilmesine neden olabilir ve BMP’nin osteoindiiktif
etkisini engelleyebilir (15). Allojenik veya ksenojenik BMP’lerin implantasyonu,
makrofajlar, lenfositler ve plazma hiicrelerinin toplanmasini ve antikorlarin iireti-
mini tegvik ederek osteogenezi inhibe edebilir. Bazi arastirmalar tiire 6zgii bir etki
gosterirken, digerleri ksenojenik BMP’nin 100 mg’a kadar olan dozlarinin giivenli
oldugunu ve tespit edilebilir bir bagisiklik tepkisi olusturmadigini gostermektedir
(16, 17). Ancak BMP’lerin ikinci implantasyonunun, kritik boyutlu lezyonlarin
tedavisinde, bagisiklik tepkisinin yogunlasmasina ve ksenojenik BMP’nin etkinli-
ginin azalmasina neden oldugu gosterilmistir. RhBMP implantasyonundan sonra
bagisiklik yanitinin analizi tam olarak incelenmemis olmasina ragmen, yapilan
onciil calismalar, hBMP-2 implantasyonunun képeklerin gene kemigi kusurlari-
na yerlestirilmesinden sonra anti-thBMP-2 tiretmedigini bildirmistir. BMP’lerin
kemik olusumunu tetiklemesi, implantasyon sonrasi bagisiklik tepkileriyle ilis-
kilendirilebilir. Bu nedenle, BMP’lerin ortopedik ve dis hekimligi alaninda kul-
laniminda giivenilirligini saglamak i¢in daha fazla caligma yapilmas: gereklidir.
Bu ¢alismalar, BMP’lerin implantasyonu sonrasi bagisiklik tepkilerinin yani sira
BMP’lerin olas1 yan etkilerini de icermelidir. Bu ¢alismalar, BMP’lerin uzun va-
deli giivenilirligini degerlendirmeye odaklanmalidir ve bu siirecte klinik deneme-
lerin sonuglar1 dikkate alinmalidir.

KEMIK MORFOJENETiK PROTEINLERI iCiN HEDEF HUCRELER

Cesitli hiicre hatlar1 iizerindeki hiicresel ve molekiiler etkilerini gosteren demi-
neralize kemik matriksi ve saflagtirilmis veya rekombinant BMP'ler, ¢ok sayida
arastirma tarafindan incelenmistir. BMP'lere yanit veren hiicre hatlar1 arasinda
pluripotent mezenkimal hiicreler, kemik iligi hiicreleri, osteoblast 6nciileri, mi-
yoblastlar, fibroblastlar ve noral hiicreler yer almaktadir. BMP'ler, alkalin fosfataz,
paratiroid hormonu reseptorii, osteokalsin, osteopontin ve osteonektin gibi bir-
¢ok kemik metabolizmasi belirtecinin modiilasyonunu saglar. BMP'lerin sinyal
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iletim mekanizmalari hala belirsiz olsa da, birikmis kanitlar, BMP aracili yanitin
kikirdak ve kemik gelisimi sirasinda spesifik reseptorlerin kullanimini icerdigini
gostermektedir. BMP'lerin, organogenezin erken asamalarinda 6nemli bir rol oy-
nadig distintilmektedir.

Mezenkimal ve embriyonik hiicrelerde, BMP’lerin en etkileyici etkisi, bu
hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasini uyararak kikirdak olusumunu ve alka-
lin fosfataz aktivitesini uyarma yetenegidir. Baska hormonlar veya sitokinler, bu
kemik metabolizmas: belirteglerinin seviyesini kontrol edemez. BMP’lerin diisiik
konsantrasyonlarinin in vitro deneylerinde, mezenkimal hiicrelerin adipositlere
farklilasmasini tesvik ettigi, ancak yiliksek konsantrasyonlarda ise osteoblast fark-
lilasmasini tesvik ettigi dikkate deger bir bulgudur. Bu, etkisini tahmin etmek i¢in
BMP dozlarinin belirtilmesi gerektigini vurgulanmaktadir (19). rhBMP-2 ile te-
davi edilen osteoblastlar, mezenkimal hiicrelere benzer sekilde, alkalin fosfataz,
osteokalsin, osteopontin ve kemik sialoprotein seviyelerinde artis ile hizl farkli-
lasma gosterirler (20).

BMP’lerin osteoblastlar ve periosteal hiicreler tizerindeki etkileri, BMP’lerin
hiicresel seviyedeki etkisinin daha iyi anlagilmasi i¢in kapsamli bir sekilde ince-
lenmistir. RhBMP-2, kemik hiicrelerinin farklilagmasinda 6nemli bir rol oynar ve
miyoblastlar veya adipositler gibi diger hiicre tiirlerine farklilagmasini engeller.
Ayrica, bu protein, kemik matriks proteinlerinin sentezinde ve DNA sentez akti-
vitesinde bir artisa neden olabilir (21).

Bir¢ok BMP tipinin endokondral kemik olusumunu baslatabildiginden, kond-
roblastlar da bu proteinlerin dogal hedefleridir. Gergekten de, bircok BMPnin
hiicre ¢cogalmasini ve kondroblastlarin ve biiylime plakasinin kondrositlerinin al-
kalin fosfataz sentezini ve aktivitesini artirdig1 gosterilmistir. BMP’lerin etkilerin-
de kondrositlerin in vitro kiiltiir kosullar1 da 6nemli bir rol oynamaktadir ve bu
proteinlerin dokuya 6zgii uyarilarinin oldugunu gostermektedir (23).

Sigir BMP’leri, doza bagl bir sekilde NIH-3T3 fibroblastlarinda DNA ve pro-
tein sentezinde ve ayrica alkalin fosfataz aktivitesinde bir artisa neden olmustur
(24). Buna kargilik, rhBMP bu hiicrelerde alkalin fosfatazda bir artisa neden ol-
mad1. BMP-2, BALB/c-3T3, Swiss-3T3 ve 3T3-L1 fibroblastlarinin adipositlere ve
osteoblastlara farklilasmasini desteklemistir (20).

Genellikle, BMP’lerin hedef hiicreleri osteoblast benzeri hiicrelere farklilagir
ve alkalin fosfataz ve mineralize doku iiretir. Ote yandan, yiiksek diizeyde saflagti-
rilmis olgun tavsan osteoklast kiiltiirinde BMP’lerin osteoklastik kemik-rezorbe
etme aktivitesinin dogrudan etkisi incelenmistir (25). BMP-2 ayrica, sirasiyla or-
ganik ve inorganik kemik matrikslerinin par¢alanmasi icin anahtar enzimler olan
katepsin K ve karbonik anhidraz 2 ile haberci RNA ekspresyonunu ytikseltir.
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SAFLASTIRILMIS VE REKOMBINANT KEMiK MORFOJENETIK
PROTEINLERI

Her biiytime faktoriinde oldugu gibi, BMP’ler dokularda ¢ok diisiik dozlarda etki
eder, nanogram veya mikrogram olarak bulunur. Ancak, birka¢ mikrogram BMP
izole etmek i¢in kilogramlarca demineralize kemik matriksine ihtiya¢ vardir (26).
BMP’lerin izolasyonu, farkli yontemler kullanilarak yapilabilir ve farkli BMP’ler,
amino asit dizileri ile tanimlanabilir. BMP’lerin demineralize kemik matrisinden
saflagtirilmast icin kullanilan doért yontem sunlardir: 1) enzimatik sindirim, ¢iin-
kit BMP’ler kollajenaza direnglidir; 2) etilen glikol ekstraksiyonu, ¢iinkii BMP
molekiilii hidrofobik yapidadir; 3) 6 M iire art1 0,5 M CaCl2, ¢iinkiit BMP’ler diger
kollajen olmayan proteinlerden kaotropik ¢oziictiler i¢inde ayristirilabilir; 4) kon-
kanavalin A afinite kromatografisi, ¢linkit BMP’lerin yapisinda bulunan karbon-
hidratlar nedeniyle hidrofobik yapidadirlar.

BMP’lerin saflastirilmasi olduke¢a zor ve verimleri dusiiktiir, ancak imkan-
s1z degildir. Bu islem igin en az 100 kg yikanmus taze kortikal kemik gereklidir.
BMP’lerin molekiiler agirliklar: 15 ila 30 kDa arasinda degisir ve kismi saflas-
tirilmasi her bir kg taze kemik i¢in 57 mg BMP havuzu saglar. Belirli bir dogal
BMP’nin izolasyonu, dokudaki miktarina bagli olarak ¢ok az miktarda BMP verir.
BMP’lerin saflastirilmast siirecinin zorlugundan kaynaklanan az miktarda BMP,
bu proteinlerin klonlanmasi ve ekspresyonu i¢in molekiiler biyoloji tekniklerinin
kullanimina neden olmustur.

BMP’leri kodlayan ilk genlerin molekiiler klonlanmasi 19807lerin sonun-
da ger¢eklesmis ve BMP ailesinin 30dan fazla tiyesi tanimlanmistir (27). Farkli
BMP’lerin incelenmesi, ifade modellerinin ve biyolojik fonksiyonlarinin iskelet
gelisimi ile sinirli olmadigini ortaya koydu. Hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi,
apoptoz, iskelet dahil olmak iizere gesitli organlarin morfogenezi ve organogenez
gibi diger fonksiyonlar tanimlanmigtir.

Bazi laboratuvarlar, implantasyon boélgesinde kikirdak veya kemik olusumu-
nu tetikleyen izole edilmis biyoaktif proteinlere sahiptir, ancak bu proteinlerin
verimleri diisiiktiir ve saflagtirma siireci oldukga zahmetlidir (28). Ek olarak, al-
lojenik dondr kemiginden koken almalari nedeniyle ortaya ¢ikan potansiyel risk
klinik uygulamalarini azaltmistir (29). Farkli BMP’ler i¢in cDNATlar tanimlan-
mis ve klonlanmistir. Bu cDNATlarin dizileri, BMP-1 harig, bu proteinlerin TGF-f
ailesinin tyeleri oldugunu goéstermistir (30). BMP kodlayan genlerin molekiiler
klonlama islemi ve TGF-P akrabalar1 olarak tanimlanmasi, bu proteinlerle ilgi-
lenilmesine ve ekspresyon ile fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasina olanak sagla-
mistir.
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BMP-2 ve BMP-7"nin osteoindiiktif 6zellikleri géz 6niine alindiginda, bu re-
kombinant proteinleri heterolog bakteriyel, memeli ve bakuloviriis kullanarak
tiretmek ve saflastirmak amaciyla uygun transdiiksiyon vektorlerine klonlamak
i¢cin bu molekiillerin insan cDNA karsiliklarini izole etmeye baglandi. Elde edilen
rekombinant proteinler, osteoblast farklilagma siirecinin yeni potansiyel diizenle-
yicilerini tanimlamak ve karakterize etmek, kemik olusumunda yer alan molekii-
ler mekanizmalar1 daha iyi anlamak ve yeni terapotik i¢goriiler (ilag tasarimi ve
gen tedavisi) kazanmak i¢in kér cDNA klonlama stratejilerinde kullanilmaktadr.

Rekombinant BMP’lerin osteoindiiktif 6zellikleri, saflagtirilmis BMP’lere ki-
yasla azalir ve BMP’lerin genetik miihendisligi teknikleriyle karakterizasyonunu
gerektirir. Bessho ve ark. (31), saflagtirilmis ve rekombinant sigir BMPnin etki-
lerini ayrintili olarak analiz etmislerdir. Ca2+ igerigi ve radyografik yontemler
kullanarak yapilan analizler sonucunda, sigir BMP kullanildiginda, sican kasinda
ektopik olarak olusan kemik dokusunun olgunlasmasinin 10 kat daha fazla oldu-
gunu gozlemlediler.

Farkli BMP’lerdeki tutarsizliklarin agiklanmasi i¢in birkag hipotez onerilmis
ve bunlar test edilmistir. Sigir BMP’nin rekombinant ve saflagtirilmis formunda
amino asit dizisinde farkliliklar rapor edilmistir. Ayrica, bu proteinlerin kemik
onariminda birbirleriyle koordineli olarak ¢alistig1 6ne siirtilmiistiir, bu da onari-
min daha da kolaylastirilmasi igin ayn1 anda birkag rekombinant BMP’ye ihtiyag
duyuldugunu vurgulamaktadir. Kollajen tiirevli materyallerin BMP tasiyicilar:
olarak miitkemmel adaylar oldugu ve defekte tasimak igin kullanilabilecegi de
gozlemlenmistir (31).

OSTEOJENIK PROTEIN-1/KEMiK MORFOJENETIK PROTEIN-7

1990’larin baglarinda, OP-1 veya BMP-7 klonlandi. OP-1 geni, sigir BMP ile
zenginlestirilmis mistahzarlarin polipeptit zincirine dayali bir konsensiis probu
kullanilarak plasenta, hipokampus ve osteosarkoma cDNA kitapliklarinda kesfe-
dildi. OP-1 kondrosit proliferasyonunu tesvik eder ve kondrojenik farklilasmay1
tetikleyebilir. Ancak, yalnizca embriyogenez sirasinda ifade edilen OP-2 (BMP-8)
bulunmaktadir. OP-1, BMP-2 ila 6 gibi, disiilfit baglar1 ile stabilize edilmis bir
homodimerik glikoproteindir ve molekiiler agirlig1 32 ila 36 kDa arasinda degi-
sir. Baglangicta sigir kemik matriksinden saflastirilan OP-1'in amino asit dizisi,
BMP-2'ninkine yaklasik %60 benzerdir.

Insan hiicrelerinde iiretilen rekombinant OP-1'in, sigir OP-1'in yiiksek diizey-
de saflastirilmis preparasyonlarina benzer bir sekilde in vitro kemik olusumunu
tetikleyebildigi gosterilmistir (22). Tedavinin ilk asamalarinda OP-1, yogun bir
kondrojenik yanit ortaya ¢ikarir ve tedavi siiresince osteoblastik bir yanit1 uyarir.
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OP-1’in biyolojik etkilerine iliskin arastirmalar, 6zellikle osteogenez potansi-
yeli agisindan yapilmistir. OP-1’in hiicre proliferasyonunu, kolajen sentezini ve
osteoblast farklilasmasini uyardigi gosterilmistir. Hayvan modellerinde yapilan
calismalar, OP-1’in segmental osteoperiosteal defektlerde endokondral kemikles-
meyi tetikleyebilecegini gostermistir (32).

Amerika Birlesik Devletleri FDA, son zamanlarda OP-1’in spinal fiizyon te-
davisi i¢in kullanimini onaylayarak ortopedik ve dis ameliyatlarinda kullanimini
vurgulamustir (33).

KLiNiK UYGULAMALAR

PubMedde yapilan aramalarda, “kemik morfojenetik proteini” yazildiginda 3
binin iizerinde sonug ¢ikmaktadir, ancak insanlarda klinik aragtirmalarin sayisi
sinirhdir. Bilimsel kanitin en giiclii sekli, meta-analiz ve randomize kontrollii ¢a-
ligmalardan elde edilir. Sistematik incelemeler, tedavilerin yan etkileri ve yararlar1
hakkindaki ¢aligmalari bir araya getirir. Bu incelemeler, dogru veri kaynaklarin-
dan elde edilen ve belirli bir soruya odaklanan yiiksek kaliteli makalelere dayanir.
Sistematik incelemeler, 6nyargiy: 6nlemek veya en aza indirmek i¢in ¢ok faydali-
dir. Meta-analiz, farkli ¢alismalarin sonuglarinin nicel olarak birlestirilmesiyle bir
tedavinin beklenen etkisine iligkin bir tahmin verir (34).

[lk calismalar, BMP'lerin (rhBMP-2) lokal alveoler ¢ikintinin korunmasi veya
biyiitiilmesi (54) veya maksiller siniis tabaninin biiytitiilmesi (53) gibi alanlarda
etkisini analiz eden klinik deneylerdi. Ancak, ¢aligmalarin biiyiik cogunlugu spi-
nal fiizyonla ilgiliydi ve BMP'lerin yarar1 konusunda hemfikirdi. Burkus ve ark.
(43) ok sayida klinik ¢alismanin entegre bir analizini yiiriittiiler ve rhBMP-2 ile
tedavi edilen deneklerin ameliyat siiresi, kan kaybi, hastanede kalis siiresi, tekrar
ameliyat orani, medyan ise doniis siiresi ve fiizyon ile ilgili istatistiksel olarak an-
lamli sonuglara sahip oldugu sonucuna vardilar. Emilebilir bir kollajen siingere
uygulanan 1,5 mg/mL rhBMP-2'nin giivenligi ve etkinligi, agik tibia kirig1 olan
450 hastanin tedavisinde gosterilmistir. Hizlandirilmis kirik ve yara iyilesmesi ve
daha diisiik enfeksiyon orani ile ikincil miidahalelerin sikligini ve prosediirlerin
genel invazivligini azaltma agisindan standart bakima kiyasla 6nemli 6l¢iide iis-
tiin sonuglar gozlemlendi.

Dis hekimliginde, BMP’ler periodontal hastalik nedeniyle kaybedilen kemik
dokusunun rejenerasyonu, implantlarin yerlestirilmesi i¢in kemik hacminde arts,
maksiller siniis bitylitme ve restoratif-endodontik prosediirlerde test edilmistir.

Maksiller siniis biiyiitme amaciyla yapilan hayvan ¢alismalari, BMP’lerin et-
kinligini degerlendirmek i¢in yapilmistir. Bu ¢aligmalar, insanlarda yapilan ¢alis-
malarla karsilastirildiginda benzer sonuglar gostermektedir, ancak tatmin edici
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sonuglar elde edilememistir. Kopeklerde yapilan deneylerde, rhBMP-2 ile birlikte
kolajen kopiik tastyicist kullanilarak 3 tarafli kemik i¢i defektlerde kemik olusum
hizinda artis gozlemlenmistir. Bir klinik ¢calismada, OP-1'in 1 g kollajen tasiyicida
2,5 mg kullanim1 sonucu, siniis taban yiikseltme operasyonundan sonraki 6 ay
icinde insan maksiller siniisiinde kemik olusumunu potansiyel olarak baslattig:
gorilmustiir. Ancak, bu malzemenin tam davranisi 6ngoriilememektedir.

Barboza ve ekibi, BMP’leri kullanarak implantlarin yerlestirilmesinden 6nce
kemik krest yiiksekligini arttirmaya yardimci olmustur. Ancak, Salata ve meslek-
taslar1, BMP’lerin implant dis hekimliginde kullanimina iliskin 379 bilimsel rapo-
run bir meta-analizini yapmis ve implant yerlestirmeden 6nce alic1 kemik yata-
ginin iyilestirilmesine yonelik klinik protokollerin yeterli sayida galigmaya sahip
olmadig1 sonucuna varmustir.

Giannobile ve ark. (57), tip 3 furkasyon kusurlarina sahip képeklerde imp-
lante edilen thBMP-7 ile etkilenen koklerin ankilozu gibi higbir yan etki belirtisi
gostermeden umut verici sonuglar elde etmistir. Ancak daha sonra yapilan bir sis-
temik incelemede (42), bu arastirmacilarin mevcut raporlarin gogunun diisiik ka-
liteli kanitlara sahip oldugunu ve ¢ogunun vaka ¢aligmalar1 veya kontrolsiiz vaka
serilerinden olustugunu tespit ettikleri belirtilmistir. Yeterli veri olmadig: i¢in bir
meta-analiz yapilamamistir ve BMP’lerin klinik 6ncesi ve ilk klinik verileri umut
verici olsa da, uzun vadeli sonuglar i¢in kesin sonuglara varmak i¢in yetersiz ol-
dugu sonucuna varilmigtir.

BMP’ler, mineralize bir bariyerin olusumunu tetiklemeleri a¢isindan, pulpa
kapama prosediirlerinde on yili agkin bir siiredir test edilmistir (58). Jepsen ve
ark. (59) rekombinant BMP-7 kullanarak mini domuzlarda kaplama ajani olarak
tedavi uygulamis ve tedavi edilen grup ile Ca(OH)2 ile tedavi edilen grup arasinda
daha kalin bir dentin bariyeri olusumunu saptamistir. Ren ve ark. (60), kopeklerin
pulpalarinda (az1 disleri ve kiigiik az1 disleri) fibrin ile iliskili rekombinant BMP-
2’yi kaplama maddesi olarak test etmis ve bir hafta sonra bir dentin bariyeri olu-
sumunu gozlemlemistir. Bu sonug, Ca ile tedavi edilen kontrol grubundan daha
iyi bir sonug elde edilmistir. Ancak, bu ¢alismalarin genellikle hayvan ¢aligmalar:
oldugunu ve BMP’lerin insanlarda kullanimi i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag
duyuldugunu unutmamak 6nemlidir.

SONUC

BMP sinyal yolu yolaklarinin hiicresel ve molekiiler temeli hakkindaki bilgi ve uy-
gun tastyicilarin gelistirilmesi, tipta bityiik bir devrimi tesvik edecek ve rejeneratif
stireglerin yara iyilesmesi siireglerine iistiinliik saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
Ancak, BMP’lerin tip ve dis kliniklerinde etkili bir sekilde kullanilabilmesi i¢in iyi
tasarlanmis kor ve randomize klinik ¢aligmalarin gerekliligi agiktir.
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