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OZET

MAMMADLLF. (2024). “Damar Yaglanmast ve Hasarinda BMP2 (Bone
Morphogenetic  Protein  2) Geninin  Katkisinin ~ Transkripsiyon Asamasinda
Arastirilmas1”. Istinye Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Bioloji ve Genetik

ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Calismamiz BMP2 geninin ekspresyon seviyyesinin kardiyovaskiiler hastaliklar,

kalp ve kalp damarlarina etkisi aragtirmistir.

Bu ¢alismamiz BMP2 geninin vendz yetmezlik sebebiyle opere edilen hastalarin
damar dokusu 6rnekleri ile Koroner By-Pass ameliyatina alinan hastalarin saglikli damar

dokular1 arasinda ekspresyon seviyelerini kiyaslanmaistir.

Yakin zamanda yapilan arastirmalar, BMP genlerinin gelisimin erken
basamaklarindan, bircok hastalik patofizyolojisine kadar rol oynadigini gostermistir.

BMP genlerinin, damar olusumunda 6nemli faktorlerden biridir.

Bu c¢alisamada damar dokusunda olusan kronik yaslanma ve hasarinda BMP2

geninin ekspresyon seviyesi arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: BMP2, Ven6z yetmezlik, Koroner By-Pass, Ekspresyon



ABSTRACT

MAMMADLLF. (2024). “Investigation of the Contribution of the BMP2 (Bone
Morphogenetic Protein 2) Gene in the Transcription Stage in Vascular Aging and
Damage”. Istinye University Health Sciences Institute, Department of Medical Biology

and Genetics. Master's Thesis. Istanbul.

Our study investigated the effect of the expression level of the BMP2 gene on

cardiovascular diseases, heart and cardiovascular diseases.

This study compared the expression levels of the BMP2 gene between vascular
tissue samples of patients operated on due to venous insufficiency and healthy vascular

tissues of patients undergoing Coronary By-Pass surgery.

Recent studies have shown that BMP genes play a role from early stages of
development to the pathophysiology of many diseases. BMP genes are one of the

important factors in vascular formation.

In this study, the expression level of the BMP 2 gene in chronic aging and damage

to vascular tissue was investigated.

Key words: BMP, Venous insufficiency, Coronary By-Pass, Expression
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1. GIRIS

Damar dokusunun yaslanmasi, yasli insanlarin hastalik ve 6liim oraninda 6nemli
bir rol oynar. Vaskiiler yaslanmanmanin olusturdugu hasarlarun tedavisi ve ileri yasla
baglh vaskiiler patolojilerin karsisinin alinmasi ve yeni tedaviler gelistirmek icin,
yaslanmasi sirasinda damar sisteminde meydana gelen hiicresel, molekiiler ve
fonksiyonel degisiklikleri anlamak tedavi siireci i¢in ¢ok Onemlidir. Bu degisiklikleri
daha detayli anlamak i¢in mitokondriyal disfonksiyon, molekiiler stresorlere karsi
bozulmus direng, kronik diisiik dereceli inflamasyon, genomik instabilite, hiicresel
yaslanma, epigenetik degisiklikler, protein homeostazisinin kaybi gibi yaglanmanin temel

hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin rollerini de kapsamak gereklidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Damar Yaslanmasinin Biyolojisi

Kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar, yash bireyler arasinda Amerika
Birlesik Devletleri'nde en yaygin 6liim nedenidir ve 65 yasinda tiim 6liimlerin ~1/3"inii
ve 85 yasinda ~2/3"inii kapsamakta olup 65 yas iistii (Statistics, N.C.f.H., Health, United
States, 2016) kisilerin yakin 30 yilda sayisinin %12'den %22'ye ¢ikacagi tahmin edilen
artigla birlikte, yasa bagli damar hastaliklar1 6n plana alinmasi ¢ok 6nemlidir,
(Heidenreich ve ark., 2011) ¢linkii bu yaslt hastalarin bakiminin yillik maliyetinin bu siire
zarfinda iki katindan artmasi beklenmektedir. Yasa baglh kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklarin olusma nedeni, arteriyel fonksiyondaki degisikliklerden
kaynaklandig1 ve fenotipik olarak daha da ilerledigi i¢in, arteriyel yaslanmanin altinda
yatan mekanizmalarin daha kapsamli arastirilmasi 6nemlidir (Lakatta ve ark.,2003).
Vaskiiler kognitif bozukluk, Alzheimer hastaligi, sarkopeni ve bobrek ve goz hastaligi
dahil olmak {iizere yasa bagli bir ¢ok hastaligin patogenezine mikro sirkiilasyonda
yaslanmanin neden oldugu fonksiyonel ve yapisal anomaliler neden olmaktadir (Zhou ve

ark., 2020).

Vaskiiler yaslanma, genel olarak kronolojik yaslanmadan farkli biyolojik bir
degiskenliktir; burada bir hiicrede veya tiim organizmada parsiyel ve ilerleyici
degisiklikler, fonksiyon bozulmasi, hastalik ve oliim riskinin artmasina neden olur
(Chakrabarti ve ark.,2020). Biyolojik yaslanmanin farkli 6zellikleri arasinda hiicresel
fonksiyon bozuklugu ve hiicre 6liimiine kars1 hassasiyet yer almaktadir ve bu belirtilerin
¢ogu ayni zamanda vaskiiler islev bozukluguna ve kireclenmeye de kadar
ilerleyebilmektedir (Lopez-Otin ve ark.,2013). Telomerler her hiicresel replikasyon
dongiisiinden sonra kisalmas: ve bu da hiicrelerin proliferatif 6zelliginin azalmasina
neden olmaktadir (Olovnikov ve ark.,1996). Telomerlerin tek sarmalli uglari,
kromozomal uglarin ¢ift sarmalli DNA kiriklar1 olarak gériinmesini, aksi takdirde DNA
hasar1 tepkilerine neden olmasimi 6nlemek i¢in korunmaktadir (de Lange.,2018). Bu
telomer bagliklarinin parcalanmasi, artan hiicresel yaslanma, oksidatif stres ve
iltihaplanma dahil olmak {izere yasa bagli damar fonksiyon bozukluklarina yol agabilir
(Morgan ve ark., 2018). Yaslanan hiicreler hareketsiz degildir ve iltihapli bir fenotipi
komsu hiicreye yayan kimyasal aracilar1 disar1 ¢ikarabilme 6zelligine sahiptir (Tchkonia

ve ark.,2013). Vaskiiler diiz kas hiicreleri (SMC'ler), endotel kaynakli eksozomlarin
2



alimina yanit olarak yaglanma belirtegleri sergiler ve kalsifiye olur (Lin.,2019). Ek olarak,
yaslt bireylerin yaslanan endotel hiicrelerinden alinan mikropartikiiller vaskiiler SMC
kalsifikasyonuna sebep olmaktadir (Alique Aguilar.,2017) ve in vivo insan vaskiiler
fonksiyonu, endotel hiicrelerinde yaslanma belirteclerinin varligiyla ters orantilidir
(Rossman., 2017). Farelerde, yaslanan hiicrelerin 6liimiine neden olan senolitik ilaglar,
yaslt farelerde damar fonksiyonunu geri getirebilmektedir (Roos ve ark.,2016). Eksojen
faktorlere (iyonlastirict radyasyon gibi), replikasyon hatalarina veya bozulmus DNA
hasarmin birikmesi, kismen reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumu sonrast hiicresel
fonksiyon bozukluguna katkida bulunur ve ayrica kardiyovaskiiler kalsifikasyona da
neden olmaktadir (Meerman ve ark., 2021). Kanda ve dokularda iltihaplanma veya
proinflamatuar belirteclerde yasa bagl artis, hem biyolojik yaslanmanin bir biyolojik
belirteci hem de yasa bagli kardiyovaskiiler patolojinin nedeni olabilir. Enflamasyon,
yaslanan hiicreler gibi inflamatuar mediatorlerin artan liretimi nedeniyle veya bozulmus
inflamatuar ¢oziiniirliik nedeniyle meydana gelebilir (Rymut ve ark., 2020). TNF (timor
nekroz faktorii) ile uyarilan endotel hiicrelerinin, BMP2 (Kemik Morfogenetik Protein
2) igeren mikropartikiilleri serbest birakmasi, bunlarin da vaskiiler SMC'ler tarafindan
fagosite ugramasi ve osteogenezin artmasi, yasla iligkili arteriyel kalsifikasyona neden
olmasi inflamasyonun roliiniin ne kadar 6nemli oldugunu desteklemektedir. BMP2 ayni
zamanda proinflamatuardir ve endotelyal aktivasyonunu tetiklemek 6zelligine sahiptir;
bu da bu lokal inflamatuar bozukluklarin otomatik geri bildirimde bulunabilecegini ve

yasla iliskili kalsifikasyonu artirabilecegini ihtimalini vermektedir(Csiszar ve ark., 2006).

Kemik Morfogenetik Proteinlerinin (BMP'ler) fonksiyonu ilk olarak 1960'larin
ortalarinda ektopik kemik olusumunu tetikleyebilecekleri kesfedildiginde gézlemlendi
(Urist., 1965). Ancak ilk BMP'lerin karakterize edildigi 1980'lerin sonlarina kadar
bireysel BMP'ler biyokimyasal olarak incelenemedi (Wozney ve ark., 1988). O zamandan
beri bir¢ok ¢alisma, BMP'lerin mezenkimal kok hiicrelerin kemige farklilagsmasini tesvik
etme yetenegini gostererek kemik ve kikirdak olusumundaki rollerini dogruladi. BMP’ler
TGF- B, aktivin, inhibin, Growth differentiation factors( GDFs), Glial derived
neurotrophic factors (GDNFs), Nodal Lefty ve anti- Miillerian hormonunun dahil oldugu
Transforming growth factor-B(TGF-B) siiper ailesinin bir parcasidir (Sekil2.1). ilk
kesfedilmelerinden bu yana, kemik ve osteogenezin 6tesinde ¢ok cesitli hiicre tiplerini ve

stireclerini etkiledikleri kanitlanmigtir. Bunlar embriyogenez ve gelisimde onemli
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Sekil 2.1. Damar yaslanmasi ve yaslanmayla hizlanan damar hastahgi.

Erken gelisimdeki bircok siireg, hiicre biiylimesi, apoptoz ve farklilagsma i¢in BMP

sinyallemesinden asilidir (Hemmati-Brivanlou ve ark.,1995, Bobacz ve ark., 2003).

BMP'ler ayrica eklem biitiinliigiiniin korunmasi, kirik biitlinligiiniin baslatilmas1 ve

vaskiiler yeniden yapilanma gibi yetiskin doku homeostazisinin korunmasinda da énemli

roller oynar (Tsuji ve ark., 2006). Tiim organ sistemlerindeki bu farkli islevlerden dolay1

BMP'lerin viicut morfogenetik proteinleri (Body Morphogenetic Proteins) olarak

adlandirilmay1 hak ettigi one siiriilmiistiir(Obradovic Wagner ve ark.,2010). Viicuttaki

diizenleyiciler olarak her yerde bulunmalar1 ve énemleri nedeniyle, BMP iiretimindeki

veya islevselligindeki hatalar genellikle belirgin kusurlara veya ciddi patolojilere neden

olmaktadir (Sekil 2.2).



Norolojik ve Oftalmik sistemler
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Sekil 2.2. Insan hastaliklarina neden oldugu veya bunlarla iliskili oldugu

kanitlanmis BMP sinyal yolunun temsili ityeleri.

TGF-p ailesinin diger tiyeleri gibi BMP'ler de tip 1 ve tip II reseptorler olarak
bilinen iki tip serin-treonin kinaz reseptoriine baglanir (Heldinve ark., 1997, Derynck ve
ark.,2003) (Sekil 2.3). Her iki reseptor de benzer bir yapiya sahiptir ve kisa bir hiicre dis1
alan, tek bir transmembran alani ve serin-treonin kinaz aktivitesine sahip bir hiicre i¢i
alandan olusur. BMP'lerin tip I reseptorlere uygunlugu, tip II reseptorlere gére daha
yuksektir ve uygunlugu, bir heterotetramerik reseptor kompleksinin olusmasiyla
artmaktadir (Rosenzweig., 1995). Tip Il reseptor kinaz, ligand yoklugunda yapisal olarak
aktiftir. BMP tip Il reseptorii (BMPR?2), serin ve treonin kalintilar1 agisindan zengin, uzun
bir C-terminal kuyruguna sahiptir (Rosenzweig., 1995). BMPR2'nin yan1 sira BMP'ler,
cesitli dokularda eksprese edilen aktivin tip II reseptorlert ACVR24A ve ACVR2B
(Moustakas ve ark., 2009) araciligiyla da sinyal verebilmektedir.

BMPR?2, BMP'ler icin oOzellikli bir reseptér olmasmna ragmen, ACVR2A ve

ACVR2B ayrica aktivinler, miyostatin ve nodal tarafindan da kullanilabilir. Yapisal



benzerlige bagli olarak BMP tip I reseptorleri iki alt gruba ayrilabilir: aktivin reseptorii
benzeri kinaz 3 (ALK3 veya BMPR-IA) ve ALK6 (BMPR-IB) grubu ile ALK ve ALK2
grubu. ALK2 ve ALK3/6 ¢esitli hiicre tiplerinde genis ¢apta eksprese edilirken, ALK 1 esas
olarak endotelyal hiicreler ve diger birkac hiicre tipiyle sinirli olan daha segici bir

ekspresyon modeline sahiptir.

RGM, RGMa, RGMb (DRAGON) ve RGMCc aile iiyelerinin BMP sinyallemesinde
rol oynadig1 gosterilmistir (Babitt ve ark., 2006, Samad ve ark., 2005). DRAGON, BMP

yardimci reseptorii olarak tanimlanan ilk RGM ailesi tiyesidir (Carmeliet ve ark., 2011).

Hiicredisi tenzimleyiciler:

Noggin, Chordin, CAN ailesi,
BMPER, MGP

Tip 3 reseptorler/Co-

reseptorler: betaglika, endoglin,
RGM ailesi

Tip 1 reseptorler

MARAARAAA
88886888

ARAAAARAR
S888EEEEY

Plazma membrani

«—»
«—>»
«—>»
«—>»
«»
«—>»
«—>»
«c—»
«—>»
«—>»
«—»
«—>»
«c—>»

Gen ekspresyonu

Niikleus

Sekil 2.3. BMP tipl ve tipll reseptorlerin iki tip serin-treonin kinaz enzimine

baglanmasi

BMP sinyal yolunun sematik genel goriiniimii. BMP'lerin yiizey reseptorleri ile
etkilesimi, spesifik tip II ve tip I reseptorler arasinda heteromerik kompleks olusumuna
neden olmaktadir. Bu aktivite, hiicre dis1 diizenleyiciler ve tip III reseptorler/yardimct
reseptorler tarafindan diizenlenir. Tip II reseptorler tarafindan aktive edildikten sonra tip
I reseptorler, sinyali hiicreye yaymak icin Smadl/5/8'1 (R-Smad'ler) fosforile eder.
Smad1/5/8, Smad4 (Co-Smad) ile heteromerik kompleksler olusturur ve ¢ekirdege yer
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degistirir, burada diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek hedef gen
ekspresyonunu diizenler (kanonik Smad sinyal yolu). I-Smad'ler (Smad6/7), R-
Smad'lerin reseptor aktivasyonunu inhibe eder. Smad'e bagli sinyallemenin yani sira
Smad olmayan yollar da s6z konusudur. Aktive edilmis MAPK'ler, dogrudan
fosforilasyon yoluyla veya asagi akis efektér molekiilleri araciligiyla R-Smad
aktivasyonunu diizenleyebilir. Aktive edilmis MAPK 'ler, serum yanit faktorii (SRF), liglii
kompleks faktor (7CF) ailesi iiyeleri, aktivator protein 1 (4P7) kompleksleri ve aktive
edici transkripsiyon faktorii 2 (ATF2) gibi bir dizi transkripsiyon faktoriinii (TF) fosforile
etmek icin ¢ekirdege yer degistirebilir. ) boylece hedef gen transkripsiyonunu degistirir

(Carmeliet ve ark., 2011) (Sekil2.3).

2.2. Damar Olgunlasmasinda BMP’lerin Rolii

Embriyonik gelisim zamaninda damar sisteminin olugsmasi 6nemli bir olaydir.
Neovaskiilarizasyon iki mekanizmay1 igerir: birincisi, vaskiilogenez gibi adlandirilan
damarlarin de novo olusumu ve ikincisi, anjiyogenez olarak bilinen, dnceden var olan
damarlarin yetiskinlenmesi ve biiyiimesidir (Carmeliet ve ark.,2011). Anjiyogenez,
oncelikle embriyonik gelisim siire¢ sirasinda ortaya c¢ikan ¢ok onemli bir agsamadir ve
yara sagalmasi, iltthaplanmanin yani1 sira yetiskinlik doneminde neredeyse
kaybolmaktadir. Saglikli dokularda kan damarlari, yetiskinlesen anjiyogenez, kemik
iliginden tiiretilen ve/veya damar duvarinda yerlesik EPC'lerin farklilasmas1 ve damar
boliinmesi gibi farkli mekanizmalarin bir kombinasyonu ile olusturulur (Carmeliet ve
ark.,2011). Anjiyogenez siirecindeki ana oyuncular endotel hiicrelerinin (EC'ler) yani sira
diiz kas hiicreleri (SMC'ler) ve perisitlerdir. EC ¢ogalmasi, gogii anjiyogenez silirecinde
kritik 6neme sahiptir. Anjiyogenezin olgunlagmasi, ¢ok sayida filopodia'y1 genisleterek
cevredeki dokuyu istila eden oOnde gelen go¢ yapan EC'nin se¢imini igerir.
VEGF/VEGFR?2 sinyali tek EC'nin hiicre fenotipine gecmesini tetikler; bu hiicreler
bdylece komsu EC'lere hiicreleri olarak adlandirilanlar haline gelmeleri talimatin1 veren
bir Notch ligandi olan Delta benzeri 4'ii (D114) eksprese ederler (Hellstrom ve ark 2007).
Hiicrelerin arkasindaki takip eden hiicreler ¢ogalir ve tiipler olusturur; takip eden hiicre
proliferasyonu olgunlasma damarinin uzamasini saglar (Gerhardt ve ark., 2003). Sonugta

EC'lerin ¢ogalmast durur, hareketsiz bir fenotip kazanir ve falanks EC'leri haline gelir.



Son olarak, yeni olusmus damar, bazal membranin birikmesi ve perisitlerin/SMC'lerin

birikmesiyle stabilize edilir (Conway ve ark., 2001).

BMP sinyallemesinin vaskiiler gelisimdeki rolii, nakavt hayvan modellerinde
yapilan aragtirmalarla gosterilmistir (Goumans ve ark., 200). Tablo 2.1 , ligandlar,
reseptorler ve Smad'ler dahil olmak {izere BMP sinyalleme bilesenleri i¢in fare nakavt
modellerinin genel bir listesini gosterir. BMP sinyalinin farkli bilesenlerinin genetik
olarak susturulmasi veya yanlis ekspresyonu, kardiyovaskiiler malformasyonlar ve
vaskiiler yeniden yapilanmadaki hatalar nedeniyle embriyonik 6liime neden olar. Ayrica,
hem EC'lerde hem de SMC'lerde uygun BMP sinyallemesinin uygun vaskiilojenez ve
anjiyogenez igin dnemli oldugu gosterilmistir. Ilging bir sekilde, farelerde BMP hedef
genleri Idl ve Id3'in silinmesi, hem beyinde hem de tiimor ksenograftlarinda

anjiyogenezin bozulmasina yol acar. (Lyden ve ark., 1999)

BMP-2, -4, -6 ve -7'nin anjiyogenezi, EC proliferasyonunu ve migrasyonu
tetikledigi kanitlanmistir (David ve ark., 2009, Pardali ve ark., 2012). BMP'lerin veya
Id1'in asir1 ekspresyonu nedeniyle BMP sinyal yolunun aktivasyonu iizerine tiip olusumu
artar (Valdimarsdottir ve ark.,2002, Deckers ve ark., 2002). Her ne kadar (yiiksek doz)
BMP-9, EC'ler iizerinde Onleyici etkilere sahip gibi goriinse de, baska bir rapor, (diisiik
doz) BMP-9"un, gesitli EC tiirlerinin in vitro ¢ogalmasini tetikledigini ve insan pankreas
kanseri ksenogreftlerinde in vivo olarak anjiyogenezi destekledigini gosterdi(Suzuki ve
ark., 2010). BMP-9'un hiicresel baglam ve BMP-9 konsantrasyonuna bagli olarak EC'ler
tizerinde farkl etkileri olmas1 muhtemeldir. BMP'lerin EC'ler {izerindeki etkileri, ¢esitli
BMP antagonistleri ve modiilatorleri tarafindan da diizenlenebilir. Ornegin BMPER,
EC'ler tarafindan eksprese edilen, BMP-4 aktivitesini konsantrasyona bagl bir tarzda
etkiledigi ve vaskiiler EC'lerde proanjiyojenik etkiler gosterdigi gosterilen hiicre dist bir

matriks proteinidir (Heinke ve ark., 2008).

Tablo 2.1 Yanhs Diizenlenen BMP Sinyallerinin Neden Oldugu Vaskiiler

Anomaliler.

Gen Hayvan modeli Insan Kaynaklar

hastalig1

BMP2 Kardiak olusumla birlikte Embriyon | Bilinmeyen | Anderson ve

dénemde olim ark., 2010




Beppu ve
ark.,2004
BMP4 Het: az sert hipoksik piilmoner | Bilinmeyen | Frank ve ark.,
hipertansiyon, hasarlanmis  vaskiiler 2004
yenidendiizemlnme
BMPR2 | Piilmoner hipertansiyon PAH West ve ark.,
2005
Hong ve ark.,
2008
ALK KO: Embriyon zamani 6lim HHT Song ve ark.,
Heterozigot: HHT tip 2 modelleri; EC 2005
kosullu KO: HHT'min tiim patolojik Oh, S.P ve ark.,
ozelliklerini taklit eden ciddi vaskiiler 2000
malformasyonlar
ALK3 Vaskiiler ~ve  perikardial kanama | Bilinmeyen | El-Bizri ve ark.,
sebebinden embrioyonda letal sonug, 2008
hasarlanmis vaskiiler El-Bizri ve ark.,
yenidendiizenlenme 2008
Park ve ark.,
2006
Endoglin | KO: Embriyonda yetiskin damar | HHT Arthur ve ark.,
yapilanmasindaki hatalar nedeniyle 2000
Mahmoud ve
ark., 2010
Smadl KO: Embriyonda Allantois olusumunda | Bilinmeyen | Lechleider  ve
olan hatalar nedeniyle ark., 2001
Smad4 KO: Embrioyonda letal sonug HHT Gallione ve ark.,
2010,
Gallione ve ark.,

2006

Lan ve ark., 2007




Smad5 KO: Angiyogenez Hatalar1 Bilinmeyen | Yang ve ark.,
1999
Chang ve ark.,
1999
Smad6 KO: Kardiyovaskiiler  bozukluklar, | CVM Tan ve ark., 2012
vaskiiler kire¢clenme Galvin ve ark.,
2000
Smad7 KO: Embrioyonda letal sonug Bilinmeyen | Chen ve ark.,
2009
Smad$§ Smad8  mutasyonlu fare:  Bozuk | PAH Huang ve ark.,
plilmoner vaskiiler yeniden 2009
diizenlenmesi

2.3. BMP Ligand Ailesi

BMP'ler ilk olarak kemik matrisinden elde edilen ekstraktlarda tanimlanan,
siganlarda deri altina implante edildiginde ektopik kemik olusumunu tetikleyebilen TGF-
b siiper ailesi ligandlarindandir. Embriyonik damar sistemi de dahil olmak {izere
neredeyse tiim omurgali organlarinin gelisiminde BMP'lerin énemli bir rol oynadig:
bilinmektedir (Kishigami ve ark., 2005, Zhao ve ark 2003). BMP ligandlar1 (ayni
zamanda bazilar biiyiime ve farklilasma faktorleri (GDF'ler) olarak da bilinir) ilkel
organizmalardaki korunmus molekiillere olan dizi benzerligine dayali olarak dallar
halinde TGF- siiper ailesi i¢inde organize edilebilir. Drosophila BMP ortologlarina dizi
benzerligi belirtilmistir. Alternatif isimler parantez icinde listelenmistir. Gri renkli
ligandlar, BMP-SMAD'leri aktive ettigi gosterilen gercek BMP'lerdir. Filogenetik
analizler MEGAA4'te (Tamura ve ark., 2007) komsu birlestirme yontemi (Saitou ve ark.,,

1987) kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 2.4).

MP ligandlarimin salgilanmasi farkli diizeylerde diizenlenir. Uzun menzilli,
dokuya 06zgii diizenleyici elementler tarafindan diizenlenen transkripsiyonlar Bmp2,
Bmp4, Bmp5 ve Gdf6 mRNA'dir (Pregizer ve ark., 2009). Dokuya 6zgii bir sekilde
diizenlenen BMP'lerin salgilanmast ayni zamanda (Goldman ve ark.,2006)
prodomainlerin (Cui ve ark., 1998, Constam ve ark., 1999) dogru hiicre i¢i boliinmesine

de baglidir. BMP7 ve BMP9, béliinmiis prodomainleri ile stabil kompleksler olarak
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salgilanir(Gregory ve ark., 2008). Ancak TGF-b'den farkli olarak ¢ogu BMP'nin
boliinmiis prodomaini, olgun ligand salgilandik¢ca ayriliyor. Bu diizenleyici
mekanizmalarin, gerektigi ve miimkiin oldugunda olgun protein ekspresyonunun
degerlendirilmesi ihtiyacini gii¢lendirir, BMP ligandlarinin saglam damar sistemindeki

roliiniin incelenmesine yonelik etkileri vardir.

GDF7 (BMP12)
NODAL

BMP3 (BMP3A ,osteogenin)
i BMP3B (GDF10)
GDF1
- o
GDF3A
Inhibin BA (INHBA)
’_': Inhibin 88 (INHBB)
3 \_E Inhibin &C (INHBC, Activin RC)
Inhibin BE (INHBE, Activin RE )
GDF8 (myostatin)
T GDF11 (BMP11)
— TGF-B1
_'_T: TGF-R2
TGF-R3
Inhibin a (INHA)
AMH (MIF, MIS)
Neurterin (NRTN)

LEFTY1 (LEFTYB)
LEFTY2 (LEFTYA TGF-34)

GDF15
‘g GDF9B (BMP

Sekil 2.4. TCF-B siiper ailesi ligandlarinin tam uzunluktaki insan protein dizilerine

dayal filogenetik karsilastirmasi

2.4. BMP Ligandlarinin Hiicre Dis1 Diizenlenmesi

Bir ¢ok BMP antagonisti ve diger reseptdre baglanmayan proteinler, bu
ligandlarin uzun siireli etkilerini diizenler (Brown ve ark., 2005). BMP antagonistleri
Noggin, Twisted gastrulasyon (TSG), Follistatin ve Chordin ve DAN protein ailesi tiyeleri
arasinda yer aliyor. Ek olarak heparan siilfat proteoglikanlar ve tip IV kollajen, fibrillin

ve matris Gla-proteini de dahil olmak iizere baglam ve konsantrasyona bagli bir sekilde
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spesifik BMP ligand aktivitesi hiicre dis1 matris bilesenleri, ile etkilesime girer ve bunlari
degistirir. Kapsamli bir sekilde Bu faktorlerin BMP sinyalini diizenledigi mekanizmalar,
embriyonik gelisim sirasinda arastirilmistir; burada BMP gradyanlarinin siki kontrolii,
gelisimsel kaliplanmanin kontroliinde kritik bir rol oynar. Ligandlar1 reseptorlerinden
uzaklastirarak bu proteinler, hiicre dis1 alanda serbest hareketi azaltarak veya ligandlarin
endositik alimini ve bozunmasmi tesvik ederek BMP aktivitesini azaltiyor. Degisen
benzerlikle ligandlar bu inhibitorlere baglanir. BMP9 ve BMPI(0 aktivitesini hi¢bir
sekilde inhibe etmez ancak 6rnegin Noggin, BMP2, BMP4, BMP7 ve GDF5'e yiiksek
benzerlikle baglanir(Umulis ve ark., 2009, Seemann ve ark., 2009). Chordin, diger BMP
ailesi iyeleriyle etkilesime girmezancak BMP2, BMP4 ve BMP7've baglanir

(Zimmerman ve ark., 1996).

2.5. BMP Reseptorleri

Sinyal iletimi, reseptorlere kombinasyonlarini igeren heterotetramerik
komplekslerinin baglanarak ve tip 1 (Aktivin reseptorii benzeri kinazlar (ALK) 1/2/3 ve
6) ve tip 2 BMP reseptorlerinin (BMPR2, ACVR24 ve ACVR2B) olusmasiyla baglatilir
(Piccolo ve ark.,, 82). BMP tip 1 reseptorleri dizi benzerliklerine gore iki gruba ayrilir:
ALK3/6 ve ALK 1/2. Bunlar farkli ligand baglama yeteneklerine sahiptir (Tablo 2.2), ancak
TGF-B siiper ailesinin farkl iiyelerine baglanmada rastgelelik gosterirler (Miyazono ve

ark.,2010).

Tablo 2.2 BMP Ligandlar icin Gésterilen Tip I ve Tip II Reseptor Etkilesimleri

Reseptor Ligand Kaynaklar
Tip | ALKI (ACVRLI) BMP9 (GDF2) (David, Mallet ve
ark., 2007)
BMP10 (Mitchell, Pobre ve
ark., 2010)
ALK2 (ACVRI) BMP6 (VGR1) (Ebisawa, Tada ve
ark., 1999)
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BMP7 (OP-1) (Ten Dijke,
Yamashita ve ark.,
1994)

BMP9 (GDF?2) (Scharpfenecker, van
Dinther ve ark.,
2007)

ALK3 (BMPRIA) | BMP2 (BMP24) | (Yamashita, ten

Dijke ve ark., 1995)

BMP4 (BMP2B) (Beck, Drahushuk ve
ark., 2001)

BMP5 (Beck, Drahushuk ve
ark., 2001)

BMP6 (VGRI) (Zimmerman, De
Jesus-Escobar  ve
ark., 1996)

BMP10 (Mazerbourg and
Hsueh 2006)

GDF5 (BMP14) (Erlacher, Mccartney
ve ark., 1998)

GDF6 (BMP13) (Erlacher, Mccartney
ve ark., 1998)

GDF9 (Vitt, Mazerbourg ve
ark., 2002)

ALK6 (BMPRIB) BMP2 (BMP24) (Allendorph, Vale ve

ark., 2006)

BMP4 (BMP2B) | (Ten Dijke,
Yamashita ve ark.,
1994)

BMP6 (VGRI) (Ebisawa, Tada ve
ark., 1999)
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BMP7 (OP-1) (Ten Dijke,
Yamashita ve ark.,
1994)

BMPI10 (Mazerbourg and
Hsueh 2006)

GDF5 (BMP14) (Erlacher, Mccartney
ve ark., 1998)

GDFo6 (BMP13) (Erlacher, Mccartney
ve ark., 1998)

GDF9 (Vitt, Mazerbourg ve
ark., 2002)

GDF9B (BMP15) | (Nishitoh, Ichijo ve
ark., 1996)

Tip Il BMPR?2 BMP2 (BMP24) (Moore, Otsuka ve

ark., 2003)

BMP4 (BMP2B) (Schneyer 2007)

BMP6 (VGRI) (Schneyer 2007)

BMPY (GDF2) (Ebisawa, Tada ve
ark., 1999)

BMPI10 (Mazerbourg and
Hsueh 2006)

GDF5 (BMP14) (Erlacher, Mccartney
ve ark., 1998)

GDF6 (BMP13) (Vitt, Mazerbourg ve
ark., 2002)

GDF9 (Moore, Otsuka ve
ark., 2003)

ACVR2A4 BMP2 (BMP24) (Schneyer 2007)
BMP4 (BMP2B) (Schneyer 2007)
BMP6 (VGRI) (Ebisawa, Tada ve

ark., 1999)
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BMP7 (OP-1) (Macias-Silva,
Hoodless ve ark.,

1998)
BMP9 (GDF?2) (Scharpfenecker, van
Dinther ve ark,
2007)
GDF9 (Vitt, Mazerbourg ve
ark., 2002)
ACVR2B BMP2 (BMP24) (Kirsch, Nickel ve
ark., 2000)

BMP4 (BMP2B) (Macias-Silva,
Hoodless ve ark.,

1998)

BMP6 (VGRI) (Ebisawa, Tada ve
ark., 1999)

BMP9 (GDF?2) (Scharpfenecker, van
Dinther ve ark.,
2007)

Ayrica, asir1 ekspresyon calismalari, BMP ligandlarinin, daha ytiksek reseptor
baglanma afinitelerini tesvik eden ve/veya BMP reseptorlerinin daha karmagsik
diizeneklerini toplayan ikili ligand-reseptdr baglanma bdlgeleri sunan heterodimerler
olarak salgilanabilecegini gostermektedir (Moustakas ve ark., 2009). Heniliz BMP'lerin
aslinda fizyolojik kosullar altinda heteromerik ligandlar olarak salgilanip salgilanmadig:
belirlenmemistir. BMP'lerin tip 1 ve tip 2 reseptorleri i¢in farkl afiniteleri vardir. BMP2
ve 4, ALK3 ve 6'ya baglanir ancak bu tip 1 reseptorlere baglandiktan sonra yalnizca tip 2
reseptorleri, BMPR2, ACVR2A ve/veya ACVR2B'yi toplar. Bundan farkli olarak, BMP 5-
8 ligand grubu, BMP5, BMP6, BMP7 ve BMPSA/B, ACVR24 ve ACVR2B'ye yiiksek
benzerlikle baglanir ve ardindan tip 1 reseptorleri aktif sinyal komplekslerine dahil eder.
GDF9 gibi bazi BMP'ler BMPR2 ile etkilesime girer ancak ayni zamanda 7GF-B
reseptori ALKS5'i aktif sinyal komplekslerine dahil eder (Chan ve ark.,2007,
Schwappacher ve ark., 2009). Ayrica TGF-B, ALKI, ALK2 ve ALK3'i tip 1 TGF-B
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reseptoriit ALKS ile heteromerik komplekslere dahil edebilir (Lee-Hoeflich ve ark., 2004,
Nickel ve ark., 2009). Ayrica TGF-p, ALK1, ALK2 ve ALK3"i tip 1 TGF- reseptorii
ALKS ile heteromerik komplekslere dahil edebilir (Sampath ve ark., 1990). ACVR2A ve
ACVR2B, TGF-b/Aktivin tip 1 reseptorlerini sinyal komplekslerine dahil eden
Aktivinler, GDF8 ve GDF11 ile etkilesime girer. Bu, ayn1 zamanda BMP ligandlar1 ile
etkilesime giren tip 2 reseptorlerini tecrit ederek BMP yanitlarini inhibe eder. BMP3 ve
Inhibin ayrica tip 2 reseptorlerini tecrit ederek BMP sinyalini de inhibe eder (Gamer ve

ark.,2007, Wiater.,2003).

2.6. BMP Ko-reseptorleri

BMP ligand-reseptor etkilesimlerini degistirerek BMP sinyalini degistiren bir dizi
membranla iligkili yardimci reseptdr tanimlanmistir (Tablo 2.3). Bunlardan
Betaglycan/TGFbR3 and Endoglin/CD105 vaskular olusumda ve hastaliklarda 6nemli
rolii vardir (Little and Mullins 2009). Her ikisinde kinaz aktivitesinin eksik oldugu biiyiik
ekstravaskiiler domeynler ve kisa sitoplazmatik kuyruk var. Endoglin ve Betaglikan
proteolitik béliinmeye maruz kalir, ¢6ziinebilir hiicre dis1 alan hiicre dis1 bosluga gider ve
membranla iliskili yardimci reseptorlerin etkilerini antagonize etmek 6zelligine sahiptir
(Vitt, Mazerbourg ve ark., 2002, Mazerbourg, Klein ve ark., 2004). Betaglikan her yerde
eksprese edilebilir 6zellige sahiptir ve temel hiicre ylizeyr 7GF- baglayici proteindir,
fakat ayn1 zamanda BMP2, BMP4, BMP7, GDF5 (Daly, Randall ve ark., 2008) ve Inhibin
(Goumans, Valdimarsdottir ve ark., 2003) ile dogrudan etkilesime giriyor. Betaglikan'in 1
klasik mekanizma ile BMP sinyalini giiclendirdigi, BMP ligandinin ALK3 ve ALK6'ya

baglanmasin arttirmaktir (Goumans, Valdimarsdottir ve ark., 2002).

Bununla birlikte Betaglikan ayn1 zamanda etkilesimli reseptorlerin trafigini ve
hiicre lokalizasyonunu diizenleme yetenegi sayesinde BMP sinyalini de arttirir (Lee,
Kirkbride ve ark., 2009). Ek olarak Betaglikan'n, BMPR2 ve ACVR2'y1 inhibin i¢eren
inaktif komplekslere ayirarak BMP2 ve BMP7 sinyalini inhibe ettigi kanitlanmistir .
Endoglin ayrica, Aktivin A, BMP2, BMP7 ve BMP9 dahil olmak iizere diger TGF-b ailesi
ligandlarinin aracilik ettigi sinyallemesiyle etkilesime giren ve bunlar1 degistiren bir
TGF-b etkilesimli yardimci reseptordiir. Her yerde ekspresyon olunan Betaglikan'in
aksine, Endoglin baskin olarak EC'lerde ekspresyon edilir. Ek olarak, BMP9 haric ,
Endoglin-ligand etkilesimlerinin ¢ogu, dogrudan baglanabildigi (Scharpfenecker, van
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Dinther ve ark., 2007) ilgili ligand baglayic1 TGF-p siiper ailesi reseptorlerinin varligina
baglidir (Barbara, Wrana ve ark., 1999). Endoglin, BMP7 ve BMP9'a bagimli SMAD1/5
yanitlarin arttirir (David, Mallet ve ark., 2007), ancak bunun ger¢eklestigi mekanizma
hakkinda detayli bir veriye ulasilamamistir. Endoglin, tip 1/tip 2 reseptor komplekslerini
gelistirmez (Barbara, Wrana ve ark., 1999) ve gerekli degildir (Scherner, Meurer ve ark.,
2007). Ancak ALKS, Endoglin'in sitoplazmik kuyrugunu fosforile eder ve bu, Endoglin'in
EC'lerde hem TGF- hem de BMP9'a bagimli ALK1 sinyallemesini aktive etmesi igin
onemli rolii vardir (Ray, Lee ve ark., 2010). Bu, Endoglin'in sitoplazmik kuyrugunun

ALK sinyalinin aktive edilmesinde rol oynadigini géstermektedir.

Tablo 2.3. BMP Sinyalinin Ortak Reseptorleri.

Ko-reseptorler Partnerler Kaynaklar
Endoglin (CD105) BMP2 (BMP2A) (Barbara, Wrana ve ark.,
1999)
BMP7 (OP-1) (Barbara, Wrana ve ark.,
1999)
BMP9 (GDF2) (Barbara, Wrana ve ark.,
1999)
TGFpBR3 (Betaglycan) BMP2 (BMP2A) (Kirkbride, Townsend ve
ark., 2008)
BMP4 (BMP2B) (Kirkbride, Townsend ve
ark., 2008)
BMP7 (OP-1) (Kirkbride, Townsend ve
ark., 2008)
GDF5 (BMP14) (Kirkbride, Townsend ve
ark., 2008)
RGMa BMP2 (BMP2A) (Babitt, Zhang ve ark.,
2005)
BMP4 (BMP2B) (Babitt, Zhang ve ark,,
2005)
GDF7 (BMP12) (Halbrooks, Ding ve ark.,
2007)
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RGMb (DRAGON)

BMP2 (BMP2A)

(Samad, Rebbapragada ve
ark., 2005)

BMP4 (BMP2B)

(Samad, Rebbapragada ve
ark., 2005)

GDF7 (BMP12)

(Halbrooks, Ding ve ark.,
2007)

RGMc (Hemojuvelin)

BMP2 (BMP2A)

(Halbrooks, Ding ve ark.,
2007)

BMP4 (BMP2B)

(Xia, Babitt ve ark., 2008)

BMP6 (VGR1)

(Xia, Babitt ve ark., 2008)

GDF7 (BMP12)

(Halbrooks, Ding ve ark.,
2007)

Bambi (Nma) ALK1 (ACVRL1) (Onichtchouk, Chen ve
ark., 1999)
ALK3 (BMPR1A) (Onichtchouk, Chen ve
ark., 1999)
ALK6 (BMPR1B) (Onichtchouk, Chen ve
ark., 1999)
ACVR2A (Onichtchouk, Chen ve
ark., 1999)
TRKC BMPR2 (Jin, Yun ve ark., 2007)
ROR2 ALK6 (BMPR1B) (Sammar, Sieber ve ark.,

2009)

2.7. BMP2 ve BMP4

BMP2 ve BMP4'lin ekspresyonu, sistemik vaskiiler yaralanma bolgelerinde ve

aterosklerotik plaklarda EC'lerde gerektiginden fazla regulasyon olunuyor (Lopez-

Casillas, Payne ve ark., 1994, Piek, Afrakhte ve ark., 1999, Kirkbride, Ray ve ark., 2005).

Ayrica, sistemik hipertansiyona sahip iki farkli sican modelinde damar duvarlarinda da

BMP?2 ekspresyonu fazla regulasyon olunmustur (Venkatesha, Toporsian ve ark., 2006).

In vivo vaskiilatdr sistemde BMP2 ligandimin ekspresyonun genetik manupulyasiyasinin
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roliina bagl bir veri yoktur. Bununla birlikte, bir adenoviral dagitim sistemi kullanilarak
indiiklenen BMP2'nin asir1 ekspresyonu, siganlarda neointimal proliferasyonu azaltir ve
sonra karotis arter balon yaralanmasina neden olur (Kirkbride, Townsend ve ark., 2008).
Bunun tam tersi olarak, farelerde BMP4'in siirekli deri alti inflizyonu sistemik
hipertansiyona yol neden olur ve aort halkasi preparasyonlarinda bozulmus EC'ye baglh

damar genisligine sebep olmaktadir (Lewis, Gray ve ark., 2000).

Son etkiler, EC'lerdeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) BMP4 ile indiiksiyonuna
baglhdir ve eksojen BMP2'nin, ROS'u tetikledigi ve fare karotid arter halkalarinda EC'ye
bagli vazodilatasyonu inhibe ettigi gozlemiyle tutarlidir (Csiszar, Ahmad ve ark., 2006).
Ustelik hem BMP2 hem de BMP4, ROS'a bagimli bir sekilde dolasimdaki inflamatuar
hiicrelere EC bagimligini arttirir (Sorescu, Song ve ark., 2004, Csiszar, Labinskyy ve ark.,
2008). Bu bulgular, BMP'lerin sadece vaskiiler hiicre cogalmasini ve/veya farklilasmasini
degil, aym1 zamanda vaskiiler reaktiviteyi ve inflamatuar yanitlar1 da etkiledigini
kanitlamaktadir. Bu etkiler vaskiiler sebekeye bagli olabilir, ¢iinkii BMP4'{in karotis ve
koronerde EC'ye bagli vazodilatasyonu inhibe ettigi ancak pulmoner arter
preparasyonlarinda bu etkiyi gdstermedigi kanitlanmistir (Csiszar, Labinskyy ve ark.,
2008). Pulmoner BMP2 ve BMP4 ekspresyonu ayn1 zamanda kronik hipoksinin yol actig1
pulmoner hipertansiyon (PH) modelinde de ¢ok fazla diizenlenmektedir (Frank, Abtahi
ve ark., 2005). Bu model, artan periferik pulmoner vaskiiler yeniden yapilanma ile iliskili
pulmoner vaskiiler direngteki siirekli artislarla karakterizedir (Meyrick and Reid 1983).
BMP4 ekspresyonu pulmoner damar sistemi ile yakindan iliskilidir ancak biiyiik l¢tide

alveoler ve bronsiyal epitel ile sinirlidir (Frank, Abtahi ve ark., 2005).

Bunun tam tersi BMP2, hipoksiye maruz kalmanin ardindan pulmoner damar
sisteminin periferik diren¢ damarlarinda biiyiik 6l¢iide eksprese edilir (Anderson, Lowery
ve ark., 2010). In vitro ¢alismalar BMP'lerin pulmoner vaskiiler hiicreler iizerindeki
etkileri hakkinda c¢eliskili raporlar gostermektedir. Buna 6rnek olarak, BMP4, proksimal
pulmoner arter VSMC'lerinde proliferasyonu inhibe eder ve apoptozu tetikler (Takeda,
Otsuka ve ark., 2004, Lagna, Nguyen ve ark., 2006), ancak daha periferik damarlardan
tiiretilen VSMC'lerde proliferasyonu arttirir ve apoptozu inhibe eder (Yang, Long ve ark.,
2005). Ayrica BMP4, erken gecisli fare proksimal pulmoner VSMC'lerinde proliferasyonu
tesvik eder ancak ge¢ gecisli VSMC'ler iizerinde ters etki 6zelligine sahiptir (Frank,

Abtahi ve ark., 2005). Bu in vitro yanitlarin karmagiklig1 ve heterojenligi gz oniinde
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bulundurdukta, bu ligandlarin saglam damar sistemindeki fonksiyonel roliinii
degerlendirmek i¢in genetik metodlar kullanilmistir. Ek olarak, Bmp4 eksikligi olan
farelerde pulmoner VSMC proliferasyonu ve periferik damar yeniden sekillenmesi
azalirken, hipoksik Bmp2 eksikligi olan farelerde VSMC proliferasyonunda veya

periferik damar yeniden sekillenmesinde herhangi bir degisiklik goziikmemistir.

Bu, hipoksinin neden oldugu BMP4 ekspresyonunun pulmoner VSMC
proliferasyonu ve yeniden sekillenmesi iizerinde farkli etkileri oldugunu, ancak
BMP2'nin bunu yapmadigini1 gostermektedir. Ayrica hipoksik Bmp2, Bmp4 eksikligi olan
farelerde pulmoner eNOS ekspresyonunu ve aktivitesini azaltmistir (fosfo-S239 VASP
ekspresyonu (Anderson, Lowery ve ark., 2010)), bu da hipoksinin indiikledigi BMP2'nin
EC nitrik oksit iiretimini artirarak pulmoner vaskiiler direnci azaltabilecegini

diistindiirmektedir.

2.8. Dolasimda Olan BMP Ligandlar:

BMP ligandlarinin lokal doku iiretimine ek olarak, sirkulasyonda biyolojik olarak
aktif BMP4, BMP6 ve BMP9'un yiiksek (nanogram/ml) konsantrasyonlar1 bulunmustur
(David, Mallet ve ark., 2008, Herrera and Inman 2009). Bu ligandlarin sistemik ve
pulmoner vaskiiler yataklara direk erisimi olmast normal vaskiiler homeostazin
korunmasinda 6nemli bir faktor oldugu diistindirmektedir. Kiiltiirlenmis EC'lerde
proanjiyogenik etkilere sahip olan BMP4 ve BMP6'nin farkli olarak (Ren, Charles ve ark.,
2007, Heinke, Wehofsits ve ark., 2008), ekzojen BMPY, dolasimda bulunan
konsantrasyonlarda anjiyojenik yanitlarin gii¢lii bir inhibitoriidiir (Scharpfenecker, van
Dinther ve ark., 2007, David, Mallet ve ark., 2008). Bu nedenle BMP9, dolasimdaki
vaskiiler hareketsizlik faktdrii olarak énemli bir rol oynayabilir. ilging bir sekilde,
BMP4'ten farkli olarak BMP9, Noggin tarafindan inhibe edilmez (Seemann, Brehm ve
ark., 2009) ve dolasimdaki BMP9'un (veya diger BMP ligandlarinin) in vivo fonksiyonel

roli bilinmemektedir.

Bir ¢ok ¢alismalar sonrasinda, vaskiiler yaralanma ve hastalikla iliskili
BMP sinyalinin hiicre dis1t modiilatorlerinin ekspresyonunda farkliliklar oldugunu
gostermistir. Bu BMP diizenleyicilerinin vaskiiler hiicre c¢aligmasini in vitro olarak

degistirdigi gosterilmistir, ancak bunlarin vaskiiler yapiy1 ve/veya in vivo fonksiyonu
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diizenlemedeki rolleri hakkinda tam belirli bir veri yoktur ve elde olan bilgiler de
sinirhidir. BMP antagonisti Gremlin, aortik VSMC proliferasyonunu ve migrasyonunu
tetikler (Maciel, Melo ve ark.,, 2008) ve {iremili hastalarin (yaygin vaskiiler
kalsifikasyonla iligkili olan) sistemik damar sisteminde, karotis arter yaralanma
modelinde ve alveolar hipokside (ph gelisimiyle iliskili) sistemik damar sisteminde
gerektiginde daha fazla aktive olur (Maciel, Melo ve ark., 2008, Jara, Chacén ve ark.,
2009)Ancak Gremlin gibi BMP antagonistlerinin olusturdugu etkileri, BMP sinyal
yolunun diger bilesenleri ile birlikte yorumlanmalidir. Vaskiiler alandaki gremlin
ekspresyonu, sican vaskiiler kalsifikasyon modelinde fazla aktive olunuyor, ancak bu ayni
zamanda artan BMP2 ekspresyonu ile de iliskilidir (Jara, Chacén ve ark., 2009). Benzer
sekilde BMP4, sistemik damar sistemindeki BMP antagonistleri Noggin, Follistatin ve
matriks Gla-proteini ile beraber eksprese edilir (Chang, Weiss ve ark., 2007). Bu
calismalar, vaskiiler hastaliklarda BMP sinyal yolundaki gen/protein regiilasyonunu ve
fonksiyonunu degerlendirmek i¢in entegre yaklasimlar gelistirmenin énemini bir daha
gostermektedir. BMPER/CV2 ayrica damar gelisimini de diizenler. Zebra baliginda
BMPER/CV2'nin devre dis1 birakilarak susturulmasi vaskiiler desenlemede hatayla
sonuglanir (Moser, Yu ve ark., 2007). Memeli hiicrelerinde BMPER/CV2, EC'lerde
eksprese edilir ve BMP4'e bagimli anjiyojenik yanitlari modiile eder (Heinke, Wehofsits
ve ark., 2008). Diisiik seviyeli BMPER/CV?2 ekspresyonu in vitro EC biiylimesini ve
goclinii desteklerken, yiliksek seviyeli BMPER/CV2 bu yanitlart baskilar (Heinke,
Wehofsits ve ark., 2008). Ancak BMPER/CV2'nin memeli vaskiiler homeostazisini in
vivo olarak diizenledigi ile ilgili kanit yoktur, calismalar sonrasinda elde edilen bilgiler
de islevsel degildir. Matriks Gla-proteini (MGP), BMP2 ve BMP4"i konsantrasyona bagh
bir sekilde inhibe eden veya aktive eden, VSMCl'ler tarafindan iiretilen hiicre dis1 bir
matriks bilesenidir (98,99). MGP eksikligi olan farelerde yaygin damar kalsifikasyonu
bulunmustur (Luo, Ducy ve ark., 1997) ve homozigot germ hattt MGP mutasyonlarini
kalitsal olarak alan Keutel sendromlu hastalarda stenozlar periferik pulmoner damarlarda
fark edilmistir (Hur, Raymond ve ark., 2005). Bu mutasyonlarin BMP sinyallemesi
tizerindeki etkilerini degistirmek gibi bir 6zellikleri yoktur. Bununla birlikte, MGP'nin
akcigerde asir1 ekspresyonu (MGP BAC transgenik fareleri), azalmis BMP-SMAD sinyali
ve azalmis pulmoner vaskiiler yayginlagsmasi ile iligkilidir(Yao, Nowak ve ark., 2007).
Bu, MGP'nin vaskiiler etkilerinin BMP sinyallemesinin inhibisyonu yoluyla aracilik

edebilecegini gdstermektedir.
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2.9. BMP sinyal yollar1

BMP'ler, bir N-terminal sinyal peptidi, katlama ve sentezleme i¢in bir prodomain
ve bir C-terminal olgun peptid ile 6ncii proteinler olarak sentezlenir. (Harrison, Al-
Musawi ve ark., 2011). Onciiler, sitoplazmada, N- ve C-terminal fragmanlarini yaratmak
tizere pro-protein doniistiiriictiler tarafindan parcalanan dimerik pro-protein kompleksleri
olarak olusturulur. C-terminali olgun fragmani, kovalent olmayan sekilde iliskili
prodomain énemli bir diizenleyici rol oynayarak reseptoriine baglanma 6zeligine sahiptir.
BMP'ler hem kanonik hem de kanonik olmayan yollardan sinyal verebilir. Kanonik sinyal
yolunda, hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak ve tip I ve tip II serin/treonin kinaz
reseptorlerinin iki dimerinden olusan bir heterotetramerik kompleks olusturarak sinyal

iletim zincirini baslatirlar (Sekil 2.5)(Heldin, Miyazono ve ark., 1997).

Her iki reseptor tipi de kisa bir hiicre dis1 alana, tek bir transmembran alana ve
serin/treonin kinaz 6zelligine sahip bir hiicre i¢i alana sahiptir. 7GF-f ligand ailesi toplam
yedi tip I reseptor (ALK 1-7) igerir; bunlardan licii BMP'leri baglar: tip 1A BMP reseptorii
(BMPR-14 veya ALK3), tip 1B BMP reseptorii (BMPR-1B veya ALK3) ALK6) ve tip 1A
aktivin reseptorii (ActR-1A4 veya ALK?2).(Horbelt, Denkis ve ark., 2012). TGF-f ailesi i¢in
toplam dort tip II reseptor vardir ve bunlardan tigiiniin BMP'lerle etkilesime girdigi
bilinmektedir: tip 2 BMP reseptorii (BMPR-2), tip 2 aktivin reseptorii (ActR-2A4) ve tip
2B aktivin reseptor (ActR-2B). BMPR-1A, BMPR-1B ve BMPR-2, BMP'lere 6zgii olsa
da ActR-1A, ActR-2A ve ActR-2B, aynm1 zamanda TGF-f siiper ailesinin iiyeleri olan
aktivinler i¢in reseptor olarak caligabilir. Heterotetramerik sinyal kompleksi olusumunun
mekanizmasi degisebilir. Ornegin, BMP6 ve BMP?7, tip 11 reseptorlerle etkilesime girer
ve tip I reseptorleri toplarken, BMP2 ve BMP4 tercihen tip I reseptorlere baglanir ve tip
II reseptorleri toplar(De Caestecker 2004).
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Sekil 2.5. BMP ailesi ve sinyal yollar1

2.10. BMP Sinyallemesinin Biyolojik Sonug¢lar:

Bilinen 15'ten fazla BMP amino asit veya niikleotid benzerligine dayali olarak alt
gruplara ayrilabilir. Ozellikle BMP2/4, BMP5/6/7/8, BMP9/BMPI10 ve BMP12/13/14
(GDF5/6/7), filogenetik analize dayali alt gruplardir (Sekil 1A)(Mueller and Nickel
2012). BMP'lerin amino asit (Sekil 1A, panel a) veya niikleotid (Sekil 1A, panel b) dizileri
ile yapilan analiz, benzer kiimelenme modelleri verir. BMPI, kemik ve kikirdak
gelisimini tetikleyebilmesine ragmen, kollajen olgunlagsmasinda prokollajen C-proteinaz
olarak islev goren bir metaloproteazdir ve TGF-B siiper ailesinin bir pargasi
degildir(Kessler, Takahara ve ark., 1996). Ad1 tiim tliyelerin kemik tetikleyicileri oldugunu
ima etse de, bazt BMP'ler kemik olusumunun inhibitorleri olarak gorev yapabilme
ozelligine sahiptir. Ornegin, BMP3 kemik yogunlugunun negatif diizenleyicisidir ve
BMP13 kemik olusumunun giiclii bir inhibitériidiir (Daluiski, Engstrand ve ark., 2001).
BMP2, 4, 6, 7 ve 9'a yaygin olarak osteojenik BMP'ler denir(Luu, Song ve ark., 2007).
Omegin BMP2 endokondral kemik olusumunda ¢ok ©Onemlidir ve hatta

vazgecilmezdir(Shu, Zhang ve ark., 2011).

Bircok organ sistemi, gelisim i¢in 6dnemli olan bir veya daha fazla BMP'ye
sahiptir. BMP4 uzuv gelisimini diizenlemede gorev alirken, ayn1 zamanda BMP13'lin de
g0z gelisiminde modiilator gibi 6nemli rolii vardir (Selever, Liu ve ark., 2004). Go6z

gelisimi i¢in Onemli olan BMP7, bobrekte de hayati onem tasiyor. BMP8'in
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spermatogenezde kanitlanmis bir rolii vardir, BMP12 vezikiil gelisimi i¢in gereklidir ve

BMP15 klasik olarak yumurtalik isleviyle iliskilidir(Zhao, Liaw ve ark., 1998).

2.11. Embriyogenezde BMP Sinyali

BMP'ler embriyogenez zamani, 6zellikle mezoderm olusumu ve kalp gelisimi i¢in
¢ok dnemlidir. BMP2 veya BMP4'iin nakavt edilmesi embriyonik liime neden olur ve
BMPI1, BMP7 ve BMPI1I nakavtlar1 dogumdan kisa bir siire sonra 6liimle sonuglanir
(Tablo 2.4). BMP2 eksikligi olan farelerde amniyon ve koryon malformasyonu ve kalp
kusurlarinin  oldugu rapor edilmisti. BMP4 eksikligi olan farelerde mezoderm
farklilagsmasi yoktur, bu da BMP4'in gastrulasyon kadar erken gelisimsel siiregler i¢in
cok onemli oldugunu gosterir. Bu farelerde ayrica PGC'ler (primordial germ cells)
eksikligi vardir(Lawson, Dunn ve ark., 1999). BMP4 heterozigotlar1 yasamak 6zelligine
sahiptirler, ancak cok c¢esitli anormallikler bulundurur(Zhao, Liaw ve ark., 1998).
BMPI1'de delesyonu olan fareler ventral viicut duvarimi kapatamamakta ve bunun

sonucunda bagirsak fit1g1 olusmaktadir(Suzuki, Labosky ve ark., 1996).

BMPR-1A, ActR-14 ve BMPR-2'nin silinmesi embriyonik 6liime neden olur ve
ActR-2B nakavtlar1 dogumdan kisa bir siire sonra yasamlar1 biter (Tablo 2.4). Bu
farelerde goriilen kusurlar, BMP sinyallemesinin eksikligi nedeniyle tablodaki
fenotiplerle tutarlidir. Ornegin, BMPR-1A4 gastrulasyon ve mezoderm olusumu icin
onemlidir(Mishina, Suzuki ve ark., 1995). ActR-14 bununla birlikte fare embriyosunda
gastrulasyon i¢in de 6nemli rolii vardir; bu reseptoriin eksik oldugu farelerde mezoderm
olusumunda hatalar goriiliir ve PGC yoktur(de Sousa Lopes, Roelen ve ark., 2004).
Smadl, Smad5, Smad4 ve Smad7 nakavtlariin tiimii embriyonik olarak letaldir, ancak
ilging bir sekilde Smad8 gelisim i¢in hayati 6nemi vardir ve hatta vazgecilmezdir (Tablo
2.4)(Arnold, Maretto ve ark., 2006). Smadl, amniyon ve koryonun flizyonunda 6nemli
bir rol oynar ve mutantlarin ekstraembriyonik yapilarda ve germ hiicre olusumunda
kusurlar1 vardir(Tremblay, Dunn ve ark., 2001). Smad5 nakavtlari, sol-sag asimetri ve
onemli dl¢lide azalmig PGC sayis1 dahil olmak iizere birden fazla embriyonik ve ekstra

embriyonik hatalar da sergiler(Chang, Huylebroeck ve ark., 1999).
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Tablo 2.4. BMP Sinyallesmesindeki Ana Oyuncular icin Nakavt Fenotipleri ve

Biyolojik Sonuclar1
Sinyal Fenotip Kaynaklar
molekiilleri
BMPI Dogumdan sonra 6lmek, ventral viicut duvarmin | (Suzuki,
kapanmamast Labosky ve
ark., 1996)
BMP2 Embriyonik olarak 6ldiiriicii, amniyon/kordon ve | (Shu, Zhang
kalp gelisiminde kusurlar ve ark.,
Uzuv: spontan kiriklar ve bozulmus kirik onarimi | 2011)
Kondrosit: ciddi kondrodisplazi
Kalp progenitor: anormal kalp kapakc¢igr gelisimi
Miyokard: miyokard diizenindeki kusurlar
BMP3 Yiiksek kemik sikligi (Daluiski,
Engstrand ve
ark., 2001)
BMP4 Embriyonik olarak 6ldiiriicli, mezoderm olusumu | (Selever, Liu
eksikligi ve ark.,
PGC 2004)
Lens indiiksiyonu yok
Heterozigotlar: ¢esitli organ anormallikleri (Winnier,
HSC mikro-ortam Blessing ve
Uzuv tomurcugu mezodermi: kusurlu rakam ark., 1995)
Adiposit: genislemis adipositler ve bozulmus | (Lawson,
insiilin duyarlilig1 Dunn ve ark.,
Diger hedeflenen: trakeya kaybi1 fenotipi 1999)
Anormal brongiyal arterleri ve ¢ikis yolu | (de  Sousa
septasyonu Lopes,
Mandibula gelisimindeki kusurlar Roelen ve
Vestibiiler aparattaki kusurlar ark., 2004)

(Furuta and
Hogan 1998)
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(Dunn,
Winnier ve
ark., 1997)
(Goldman,
Bailey ve
ark., 2009)

(Qian, Tang
ve ark.,
2013)
(Li, Gordon
ve ark.,
2008)
(Liu, Selever
ve ark.,
2004)
(Liu, Selever
ve ark.,
2004)
(Chang, Lin
ve ark.,
2008)

BMPS5

Kisa kulak fenotipi
Daha kiiciik ve daha zayif kemikler

(Kingsley,
Bland ve
ark., 1992)
(Miki¢, Van
Der Meulen
ve ark.,
1995)

BMP6

Sternum kemiklesmesinde gecikme
Kiiciik uzun kemikler

Dogurganligin azalmasi

(Solloway,
Dudley ve
ark., 1998)
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(Perry,
McDougall
ve ark.,
2008)
(Sugiura, Su
ve ark.,
2010)

BMP7

Dogumdan sonra

O0lmek, bobrek ve

gelisiminde bozukluk

Iskelet desenlemesindeki kusurlars

Bozulmus kortikogenez

Kahverengi yagda azalma

Langerhans hiicre sayisinda azalma

g0z

Uyarilabilir silme: bobrek progenitor hiicrelerinin

erken farklilasmasi

Uzuv: etkisi yok

Podosit: kusurlu bobrek gelisimi

(Dudley,
Lyons ve
ark., 1995)
(Luo,
Hofmann ve
ark., 1995)
(Segklia,
Seuntjens ve
ark., 2012)
(Tseng,
Kokkotou ve
ark., 2008)
(Yasmin,
Bauer ve
ark., 2013)
(Tomita,
Asada ve
ark., 2013)
(Tsuji, Cox
ve ark.,
2010)
(Kazama,
Mahoney ve
ark., 2008)
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BMPS8

Germ hiicresi dejenerasyonu
Kusurlu PGC olugumu

Germ hiicresi eksikligi ve kisirlik

(Zhao, Liaw
ve ark.,
1998)
(Ying, Liu ve
ark., 2000)
(Zhao, Deng
ve ark.,
1996)

BMP9 /GDF2

Anormal lenfatik gelisim

(Levet, Ciais
ve ark.,
2013)
(Yoshimatsu,
Lee ve ark.,
2013)

BMPI10

Kardiyomiyosit ¢ogalmasinin azalmasi

(Chen, Shi ve
ark., 2004)

BMPI11/GDF11

Dogumdan sonra 6lmek, A-P desenlemesindeki
kusurlar

Daha kii¢iik pankreas

Azaltilmis b hiicre sayilari

Bobrek agenezisi

Omurga ndron farklilasmasinin yavaglamasi
Koku alma norojeniginde artis

Retina anormallikleri

(McPherron,
Lawler ve
ark., 1999)

(Dichmann,
Yassin  ve
ark., 2006)
(Harmon,
Apelqvist ve
ark., 2004)
(Esquela and
Lee 2003)
(Shi and Liu
2011)

(Wu, Ivkovic
ve ark.,
2003)
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(Kim, Wu ve
ark., 2005)

BMP 12 /GDF7

Endokondral kemik biiyiimesinde artis

Daha kiiciik kemik kesit parametreleri

Kuyruk tendonu fenotipi iizerinde higbir etkisi
yoktur

Kusurlu dorsal internéron olusumu

(Mikic,
Ferreira ve
ark., 2008)
(Maloul,
Rossmeier ve
ark., 2006)

(Mikic,
Entwistle ve
ark., 2008)

(Mikic,
Bierwert ve
ark., 2006)

BMP13/GDF6

El ve ayak bileklerinde kemik fiizyonlar

G0z ve sinir bozukluklari

Klippel Feil sendromu
Erkeklerde: alt kuyruk tendonu kolajeni

(Lee,
Mendelsohn
ve ark.,
1998)
(Settle  Jr,
Rountree ve
ark., 2003)
(Asai-
Coakwell,
March ve
ark., 2013)
(Tassabehji,
Fang ve ark.,
2008)
(Mikic,
Rossmeier ve
ark., 2009)
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(Mikic,
Rossmeier ve
ark., 2009)

BMP14 / GDF5

Uzuv, gogiis kemigi ve parmak kemiklerindeki
malformasyonlar

Gecikmis kirik iyilesmesi

Bozulmus eklem olusumu ve osteoartrit
Miyokard enfarktiisiinden sonra yara izinde artis,

degisen cilt 6zellikleri

(Storm,

Huynh  ve
ark., 1994)
(Storm and
Kingsley
1999)

(Chhabra,
Zijerdi  ve
ark., 2005)
(Coleman,
Scheremeta
ve ark.,
2011)

(Masuya,
Nishida ve
ark., 2007)
(Zaidi,

Huang ve
ark., 2010)

BMPI5

Erkekler: normal ve dogurgan
Disiler: dollenme ve yumurtlama oranlarinin

azalmasiyla birlikte kisirdir

(Battaglia
2005)

(Yan, Wang
ve ark.,
2001)
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2.12. Kemik 1ligi Dokusunun Olusumunda BMP Sinyalinin Onemi

Farelerde yapilan c¢alismalar, endokondral ossifikasyon sirasinda BMP
sinyallemesine Onemli oldugunu gostermisti. BMP kombinasyonlarinin ¢ikarildigi
fareler, bireysel BMP'lerin belirli iskelet bolgelerinde uygun BMP aktivitesi seviyelerini
saglamak i¢in uyum icinde ¢alistigi fikriyle tutarli olarak ¢esitli iskelet fenotipleri sergiler
(Bandyopadhyay, Tsuji ve ark., 2006).

Bu c¢alismalar ayrica BMP'lerin kemik olusumundan o6nce dogrudan
kondrogeneze aracilik ettigine de dikkat ¢ekti. BMP aktivitesini nétralize etmek ig¢in
noggin ve kordin kullanarak Barna ve Niswander (Barna and Niswander 2007), BMP
sinyallemesinin sikismaya aracilik ettigini belirledi. Bu, Sox9 ifadesinden 6nce meydana
geldigi i¢in BMP sinyallemesi icin en erken iskelet gereksinimi gibi goériinmektedir. BMP
aktivitesi, kondensasyon meydana geldikce Sox9 ifadesini baslatmak i¢in gereklidir
ancak yeterli degildir ve erken kondensasyonlarinda Sox9u korumak i¢in gereklidir.
Kondensasyon meydana geldiginde, devam eden BMP sinyali kondroblast ¢ogalmasina
aracilik eder. Lyons ve is arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmalar, BMP reseptorlerinin
Col2a eksprese eden hiicrelerden c¢ikarilmasinin, kondensasyonlardan PCNA
boyamasinin kaybina yol acgtigini gosterdi (Yoon, Ovchinnikov ve ark., 2005, Yoon,

Pogue ve ark., 2006).

Bu kondensasyon ayn1 zamanda BMP'lerin kondroblastlarin hayatta kalmasindaki
roliine igaret eden artan TUNEL etiketlemesini de sergiliyor. Daha sonra uzuv gelisiminde
BMP aktivitesinin yoklugu, prekondrositlerin kondrositlere farklilagmasini bozar.
BMP'ler aym1 zamanda kondrosit hipertrofisinde de rol oynarlar (Enomoto-Iwamoto,
Iwamoto ve ark., 1998, Kobayashi, Lyons ve ark., 2005) ve bu gereksinimin PTHrP'den
bagimsiz oldugu ve FGF'lerin kars1 ¢iktig1 goriilmektedir. Kondrojenezdeki dogrudan
roliine ek olarak BMP sinyali, ekstremite interdigital mezenkiminin sekillenmesine
yardimer olur. Uzuv tomurcugundaki BMP sinyali, AER hiicreleri tarafindan FGF
tretimini modiile ederek interdigital mezenkimal hiicrelerin programlanmis hiicre
6limiinii dolayl olarak diizenler (Pajni-Underwood, Wilson ve ark., 2007). AER'de hem
Bmp2 hem de Bmp4 ekspresyonu bulunmayan otopodlar, programlanmis hiicre
Oliimiinde bir azalmaya ve altta yatan mezodermde hiicre proliferasyonunda bir artisa
bagl olarak ekstra basamaklar, basamak catallanmalar1 ve parmaklar arasi ag igerir

(Maatouk, Choi ve ark., 2009). BMP ailesinin {iiyelerinin iskelet elemanlar1 arasinda
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sinirlarin  olusturulmasinda ve eklem olusumunun yonlendirilmesinde anahtar rol
oynadig1 eklem morfogenezi sirasinda BMP sinyallemesi i¢in ek bir rol bulunabilir (Settle

Jr, Rountree ve ark., 2003).

BMP'lerin hedef hiicreleri aktive etmesinin birincil yolu olan kanonik BMP
sinyali, BMP'ler, transmembran serin/treonin kinaz olan tip I ve tip II BMP reseptorleri
ile birlestiginde ve bir multimerik reseptor ligand kompleksi olusturdugunda baslatilir.
Bu kompleks i¢inde, yapisal olarak fosforile edilmis tip II BMP reseptorleri, tip I BMP
reseptorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve kanonik BMP sinyallesme kademesini
baslatir. Aktive edilmis tip I BMP reseptorleri, BMP'ye 6zgii RSmad 1, 5 ve 8'i fosforile
ederek BMP sinyallerini yayar. Bu RSmad'ler Smad4 ile kompleks yapar, ¢ekirdege gider

ve hedef genlerin transkripsiyonunun aktivatorleri ve baskilayicilart olarak gorev yapar.

Sitoplazma
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Gen transkripsiyonu ve regresyon |

Sekil 2.6. BMP hedef genlerinin transkripsiyonu etkilemesi

BMP'ler, tip I (burada Alk olarak etiketlenmistir) ve tip II reseptorleri (burada
BMPRII ve ActRII olarak etiketlenmistir), yapisal olarak aktive edilen tip II reseptoriin,

tip I reseptoriinii fosforilasyon yoluyla aktive ettigi bir multimerik kompleks
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olusturdugunda baglatilir. Aktive edilmis tip I reseptér daha sonra BMP'ye 0zgii
RSmad'ler 1, 5 ve 8'i fosforile eder. Smad 4 ile komplekslestikten sonra BMP RSmad'ler
cekirdege gider ve BMP hedef genlerinin transkripsiyonunu etkiler (Sekil 2.6)

2.13. iskelet sisteminde BMP sinyali

BMP'ler kemik ve kikirdak olusumunda ¢ok 6nemli bir rol oynar ve bu protein
ailesinin yani sira yetiskin kemik fonksiyonunun homeostazisine de isim verir. Her ne
kadar BMP'lerin baslangi¢ta kemik olusumunu indiikledigi kesfedilmis olsa da, BMP3'iin
kemik yogunlugunun negatif diizenleyicisi oldugu gosterilmistir(Daluiski, Engstrand ve
ark., 2001). Osteoblastlarda BMPR-14'min silinmesi de sasirtict bir sekilde kemik
kiitlesinin artmasina neden olur(Kamiya, Ye ve ark., 2008). BMP7'nin uzuvdan kosullu
olarak silinmesinin goézle goriiliir bir etkisi olmadigindan bazit BMP'ler kemik
olusumunda gereksiz rollere sahip olabilir(Tsuji, Cox ve ark., 2010). Bununla birlikte,
BMP7 eksikligi olan farelerde kaburgalar, kafatasi ve arka bacaklarla sinirlt olan iskelet
desenleme kusurlar1 vardir (Luo, Hofmann ve ark., 1995). Ek olarak, BMP11 mutantlar1
Hox gen ekspresyonunu ve eksenel iskeletin anormal o6n-arka (A-P) desenlemesini
degistirdiginden, BMP11 gelisim sirasinda iskelet desenlemesinde Onemli roller
oynar(McPherron, Lawler ve ark., 1999). BMP[4 mutantlarinin incelenmesi, BMP14'in
parmak gelisimi sirasinda kemik ve eklem olusumunu da koordine ettigini ortaya
cikardi(Storm and Kingsley 1999). BMP5/14 ¢ift mutantlari, tek mutantlara kiyasla ek
kusurlara sahiptir ve bu da olasi bir sinerjistik fonksiyonu akla getirir(Storm and Kingsley

1999).

BMP'ler ayrica genellikle kemik olusumuyla koordine edilen kikirdak gelisimini
de diizenler. BMP2, kondrosit ¢ogalmasi ve olgunlasmasi icin endokondral kemik
gelisimi sirasinda ana oyuncu olarak kabul edilir. BMP2'nin kondrosite spesifik nakavt

edilmesi, ciddi bir kondrodisplazi fenotipiyle sonuclanir(Shu, Zhang ve ark., 2011).

BMP'ler yetiskin kemik homeostazisinde ve kirik iyilesmesinde 6nemli bir rol
oynar. BMP2 kemik olusumu i¢in vazgecilmez olsa da kirik iyilesmesinin baslatilmasi
icin gereklidir(Tsuji, Bandyopadhyay ve ark., 2006). Uzuvlara 6zgii BMP2 nakavtlarinda,
BMP2 igermeyen kemiklerde kendiliginden kiriklar vardir ve kirik iyilesmesinin erken
asamalarin1 baslatamama s6z konusudur. BMPI4 eksikligi, muhtemelen hiicrelerin

toplanmasindaki ve kondrosit farklilasmasindaki gecikmeye bagh olarak kirik iyilesme
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siirecindeki bir gecikmeyle iliskilidir, ancak wuzun siireli iyilesmeden taviz

verilmemektedir(Chhabra, Zijerdi ve ark., 2005, Coleman, Scheremeta ve ark., 2011) .

2.14. BMP’lerin Kardiyovaskiiler Ve Pulmoner Hastaliklarda Rolii

BMP sinyal mekanizmasinin vaskiiler fonksiyondaki 6nemi rolii, in sandaki
genetik calismalarla kanitlanmistir (Lowery and de Caestecker 2010). Genetik analiz,
BMP sinyalleme genlerindeki veya BMP sinyalleme fonksiyonunu etkileyen genlerdeki
mutasyonlarin, vaskiiler fonksiyon bozukluguna ve kalitsal hemorajik telanjiektazi
(Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia - HHT) ve pulmoner arteriyel hipertansiyon
(Pulmonary arterial hypertension - PAH), vaskiiler kalsifikasyon ve tiimor anjiyogenezi
gibi hastaliklara yol actigini ortaya c¢ikardi. Ek olarak, vaskiiler yaralanma, hipertansiyon
veya ateroskleroz nedeniyle vaskiiller homeostazisin bozulmasinin BMP'lerin
ekspresyonunu etkiledigi belli edilmistir, bu da BMP'lerin anormal vaskiiler yanitlarda

rol oynadigini 6ne siirtilmektedir(Lowery and de Caestecker 2010)

2.14.1. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon (Pulmonary Arterial Hypertension -
PAH)

PAH, ytiksek pulmoner arter basinct ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan kalp
yetmezligi ile karakterizedir. Iki tipi vardir: idiyopatik pulmoner arteriyel hipertansiyon
(IPAH) ve kalitsal pulmoner arteriyel hipertansiyon (HPAH). BMPR-2'de HPAH
hastalariin %70'inden fazlasinda ve IPAH hastalarinin %20'sinde bulunan heterozigot
germline mutasyonlar1 bulunur(Cai, Pardali ve ark., 2012). Hastaligin patogenezi iyi
anlagilmamistir ve BMPR-2 disinda ¢esitli faktorlerin de rol oynamasi muhtemeldir.
Otozomal dominant hastalik olan HPAH'ta tasiyicilarin yalnizca %20'si hastalia
yakalanir ve diisiik penetrans, BMPR-2 alternatif birlestirmesindeki degisikliklerle
aciklanabilir(Cogan, Austin ve ark., 2012). BMPR-2 mutasyonlar1 hastalik ifadesini
erkeklerde kadinlara gore daha acik bir sekilde etkilemektedir(Liu, Wu ve ark., 2012).

BMP sinyalinin azalmasina yol acan mutasyonlar ligand baglama alaninda, kinaz
alaninda ve uzun sitoplazmik kuyrukta bulunmustur. Mutant reseptorler daha diisiik

seviyede eksprese edilebilse veya hic eksprese edilemese de, hiicresel lokalizasyonu
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degistirmis olmalar1 da miimkiindiir. Birka¢ mutantin kaveola ve klatrin kapli ¢ukurlarla
anormal sekilde iliski kurdugu ve bu alanlarin bozulmasinin BMP sinyalini vahsi tip
seviyelere geri getirdigi gosterildi. BMPR-2 ayrica hiicre iskeleti ile etkilesime girer ve
mutant reseptorler, pah gelisimiyle iligkili hiicre iskeleti bozukluklarina neden
olabilir(Jiang, Nohe ve ark., 2011). Pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerinde (PASMC'ler)
BMPR-2 ekspresyonu bozuldugunda, BMP2 ve BMP4 sinyallemesinin azalmas1 ancak
BMP6 ve BMP7 sinyallemesinin artmast dahil olmak {izere, wvahsi tiple
karsilastirildiginda cesitli farkliliklar kaydedilmistir(Paul, Beppu ve ark., 2005). Bu,
BMP4'iin anti-proliferatif etkilerinin kaybina ve ayrica p38-MAPK yolunun
aktivasyonuna yol acarak anormal PASMC proliferasyonuna ve apoptoz eksikligine yol

acar(Dewachter, Adnot ve ark., 2009).

‘ Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon ‘

Sol pulmoner arter ; h 1 Sol Akciger
Viicudun ust kls'mmdan i o —— Ciddi sekilde
gelen oksijensiz kan L/ \ 8! 3 daralmis arter

Akcigerdeki kiigtik damarlar
daralir veya tikanir

Sekil 2.7. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon

2.14.2. Kalitsal Hemorajik Telenjiektazi (Hereditary Hemorrhagic T elangiectasia -
HHT)

HHT, deri ve mukozada anormal ve kirilgan kan damari olusumuyla iligkili
otozomal dominant bir hastalikti. HHT tip 1, bir BMP yardimci reseptorii olan
Endoglin'deki mutasyonlardan kaynaklanirken, HHT tip 2, ALK fonksiyon kaybindan

kaynaklanmaktadir. Smad4 mutasyonlarinin torasik aort hastaligina zemin hazirlayan
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kombine JP-HHT sendromuyla iligkili oldugu bilinmektedir(Teekakirikul, Milewicz ve
ark., 2013). ALK1'in ligand1 olarak BMP9'un kesfi, reseptérdeki mutasyonlarin hatali
BMP9 sinyallemesine yol actigin1 gdsterdi(Ricard, Bidart ve ark., 2010). ALK esas
olarak arteriyel endotel hiicrelerinde eksprese edilir ve kusurlu BMP9 sinyali muhtemelen
Idl ve Id3 seviyelerinin azalmasina yol agar. VEGR2'min daha sonra artan
ekspresyonunun, anormal endotelyal hiicre filizlenmesinin mekanizmasi olarak ileri
stiriilmektedir. MAPK kademesi gibi diger Smad olmayan yollar da muhtemelen siiregte
onemli bir rol oynamaktadir(Choi, Kim ve ark., 2013). Bu sitire¢ BMP9'un yetiskinlerde
anjiyogenezin diizenleyicisi olarak roliinii ortaya koymaktadir. ALK/ normalde anti-
anjiyogenik etkilere sahip oldugundan ve cogunlukla endotelyal hiicrelerde eksprese
edildiginden, kanser gibi anjiyogenezle iliskili hastaliklarda potansiyel olarak ilging bir
hedef olusturur ve BMPY, reseptoriin ana ligandlarindan biri oldugundan bu tiir

tedavilerde diistiniilebilir(Mitchell, Pobre ve ark., 2010).

Sekil 2.8. Kalitsal Hemorajik Telenjiektazi
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Istanbul Universitesi - Cerrahpasa Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Geronteknoloji

merkezine ve Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastesine bagvuran,

ameliyat1 belirlenmis hastalardan izinleri dahilinde elde edilen 6rnekler olusturmaktadir.

Arastirmanin 6rneklemi; Vendz yetmezlik sebebiyle opere edilen hastalardan (25 hasta:

3erkek ve 22 kadin ) dejenere damar yapilari ig¢in 6rnekler elde edilecektir. Koroner By-

Pass ameliyatina alinan hastalardan (16 hasta: 13 erkek ve 3 kadin) ise saglikli damar

yapisini analiz etmek ic¢in 6rnekler elde edilmistir, doku Ornekleri ¢alisma asamasina

kadar -80°C’de tutulmustur. BMP2 geninin ekspresyonunu belirlemek nedenile damar

dokusu orneklerinden RNA izolasyonu, ardindan her 6rnek i¢in {i¢ kez Kantitatif Eg

Zamanl1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time PCR) gerceklestirilmistir.

3.1. RNA izolasyon Protokolii

1.

RL'e 10 pL p-Merkaptoetanol eklenmis, ardindan bistiiri yoluyla iyice
karistirllmis ve homojenizasyon saglanmistir.

ardindan 10 saniye boyunca pipetlenmis ve SciLogex cihazi kullanilarak yaklagik
30 saniye boyunca vortekslenmistir.

Hazirlanan karisimlar daha sonra 2 mL Eppendorf tiiplerine yerlestirildikten sonra
600 pL distille suyu ve 20 pL Protein Kinaz enzimi karigiminda 15 dakika 55.2°C
inkubasyonu ger¢eklestirilmistir.

Bu asamada tiipler 1 dakika 14.000 rpm hizla santrifiij yapilmistir.

Bir Hitachi cihazinda 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij islemini takiben, elde
edilen tiiplerin alt kolonlarinin ¢ikarilmasina izin verilmis ve bunlar daha sonra
1,5 mL Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Ardindan %100 etanol eklenmis ve
yaklasik 10 kez pipetlenerek nazikce karistirilmistir.

Pembe kolonlar (RNeasy spin kolonlar1) agilmis ve her birine bir 6nceki
numuneden yaklasik 700 pL aktarilmistir. Bu kolonlar, sonraki adimlarda
kirleticileri yikarken ilgilenilen RNA'y1 6zel olarak tutmak i¢in tasarlanmigtir.
10.000 rpm'de 15 saniye santrifiij edildikten sonra alt tiipler atilmis ve kolonlar

yeni 2 mL Eppendorf tiiplerine yerlestirilmistir.
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8. Proteinleri ve tuzlar1 yikamak i¢in tiiplere 700 pL RW1 eklenmis ve ardindan
10.000 rpm'de 15 saniye santrifiij edilmistir.

9. Santrifiij edilen kolonlar daha sonra 2 mL Eppendorf tiiplerine aktarilmistir.

10. Ikinci yikama soliisyonu olarak RPE kullanilmus, her tiipe 500 uL eklenmis ve
ardindan ilk yikama i¢in 10.000 rpm'de 15 saniye santrifiij edilmistir.

11. Sonraki yikamada, ayni1 sekilde 500 pL RPE eklenmis ve ardindan 10.000 rpm'de
2 dakika santrifiij edilmistir.

12. Kolonlar tekrar 1,5 mL Eppendorf tiiplerine yerlestirilerek 30 uLL RNaz igcermeyen
su filtreye temas ettirilmeden dikkatlice uygulandi. Ornekler 10.000 rpm'de 1
dakika santrifiij edilmeden Once 5 dakika dinlendirilmistir.

13. RNA izolasyon islemini tamamlamak icin 6rneklerden 1,5 pL alinip Nanodrop

Olc¢timleri i¢in Thermo Scientific Nanodrop One kullanilarak analiz edilmistir.

3.2. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time

PCR)

Aragtirma ¢alismamizda, gen ifadesi kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir
reaksiyonu (qRT-PCR) teknigi ile titizlikle degerlendirilmistir. BMP2 geni igin
uyarlanmis primerlerin formiile edilmesini takiben Ger¢cek Zamanli PCR yoluyla gen
ekspresyon profili cikarilacaktir. Ek olarak, B-aktin geni, farkli dokular arasinda
tutarlilig1 saglamak ve hiicresel canliligr desteklemek icin temizlik/referans geni olarak

islev goriilmek tizere {i¢ kez polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir.

gRT-PCR analizi sirasinda gen ekspresyon seviyelerini tespit etmek i¢in primerler
akillica hazirlanmigtir. Kullanilan spesifik primer dizileri asagida verilen tabloda
Ozetlenmistir. qRT-PCR asamasinda forword ve reverse primerler 100-400nM, RNA

ornekleri ise 1pg-1pg konsantrasyonunda olmasi gerekiyor.
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Tablo 3.1. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real
Time PCR) bilesenleri

Icerik Miktar
RNA Free Water 11 pL
One-Step Green RT-qPCR Master Mix SuL
Reverse Primer luL
Forward Primer 1L
Ornek 1L
RT Mix 1L
Total Hacim 20 puL

Tablo 3.2 Primer Dizilimleri

B Aktin Forward TGTTTGAGACCTTCAACACCC 529bp
B Aktin Reverse AGCACTGTGTTGGCGTACAG

BMP2 Forward GCTTCCACCATGAAGAATCTTT 158 bp
BMP2 Reverse ATCTTGCATCTGTTCTCGG

Tablo 3.3 qRT-PCR Programa:

Revers Transkripsiyon 50 °C 15 dk
Preinkiibasyon 95°C 60 sn
Amplifikasyon 95°C 30 sn
40-45 siklus
Amplifikasyon 60-65°C 30 sn J
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4. BULGULAR

Caligmamizda, BMP2 enziminin ekspresyon seviyeleri Kantitatif gergek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) analizi her 6rnek i¢in en az lic Cp degeri iiretmis

ve analiz i¢in bu degerlerin ortalamasi kullanilmistir.

Gen ifade oranlarinin hesaplanmasinda;

ACP Heder (Kontrol= Gmek )

(E

Hedef ,

ACPRei( Kontrol- Ornek )

(E.)

formalu kullanilmastir.
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5. TARTISMA

BMP?2 geni dokusunun olusumu ve gelismesinde ¢ok onemli bir role sahiptir.
Calismamizda qRT-PCR yontemi sonucunda Vendz yetmezlik sebebiyle opere edilen
hastalarda BMP2 geninin kontrol gen olan B Aktin geninden Ct ortalamalari: BMP2 Ct:
33,73 Actb Ct: 21,95, Koroner By-Pass ameliyatina alinan hastalarda ise BMP2 geninin
kontrol gen olan B Aktin geninden MP2 Ct: 35,58 Actb Ct: 24,03

Robert N. Willette ve arkadaslarmin 1999 arastirmalarina gore insan
aterosklerotik kan damarlarinda immiinoreaktif BMP2'yi gosteren Onceki raporlari
dogrulamakta ve genisletmektedir. BMP-2'nin damar sistemindeki her yerde bulunan gen
ekspresyonunun fonksiyonel Onemi bilinmemektedir. Bununla birlikte, BMP-2
serin/treonin kinaz reseptorlerinin gen ekspresyonu ve bu reseptorler i¢in sinyal
transdiiksiyon proteinleri (SMAD'ler) vaskiiler hiicre tiplerinde de tanimlanmustir.
Birlikte ele alindiginda, yukaridaki gozlemler, TFG-B ve aktivin gibi BMP-2'nin de
vaskiiler modelleme/yeniden modelleme i¢in gerekli olan hiicresel diizenlemede temel bir
parakrin veya otokrin rol oynayabilecegini gostermektedir. Standart RT-PCR teknikleri
kullanilarak, incelenen tiim ana vaskiiler hiicre tiplerinde, yani VSM hiicreleri, makrofaj,
endotel hiicrelerinde BMP-2 gen ekspresyonu tanimlandi. Benzer sekilde insan kan
damarlarinda, BMP-2 gen ekspresyonu, aterosklerotik numunelerin yani sira goriiniiste
normal olanlarda da gozlemlendi. Tiim sonuglar, spesifik bir yuvalanmis primer ¢ifti
kullanilarak ve insan BMP-2'nin dogrulanmig tam uzunluktaki dizisini igeren plazmid
DNA ile karsilagtirilarak dogrulandi. Bu gozlemler, insan aterosklerotik kan damarlarinda
immiinoreaktif BMP2'yi gsteren dnceki raporlar1 dogrulamakta ve genisletmektedir.

Hidenori Matsubara ve arkadaslarinin 2012 yaptig1 arastirmada  Kemik
onarimin1 destekleyen BMP'lerin ya MSC'ler ve osteojenik hiicreler tarafindan lokal
olarak ftretildigine inanilirken, verileri bu varsayimlara karsi ¢ikmaktatir. Bu soruyu
yanitlamak i¢in birkag farkli yaklasim kullanarak, hem vaskiiler diiz kas hem de endotel
hiicrelerinin, rejeneratif ortamda BMP2'yi eksprese eden birincil hiicre tiplerinden ikisi
oldugunu bulunmustur. Transgen ekspresyonunun kullanimi, BMP2 eksprese eden
hiicrelerin tamamini tam olarak tanimlayamasa da, BMP2 antikor lokalizasyonu
kullanilarak goézlemlenen BMP2 ekspresyonunun karsilastirilabilir hiicre dagilima,
transgenin BMP2 ekspresyonunun aslina sadik bir temsilini sagladiina dair giiclii bir

kanittt. Bu bulgular beklenmedik olmakla birlikte, BMP sinyallemesinin
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vaskiilarizasyonda oynadigi rol son zamanlarda daha kapsamli bir sekilde arastirilmaya
baslanmustir.

Iwona Kochanowska, Slawomir Chaberek ve arkadaslarimin 2007 yilnda
yuriittiigii ¢calismada Gergek zamanli PCR teknigi, iic BMP isoform ekspresyonunun
tespiti, belirlenmesi ve karsilastirilmast i¢in ¢ok ©nemli olmustur. [B-aktin gen
ekspresyonunun bir kontrol geni olarak kullanilmasi BMP-2, BMP-4 ve BMP-6 gen
ekspresyonunun sadece kendi arasinda degil ayn1 zamanda farkli kemik tiirleri arasinda
karsilastirilmasin1 da sagladi. Elde edilen sonuglar, bu proteinlerin iki izoformunun
(BMP-2 ve BMP-4) anlamli ekspresyonunun oldugunu gosterdi. Analiz sonrasinda,
incelenen tiim kemik numunelerinde BMP-6 gen ekspresyonunun bulunmadig1 sonucuna
varildi.

Calisamada BMP2 geninin hasarsiz doku 6rneklerinde ekspresyonunun hasarli
doku oOrnekleri ile kiyasta daha diisik seviyede olmasi Hidenori Matsubara ve
arkadaglarinin 2012 yilinda yaptig1 arastirmada BMP2 geninin yalniz saglikli damar
dokusunun olusmasi ve normal caligmasi saglamasinin yani sira VSM hiicreleri,
makrofaj, endotel hiicrelerinde de 6nemini gdstermektedir. Ancak Tiim ¢alismalar 9-12
haftalik erkek farelerle gergeklestirilmistir ve farelerde qRT-PCR analizi yapilmistir.
Hedef genlerin ekspresyon degerleri, ¢alismanin basinda toplanan, ameliyat edilmemis
kontrollerden kemik ve kas dokular1 kullanilmistir. Kontrol dokular1 i¢in karsilastirilabilir
anatomik intraossedz ve kas bolgeleri kullanildi.

Damar dokusunun yaslanmasinda ve hasarina BMP2 genin ekspresyonun etkisi
insanlarda fazla calisilmadigindan bizim ¢alismamiz gelecekte bu konu ile ilgili diger

arastirmalara da bir baslangi¢ verebilmektedir.
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6. SONUC, ONERILER VE TOPLUMA KATKI

Calismamizda, Vendz yetmezlik sebebiyle opere edilen hastalardan (25 hasta:
3erkek ve 22 kadin ) dejenere damar yapilar i¢in 6rnekler elde edilmistir. Koroner By-
Pass ameliyatina alinan hastalardan (16 hasta: 13 erkek ve 3 kadin) ise saglikli damar
yapisini analiz etmek i¢in ornekler elde edilmistir.

Calismamizda qRT-PCR yontemi sonucunda Vendz yetmezlik sebebiyle opere
edilen hastalarda BMP2 geninin kontrol gen olan B Aktin geninden Ct ortalamalari:
BMP?2 Ct: 33,73; Actb Ct: 21,95

Koroner By-Pass ameliyatina alinan hastalarda ise BMP2 geninin kontrol gen
olan B Aktin geninden Ct ortalamalari: BMP2 Ct: 35,58; Actb Ct: 24,03

BMP?2 geninin kontrol gen olan B Aktin geninden Ct ortalamalari: BMP2 Ct:
33,73; Actb Ct: 21,95 > BMP2 geninin kontrol gen olan B Aktin geninden Ct ortalamalart:
BMP?2 Ct: 33,73; Actb Ct: 21,95 olarak hesaplandi.

A ACt yontemine gore analiz sonucuna gore; BMP2 miktar1 kontrol grubunda
(hasarsiz damar) 0,85 kat daha fazla bulunmustur.

Damar dokusunun yaslanmasi ve hasarinda BMP2 geninin i¢in klinik ¢alismalar
yiiriitmek: Calismamiz daha ¢ok insanlarda uygulamak BMP?2 geninin damar dokusunu

olusturmakta roliinii daha detayli incelemekte yardim edecektir.

43



KAYNAKCA

Agrotis A, Samuel M, Prapas G, Bobik A: Vascular smooth muscle cells express
multiple type I receptors for TGFB, activin and bone morphogenetic proteins. Biochem
Biophys Res Commun 1996;219:613-618. 16.T

Alique Aguilar, M., ve ark.,, Microvesicles from the plasma of elderly subjects and
from senescent endothelial cells promote vascular calcification. 2017.

Allendorph, G.P., W.W. Vale, and S. Choe, Structure of the ternary signaling
complex of a TGF-B superfamily member. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 2006. 103(20): p. 7643- 7648.

Anderson, L., ve ark.,, Bmp2 and Bmp4 exert opposing effects in hypoxic
pulmonary hypertension. American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and
Comparative Physiology, 2010. 298(3): p. R833-R842.

Arnold, S.J., ve ark.,, Dose-dependent Smad1, Smad5 and Smad8 signaling in the
early mouse embryo. Developmental biology, 2006. 296(1): p. 104-118.

Arthur, HM., ve ark.,, Endoglin, an ancillary TGFf receptor, is required for
extraembryonic angiogenesis and plays a key role in heart development. Developmental
biology, 2000. 217(1): p. 42-53.

Asai-Coakwell, M., ve ark.,, Contribution of growth differentiation factor 6-
dependent cell survival to early-onset retinal dystrophies. Human molecular genetics,
2013. 22(7): p. 1432-1442.

Babitt, J.L., ve ark.,, Repulsive guidance molecule (RGMa), a DRAGON
homologue, is a bone morphogenetic protein co-receptor. Journal of Biological
Chemistry, 2005. 280(33): p. 29820- 29827.

Bandyopadhyay, A., ve ark.,, Genetic analysis of the roles of BMP2, BMP4, and
BMP7 in limb patterning and skeletogenesis. PLoS genetics, 2006. 2(12): p. e216.

Barbara, N.P., J.L. Wrana, and M. Letarte, Endoglin is an accessory protein that
interacts with the signaling receptor complex of multiple members of the transforming
growth factor-f superfamily. Journal of Biological Chemistry, 1999. 274(2): p. 584-594.

Barna, M. and L. Niswander, Visualization of cartilage formation: insight into
cellular properties of skeletal progenitors and chondrodysplasia syndromes.

Developmental cell, 2007. 12(6): p. 931- 941.

44



Battaglia, T.C., GDF-5 deficiency alters stress—relaxation properties in mouse
skin. Journal of dermatological science, 2005. 39(3): p. 192-195.

Beck, H.N., ve ark.,, Bone morphogenetic protein-5 (BMP-5) promotes dendritic
growth in cultured sympathetic neurons. BMC neuroscience, 2001. 2: p. 1-11.

Beppu, H., ve ark.,, BMPR-II heterozygous mice have mild pulmonary
hypertension and an impaired pulmonary vascular remodeling response to prolonged
hypoxia. American Journal of Physiology Lung Cellular and Molecular Physiology,
2004. 287(6): p. L1241-L1247.

Bobacz, K., ve ark.,, Expression of bone morphogenetic protein 6 in healthy and
osteoarthritic human articular chondrocytes and stimulation of matrix synthesis in
vitro.Arthritis & Rheumatism: Official Journal of the American College of
Rheumatology, 2003. 48(9): p. 2501-2508.

Bostrom K, Watson KE, Horn S, Wortham C, Herman IM, Demer LL: Bone
morphogenetic protein expression in human atherosclerotic lesions. J Clin Invest
1993;91:1800-1809. 14T

Brown, M.A., ve ark.,, Crystal structure of BMP-9 and functional interactions with
pro-region and receptors. Journal of Biological Chemistry, 2005. 280(26): p. 25111-
25118.

Cai, J., et at., BMP signaling in vascular diseases. FEBS letters, 2012. 586(14): p.
1993-2002.

Carmeliet, P. and R.K. Jain, Molecular mechanisms and clinical applications of
angiogenesis. Nature, 2011. 473(7347): p. 298-307.

Chakrabarti, A., D.R. Goldstein, and N.R. Sutton, Age-associated arterial
calcification: the current pursuit of aggravating and mitigating factors. Current opinion in
lipidology, 2020. 31(5): p. 265- 272.

Chan, M.C., ve ark.,, A novel regulatory mechanism of the bone morphogenetic
protein (BMP) signaling pathway involving the carboxyl-terminal tail domain of BMP
type II receptor. Molecular and cellular biology, 2007. 27(16): p. 5776-5789.

Chang, H., ve ark.,, Smad5 knockout mice die at mid-gestation due to multiple
embryonic and extraembryonic defects. Development, 1999. 126(8): p. 1631-1642.

Chang, K., ve ark.,, Bone morphogenic protein antagonists are coexpressed with
bone morphogenic protein 4 in endothelial cells exposed to unstable flow in vitro in

mouse aortas and in human coronary arteries: role of bone morphogenic protein

45



antagonists in inflammation and atherosclerosis. Circulation, 2007. 116(11): p. 1258-
1266.

Chang, W., ve ark.,, Bmp4 is essential for the formation of the vestibular apparatus
that detects angular head movements. PLoS genetics, 2008. 4(4): p. €1000050. 167.

Chen, H., ve ark.,, BMP10 is essential for maintaining cardiac growth during
murine cardiogenesis. 2004.

Chen, Q., ve ark.,, Smad?7 is required for the development and function of the heart.
Journal of Biological Chemistry, 2009. 284(1): p. 292-300.

Chhabra, A., ve ark.,, BMP-14 deficiency inhibits long bone fracture healing: a
biochemical, histologic, and radiographic assessment. Journal of orthopaedic trauma,
2005. 19(9): p. 629-634.

Choi, E.-J., ve ark., Enhanced responses to angiogenic cues underlie the
pathogenesis of hereditary hemorrhagic telangiectasia 2. PLoS One, 2013. 8(5): p. €63138

Cogan, J., ve ark.,, Role of BMPR2 alternative splicing in heritable pulmonary
arterial hypertension penetrance. Circulation, 2012. 126(15): p. 1907-1916.

Coleman, C.M., ve ark.,, Delayed fracture healing in growth differentiation factor
5-deficient mice: a pilot study. Clinical Orthopaedics and Related Research®, 2011.
469(10): p. 2915-2924.

Constam, D.B. and E.J. Robertson, Regulation of bone morphogenetic protein
activity by pro domains and proprotein convertases. The Journal of cell biology, 1999.
144(1): p. 139-149.

Conway, E.MM., D. Collen, and P. Carmeliet, Molecular mechanisms of blood
vessel growth. Cardiovascular research, 2001. 49(3): p. 507-521.

Csiszar, A., ve ark.,, Bone morphogenetic protein-2 induces proinflammatory
endothelial phenotype. The American journal of pathology, 2006. 168(2): p. 629-638.

Csiszar, A., ve ark.,, Differential proinflammatory and prooxidant effects of bone
morphogenetic protein-4 in coronary and pulmonary arterial endothelial cells. American
Journal of Physiology Heart and Circulatory Physiology, 2008. 295(2): p. H569-H577.

Cui, Y., ve ark.,, BMP-4 is proteolytically activated by furin and/or PC6 during
vertebrate embryonic development. The EMBO journal, 1998. 17(16): p. 4735-4743.

Daluiski, A., ve ark.,, Bone morphogenetic protein-3 is a negative regulator of

bone density. Nature genetics, 2001. 27(1): p. 84-88.

46



Daly, A.C., R.A. Randall, and C.S. Hill, Transforming growth factor B-induced
Smad1/5 phosphorylation in epithelial cells is mediated by novel receptor complexes and
is essential for anchorage-independent growth. Molecular and cellular biology, 2008.
28(22): p. 6889-6902.

David, L., ve ark.,, Bone morphogenetic protein-9 is a circulating vascular
quiescence factor. Circulation research, 2008. 102(8): p. 914-922.

David, L., ve ark.,, Identification of BMP9 and BMP10 as functional activators of
the orphan activin receptor-like kinase 1 (ALKI1) in endothelial cells. Blood, 2007.
109(5): p. 1953-1961.

David, L., J.-J. Feige, and S. Bailly, Emerging role of bone morphogenetic proteins
in angiogenesis. Cytokine & growth factor reviews, 2009. 20(3): p. 203-212.

De Caestecker, M., The transforming growth factor-B superfamily of receptors.
Cytokine & growth factor reviews, 2004. 15(1): p. 1-11.

de Lange, T., Shelterin-mediated telomere protection. Annual review of genetics,
2018. 52: p. 223-247.

de Sousa Lopes, S.M.C., ve ark.,, BMP signaling mediated by ALK?2 in the visceral
endoderm is necessary for the generation of primordial germ cells in the mouse embryo.
Genes & development, 2004. 18(15): p. 1838-1849.

Deckers, M.M., ve ark.,, Bone morphogenetic proteins stimulate angiogenesis
through osteoblast derived vascular endothelial growth factor A. Endocrinology, 2002.
143(4): p. 1545-1553.

Derynck, R. and Y.E. Zhang, Smad-dependent and Smad-independent pathways
in TGF-B family signalling. Nature, 2003. 425(6958): p. 577-584.

Dewachter, L., ve ark.,, Bone morphogenetic protein signalling in heritable versus
idiopathic pulmonary hypertension. European Respiratory Journal, 2009. 34(5): p. 1100-
1110.

Dichmann, D.S., H. Yassin, and P. Serup, Analysis of pancreatic endocrine
development in GDF11- deficient mice. Developmental dynamics, 2006. 235(11): p.
3016-3025.

Dudley, A.T., K.M. Lyons, and E.J. Robertson, A requirement for bone
morphogenetic protein-7 during development of the mammalian kidney and eye. Genes

& development, 1995. 9(22): p. 2795-2807.

47



Dunn, N.R., ve ark.,, Haploinsufficient Phenotypes inBmp4Heterozygous Null
Mice and Modification by Mutations inGli3andAlx4. Developmental biology, 1997.
188(2): p. 235-247.

Ebisawa, T., ve ark.,, Characterization of bone morphogenetic protein-6 signaling
pathways in osteoblast differentiation. Journal of cell science, 1999. 112(20): p. 3519-
3527.

El-Bizri, N., ve ark.,, SM22a-targeted deletion of bone morphogenetic protein
receptor 1A in mice impairs cardiac and vascular development, and influences
organogenesis. 2008.

El-Bizri, N., ve ark.,, Smooth Muscle Protein 22a—Mediated Patchy Deletion of
Bmprla Impairs Cardiac Contractility but Protects Against Pulmonary Vascular
Remodeling. Circulation research, 2008. 102(3): p. 380-388.

Enomoto-Iwamoto, M., ve ark.,, Bone morphogenetic protein signaling is required
for maintenance of differentiated phenotype, control of proliferation, and hypertrophy in
chondrocytes. The Journal of cell biology, 1998. 140(2): p. 409-418. 2

Erlacher, L., ve ark.,, Cartilage-derived morphogenetic proteins and osteogenic
protein-1 differentially regulate osteogenesis. Journal of Bone and Mineral Research,
1998. 13(3): p. 383- 392.

Esquela, A.F. and S.-J. Lee, Regulation of metanephric kidney development by
growth/differentiation factor 11. Developmental biology, 2003. 257(2): p. 356-370.

Frank, D.B., ve ark.,, Bone morphogenetic protein 4 promotes pulmonary vascular
remodeling in hypoxic pulmonary hypertension. Circulation research, 2005. 97(5): p.
496-504.

Furuta, Y. and B.L. Hogan, BMP4 is essential for lens induction in the mouse
embryo. Genes & development, 1998. 12(23): p. 3764-3775.

Gallione, C., ve ark.,, Overlapping spectra of SMAD4 mutations in juvenile
polyposis (JP) and JP-HHT syndrome. American journal of medical genetics Part A,
2010. 152(2): p. 333-339.

Gallione, C.J., ve ark.,,, SMAD4 mutations found in unselected HHT patients.
Journal of medical genetics, 2006. 43(10): p. 793-797.

Galvin, K.M., ve ark.,, A role for smad6 in development and homeostasis of the

cardiovascular system. Nature genetics, 2000. 24(2): p. 171-174.

48



Gamer, L.W., ve ark.,, BMP-3 is a novel inhibitor of both activin and BMP-4
signaling in Xenopus embryos. Developmental biology, 2005. 285(1): p. 156-168.

Gerhardt, H., ve ark.,, VEGF guides angiogenic sprouting utilizing endothelial tip
cell filopodia. The Journal of cell biology, 2003. 161(6): p. 1163-1177.

Goldman, D.C., ve ark.,, BMP4 regulates the hematopoietic stem cell niche.
Blood, The Journal of the American Society of Hematology, 2009. 114(20): p. 4393-4401.

Goldman, D.C., ve ark.,, Mutation of an upstream cleavage site in the BMP4
prodomain leads to tissue-specific loss of activity. 2006.

Goumans, M.-J. and C. Mummery, Functional analysis of the TGFbeta
receptor/Smad pathway through gene ablation in mice. International Journal of
Developmental Biology, 2000. 44(3): p. 253-266.

Goumans, M.-J., ve ark.,, Activin receptor-like kinase (ALK) 1 is an antagonistic
mediator of lateral TGFB/ALKS signaling. Molecular cell, 2003. 12(4): p. 817-828.

Goumans, M.J., ve ark.,, Balancing the activation state of the endothelium via two
distinct TGF-f type I receptors. The EMBO journal, 2002

Gregory, K.E., ve ark.,, The prodomain of BMP-7 targets the BMP-7 complex to
the extracellular matrix. Journal of Biological chemistry, 2005. 280(30): p. 27970-27980.

Halbrooks, P.J., ve ark.,, Role of RGM coreceptors in bone morphogenetic protein
signaling. Journal of molecular signaling, 2007. 2: p. 1-10.

Harmon, E.B., ve ark.,, GDF11 modulates NGN3+ islet progenitor cell number
and promotes B-cell differentiation in pancreas development. 2004.

Harrison, C.A., S.L. Al-Musawi, and K.L. Walton, Prodomains regulate the
synthesis, extracellular localisation and activity of TGF-B superfamily ligands. Growth
factors, 2011. 29(5): p. 174-186.

Hazama, M., ve ark.,, Efficient expression of a heterodimer of bone morphogenetic
protein subunits using a baculovirus expression system. Biochemical and biophysical
research communications, 1995. 209(3): p. 859-866.

Heidenreich, P.A., ve ark.,, Stroke Council; Council on Cardiovascular Radiology
and Intervention; Council on Clinical Cardiology; Council on Epidemiology and
Prevention; Council on Arteriosclerosis; Thrombosis and Vascular Biology; Council on

Cardiopulmonary. Critical Care, 2011: p. 933-944.

49



Heinke, J., ve ark.,, BMPER is an endothelial cell regulator and controls bone
morphogenetic protein_4—dependent angiogenesis. Circulation research, 2008. 103(8): p.
804-812.

Heldin, C.-H., K. Miyazono, and P. Ten Dijke, TGF-B signalling from cell
membrane to nucleus through SMAD proteins. Nature, 1997. 390(6659): p. 465-471.

Hellstrdm, M., ve ark.,, D114 signalling through Notchl regulates formation of tip
cells during angiogenesis. Nature, 2007. 445(7129): p. 776-780.

Herrera, B. and G.J. Inman, A rapid and sensitive bioassay for the simultaneous
measurement of multiple bone morphogenetic proteins. Identification and quantification
of BMP4, BMP6 and BMP9 in bovine and human serum. BMC cell biology, 2009. 10: p.
1-11.

Hidenori Matsubara a , Daniel E. Hogan a , Elise F. Morgan b , Douglas P.
Mortlock ¢ , Thomas A. Einhorn a , Louis C. Gerstenfeld “Vascular tissues are a primary
source of BMP2 expression during bone formation induced by distraction osteogenesis”

Hong, K.-H., ve ark.,, Genetic ablation of the BMPR2 gene in pulmonary
endothelium is sufficient to predispose to pulmonary arterial hypertension. Circulation,
2008. 118(7): p. 722-730.

Horbelt, D., A. Denkis, and P. Knaus, A portrait of Transforming Growth Factor 3
superfamily signalling: Background matters. The international journal of biochemistry &
cell biology, 2012. 44(3): p. 469-474.

Huang, Z., ve ark.,, Defective pulmonary vascular remodeling in Smad8 mutant
mice. Human molecular genetics, 2009. 18(15): p. 2791-2801.

Hur, D.J., ve ark.,, A novel MGP mutation in a consanguineous family: review of
the clinical and molecular characteristics of Keutel syndrome. American Journal of
Medical Genetics Part A, 2005. 135(1): p. 36-40.

Jara, A., ve ark.,, Expression of gremlin, a bone morphogenetic protein antagonist,
is associated with vascular calcification in uraemia. Nephrology Dialysis Transplantation,
2009. 24(4): p. 1121-1129.

Jiang, Y., ve ark.,, Trapping of BMP receptors in distinct membrane domains
inhibits their function in pulmonary arterial hypertension. American Journal of

Physiology-Lung Cellular and Molecular Physiology, 2011. 301(2): p. L218-L227.

50



Jin, W., ve ark.,, TrkC binds to the bone morphogenetic protein type Il receptor to
suppress bone morphogenetic protein signaling. Cancer research, 2007. 67(20): p. 9869-
9877.

Kamiya, N., ve ark.,, BMP signaling negatively regulates bone mass through
sclerostin by inhibiting the canonical Wnt pathway. 2008.

Kazama, I., ve ark.,, Podocyte-derived BMP7 is critical for nephron development.
Journal of the American Society of Nephrology, 2008. 19(11): p. 2181-2191.

Kessler, E., ve ark.,, Bone morphogenetic protein-1: the type I procollagen C-
proteinase. Science, 1996. 271(5247): p. 360-362.

Kim, J., ve ark.,, GDF11 controls the timing of progenitor cell competence in
developing retina. Science, 2005. 308(5730): p. 1927-1930.

Kingsley, D.M., ve ark.,, The mouse short ear skeletal morphogenesis locus is
associated with defects in a bone morphogenetic member of the TGFf} superfamily. Cell,
1992. 71(3): p. 399-410.

Kirkbride, K.C., B.N. Ray, and G.C. Blobe, Cell-surface co-receptors: emerging
roles in signaling and human disease. Trends in biochemical sciences, 2005. 30(11): p.
611-621.

Kirkbride, K.C., ve ark.,, Bone morphogenetic proteins signal through the
transforming growth factor [ type III receptor. Journal of Biological Chemistry, 2008.
283(12): p. 7628-7637.

Kirsch, T., J. Nickel, and W. Sebald, BMP-2 antagonists emerge from alterations
in the low-affinity binding epitope for receptor BMPR-II. The EMBO journal, 2000.
19(13): p. 3314.

Kishigami, S. and Y. Mishina, BMP signaling and early embryonic patterning.
Cytokine & growth factor reviews, 2005. 16(3): p. 265-278.

Kobayashi, T., ve ark.,, BMP signaling stimulates cellular differentiation at
multiple steps during cartilage development. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 2005. 102(50): p. 18023-18027.

Kojima I, Mogami H, Kawamura N, Yasuda H, Shibata H: Modulation of growth
of vascular smooth muscle cells by activin-A. Exp Cell Res 1993;206:152-156 9. T

Lagna, G., ve ark., BMP-dependent activation of caspase-9 and caspase-8
mediates apoptosis in pulmonary artery smooth muscle cells. American Journal of

Physiology-Lung Cellular and Molecular Physiology, 2006. 291(5): p. L1059-L1067.

51



Lakatta, E.G. and D. Levy, Arterial and cardiac aging: major shareholders in
cardiovascular disease enterprises: Part I: aging arteries: a “set up” for vascular disease.
Circulation, 2003. 107(1): p. 139- 146.

Lan, Y., ve ark.,, Essential role of endothelial Smad4 in vascular remodeling and
integrity. Molecular and cellular biology, 2007. 27(21): p. 7683-7692.

Larrain, J., ve ark.,, Proteolytic cleavage of Chordin as a switch for the dual
activities of Twisted gastrulation in BMP signaling. 2001.

Lawson, K.A., ve ark.,, Bmp4 is required for the generation of primordial germ
cells in the mouse embryo. Genes & development, 1999. 13(4): p. 424-436.

Lechleider, R.J., ve ark.,, Targeted mutagenesis of Smadl reveals an essential role
in chorioallantoic fusion. Developmental biology, 2001. 240(1): p. 157-167.

Lee, K.J., M. Mendelsohn, and T.M. Jessell, Neuronal patterning by BMPs: a
requirement for GDF7 in the generation of a discrete class of commissural interneurons
in the mouse spinal cord. Genes & development, 1998. 12(21): p. 3394-3407.

Lee, N.Y., ve ark.,, The transforming growth factor-f type III receptor mediates
distinct subcellular trafficking and downstream signaling of activin-like kinase (ALK) 3
and ALK®6 receptors. Molecular biology of the cell, 2009. 20(20): p. 4362-4370.

Lee-Hoeflich, S.T., ve ark.,, Activation of LIMK1 by binding to the BMP receptor,
BMPRII, regulates BMP-dependent dendritogenesis. The EMBO journal, 2004. 23(24):
p. 4792-4801.

Levet, S., ve ark.,, Bone morphogenetic protein 9 (BMP9) controls lymphatic
vessel maturation and valve formation. Blood, The Journal of the American Society of
Hematology, 2013. 122(4): p. 598- 607.

Lewis, K.A., ve ark.,, Betaglycan binds inhibin and can mediate functional
antagonism of activin signalling. Nature, 2000. 404(6776): p. 411-414.

L1, Y., ve ark.,, Bmp4 is required for tracheal formation: a novel mouse model for
tracheal agenesis. Developmental biology, 2008. 322(1): p. 145-155.

Lin, X., ve ark.,, Exosomal Notch3 from high glucose-stimulated endothelial cells
regulates vascular smooth muscle cells calcification/aging. Life sciences, 2019. 232: p.
116582.

Little, S.C. and M.C. Mullins, Bone morphogenetic protein heterodimers assemble
heteromeric type I receptor complexes to pattern the dorsoventral axis. Nature cell

biology, 2009. 11(5): p. 637- 643.

52



Liu, D., ve ark.,, BMPR2 mutations influence phenotype more obviously in male
patients with pulmonary arterial hypertension. Circulation: Cardiovascular Genetics,
2012. 5(5): p. 511-518.

Liu, W.,, ve ark.,, Bmp4 signaling is required for outflow-tract septation and
branchial-arch artery remodeling. Proceedings of the National Academy of Sciences,
2004. 101(13): p. 4489-4494.

Lopez-Casillas, F., ve ark.,, Betaglycan can act as a dual modulator of TGF-beta
access to signaling receptors: mapping of ligand binding and GAG attachment sites. The
Journal of cell biology, 1994. 124(4): p. 557-568.

Lopez-Otin, C., ve ark.,, The hallmarks of aging. Cell, 2013. 153(6): p. 1194-1217.

Lowery, J.W. and M.P. de Caestecker, BMP signaling in vascular development and
disease. Cytokine & growth factor reviews, 2010. 21(4): p. 287-298.

Luo, G., ve ark.,, BMP-7 is an inducer of nephrogenesis, and is also required for
eye development and skeletal patterning. Genes & development, 1995. 9(22): p. 2808-
2820.

Luo, G., ve ark.,, Spontaneous calcification of arteries and cartilage in mice
lacking matrix GLA protein. Nature, 1997. 386(6620): p. 78-81.

Luu, H.H., ve ark.,, Distinct roles of bone morphogenetic proteins in osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells. Journal of Orthopaedic research, 2007. 25(5):
p. 665-677.

Lyden, D., ve ark.,, Id1 and Id3 are required for neurogenesis, angiogenesis and
vascularization of tumour xenografts. Nature, 1999. 401(6754): p. 670-677.

Maatouk, D.M., ve ark.,, In the limb AER Bmp2 and Bmp4 are required for
dorsal-ventral patterning and interdigital cell death but not limb outgrowth.
Developmental biology, 2009. 327(2): p. 516- 523.

Maci as-Silva, M., ve ark.,, Specific activation of Smadl signaling pathways by
the BMP7 type I receptor, ALK2. Journal of Biological Chemistry, 1998. 273(40): p.
25628-25636.

Maciel, T.T., ve ark.,, Gremlin promotes vascular smooth muscle cell proliferation
and migration. Journal of molecular and cellular cardiology, 2008. 44(2): p. 370-379.

Mahmoud, M., ve ark.,, Pathogenesis of arteriovenous malformations in the

absence of endoglin. Circulation research, 2010. 106(8): p. 1425-1433. 56.

53



Maloul, A., ve ark.,, Geometric and material contributions to whole bone structural
behavior in GDF_7-deficient mice. Connective tissue research, 2006. 47(3): p. 157-162.

Masuya, H., ve ark.,, A novel dominant-negative mutation in Gdf5 generated by
ENU mutagenesis impairs joint formation and causes osteoarthritis in mice. Human
molecular genetics, 2007. 16(19): p. 2366-2375.

Mazerbourg, S. and A.J. Hsueh, Genomic analyses facilitate identification of
receptors and signalling pathways for growth differentiation factor 9 and related orphan
bone morphogenetic protein/growth differentiation factor ligands. Human reproduction
update, 2006. 12(4): p. 373- 383.

Mazerbourg, S., ve ark.,, Growth differentiation factor-9 signaling is mediated by
the type I receptor, activin receptor-like kinase 5. Molecular Endocrinology, 2004. 18(3):
p. 653-665.

McPherron, A.C., A.M. Lawler, and S.-J. Lee, Regulation of anterior/posterior
patterning of the axial skeleton by growth/differentiation factor 11. Nature genetics, 1999.
22(3): p. 260-264.

Meerman, M., ve ark.,, Radiation Induces valvular interstitial cell calcific response
in an in vitro model of calcific aortic valve disease. Frontiers in cardiovascular medicine,
2021. 8: p. 687885.

Meyrick, B. and L. Reid, Pulmonary hypertension: anatomic and physiologic
correlates. Clinics in chest medicine, 1983. 4(2): p. 199-217.

Mikic, B., ve ark.,, Accelerated hypertrophic chondrocyte kinetics in GDF-7
deficient murine tibial growth plates. Journal of orthopaedic research, 2008. 26(7): p. 986-
990.

Mikic, B., ve ark.,, Effect of GDF-7 deficiency on tail tendon phenotype in mice.
Journal of Orthopaedic Research, 2008. 26(6): p. 834-839.

Miki¢, B., ve ark.,, Long bone geometry and strength in adult BMP-5 deficient
mice. Bone, 1995. 16(4): p. 445-454.

Mikic, B., K. Rossmeier, and L. Bierwert, Identification of a tendon phenotype in
GDF6 deficient mice. The Anatomical Record: Advances in Integrative Anatomy and
Evolutionary Biology: Advances in Integrative Anatomy and Evolutionary Biology, 2009.
292(3): p. 396-400.

54



Mikic, B., K. Rossmeier, and L. Bierwert, Sexual dimorphism in the effect of
GDF-6 deficiency on murine tendon. Journal of Orthopaedic Research, 2009. 27(12): p.
1603-1611.

Mikic, B., L. Bierwert, and D. Tsou, Achilles tendon characterization in GDF-7
deficient mice. Journal of orthopaedic research, 2006. 24(4): p. 831-841.

Mishina, Y., ve ark.,, Bmpr encodes a type I bone morphogenetic protein receptor
that is essential for gastrulation during mouse embryogenesis. Genes & development,
1995. 9(24): p. 3027-3037.

Mitchell, D., ve ark.,, ALK1-Fc inhibits multiple mediators of angiogenesis and
suppresses tumor growth. Molecular cancer therapeutics, 2010. 9(2): p. 379-388.

Miyazono, K., Y. Kamiya, and M. Morikawa, Bone morphogenetic protein
receptors and signal transduction. Journal of biochemistry, 2010. 147(1): p. 35-51.

Moore, R.K., F. Otsuka, and S. Shimasaki, Molecular basis of bone morphogenetic
protein-15 signaling in granulosa cells. Journal of Biological Chemistry, 2003. 278(1): p.
304-310.

Morgan, R.G., A.J. Donato, and A.E. Walker, Telomere uncapping and vascular
aging. American Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physiology, 2018. 315(1):

Moser, M., ve ark.,, BMPER is a conserved regulator of hematopoietic and
vascular development in zebrafish. Journal of molecular and cellular cardiology, 2007.
43(3): p. 243-253.

Moustakas, A. and C.-H. Heldin, The regulation of TGFf signal transduction.
Development, 2009. 136(22): p. 3699-3714.

Mueller, T.D. and J. Nickel, Promiscuity and specificity in BMP receptor
activation. FEBS letters, 2012. 586(14): p. 1846-1859.

Nickel, J., ve ark.,, Intricacies of BMP receptor assembly. Cytokine & growth
factor reviews, 2009. 20(5-6): p. 367-377.

Nishitoh, H., ve ark.,, Identification of type I and type II serine/threonine kinase
receptors for growth/differentiation factor-5. Journal of biological chemistry, 1996.
271(35): p. 21345-21352.

Obradovic Wagner, D., ve ark.,, BMPs: from bone to body morphogenetic

proteins. 2010, American Association for the Advancement of Science.

55



Oh, S.P., ve ark.,, Activin receptor-like kinase 1 modulates transforming growth
factor-B1 signaling in the regulation of angiogenesis. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 2000. 97(6): p. 2626-2631.

Olovnikov, A.M., Telomeres, telomerase, and aging: origin of the theory.
Experimental gerontology, 1996. 31(4): p. 443-448.

Onichtchouk, D., ve ark.,, Silencing of TGF-f signalling by the pseudoreceptor
BAMBI. Nature, 1999. 401(6752): p. 480-485.

Pajni-Underwood, S., ve ark., BMP signals control limb bud interdigital
programmed cell death by regulating FGF signaling. 2007.

Pardali, E. and P. Ten Dijke, TGFB signaling and cardiovascular diseases.
International journal of biological sciences, 2012. 8(2): p. 195.

Park, C., ve ark.,, Bone morphogenetic protein receptor 1A signaling is
dispensable for hematopoietic development but essential for vessel and atrioventricular
endocardial cushion formation. 2006.

Park, S.O., ve ark., ALKS-and TGFBR2-independent role of ALKI1 in the
pathogenesis of hereditary hemorrhagic telangiectasia type 2. Blood, The Journal of the
American Society of Hematology, 2008. 111(2): p. 633-642.

Paul, B.Y., ve ark.,, Bone morphogenetic protein (BMP) type II receptor deletion
reveals BMP ligand_specific gain of signaling in pulmonary artery smooth muscle cells.
Journal of Biological Chemistry, 2005. 280(26): p. 24443-24450.

Perry, M.J., ve ark.,, Impaired growth plate function in bmp-6 null mice. Bone,
2008. 42(1): p. 216- 225.

Piccolo, S., ve ark.,, Dorsoventral patterning in Xenopus: inhibition of ventral
signals by direct binding of chordin to BMP-4. Cell, 1996. 86(4): p. 589-598.

Piek, E., ve ark.,, Functional antagonism between activin and osteogenic protein-
1 in human embryonal carcinoma cells. Journal of cellular physiology, 1999. 180(2): p.
141-149.

Pregizer, S. and D.P. Mortlock, Control of BMP gene expression by long-range
regulatory elements. Cytokine & growth factor reviews, 2009. 20(5-6): p. 509-515.

Qian, S.-W., ve ark.,, BMP4-mediated brown fat-like changes in white adipose
tissue alter glucose and energy homeostasis. Proceedings of the National Academy of

Sciences, 2013. 110(9): p. E798- E807.

56



Ray, B.N., ve ark.,, ALKS5 phosphorylation of the endoglin cytoplasmic domain
regulates Smad1/5/8 signaling and endothelial cell migration. Carcinogenesis, 2010.
31(3): p. 435-441.

Ren, R., ve ark.,, Gene expression profiles identify a role for cyclooxygenase 2—
dependent prostanoid generation in BMP6-induced angiogenic responses. Blood, 2007.
109(7): p. 2847-2853.

Ricard, N., ve ark.,, Functional analysis of the BMP9 response of ALK 1 mutants
from HHT2 patients: a diagnostic tool for novel ACVRLI mutations. Blood, The Journal
of the American Society of Hematology, 2010. 116(9): p. 1604-1612.

Roos, C.M., ve ark.,, Chronic senolytic treatment alleviates established vasomotor
dysfunction in aged or atherosclerotic mice. Aging cell, 2016. 15(5): p. 973-977.

Rosenzweig, B.L., ve ark.,, Cloning and characterization of a human type II
receptor for bone morphogenetic proteins. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 1995. 92(17): p. 7632- 7636.

Rossman, M.J., ve ark., Integrative Cardiovascular Physiology and
Pathophysiology: Endothelial cell senescence with aging in healthy humans: prevention
by habitual exercise and relation to vascular endothelial function. American Journal of
Physiology-Heart and Circulatory Physiology, 2017. 313(5): p. H890.

Rymut, N., ve ark.,, Resolvin D1 promotes efferocytosis in aging by limiting
senescent cell-induced MerTK cleavage. FASEB journal: official publication of the
Federation of American Societies for Experimental Biology, 2020. 34(1): p. 597.

Saitou, N. and M. Nei, The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Molecular biology and evolution, 1987. 4(4): p. 406-
425.

Samad, T.A., ve ark.,, DRAGON, a bone morphogenetic protein co-receptor.
Journal of Biological Chemistry, 2005. 280(14): p. 14122-14129.

Sammar, M., C. Sieber, and P. Knaus, Biochemical and functional characterization
of the Ror2/BRIb receptor complex. Biochemical and biophysical research
communications, 2009. 381(1): p. 1-6.

Sampath, T.K., ve ark.,, Bovine osteogenic protein is composed of dimers of OP-
1 and BMP-2A, two members of the transforming growth factor-beta superfamily. Journal

of Biological Chemistry, 1990. 265(22): p. 13198-13205.

57



Scharpfenecker, M., ve ark.,, BMP-9 signals via ALK 1 and inhibits bFGF-induced
endothelial cell proliferation and VEGF-stimulated angiogenesis. Journal of cell science,
2007. 120(6): p. 964-972.

Scherner, O., ve ark.,, Endoglin differentially modulates antagonistic transforming
growth factor-f1 and BMP-7 signaling. Journal of biological chemistry, 2007. 282(19):
p. 13934-13943.

Schneyer, A., Repulsive guidance molecule RGMa alters utilization of bone
morphogenetic protein (BMP) Type II receptors by BMP2 and BMP4. 2007.

Schwappacher, R., ve ark.,, Novel crosstalk to BMP signalling: cGMP-dependent
kinase I modulates BMP receptor and Smad activity. The EMBO journal, 2009. 28(11):
p. 1537-1550.

Seemann, P., ve ark.,, Mutations in GDF5 reveal a key residue mediating BMP
inhibition by NOGGIN. PLoS genetics, 2009. 5(11): p. e1000747.

Segklia, A., ve ark.,, Bmp7 regulates the survival, proliferation, and neurogenic
properties of neural progenitor cells during corticogenesis in the mouse. PLoS One, 2012.
7(3): p. €34088.

Selever, J., ve ark.,, Bmp4 in limb bud mesoderm regulates digit pattern by
controlling AER development. Developmental biology, 2004. 276(2): p. 268-279

Settle Jr, S.H., ve ark.,, Multiple joint and skeletal patterning defects caused by
single and double mutations in the mouse Gdf6 and Gdf5 genes. Developmental biology,
2003. 254(1): p. 116-130.

Shi, Y. and J.-P. Liu, Gdf11 facilitates temporal progression of neurogenesis in the
developing spinal cord. Journal of Neuroscience, 2011. 31(3): p. 883-893.

Shu, B., ve ark.,, BMP2, but not BMP4, is crucial for chondrocyte proliferation
and maturation during endochondral bone development. Journal of cell science, 2011.
124(20): p. 3428-3440.

Solloway, M.J., ve ark.,, Mice lacking Bmp6 function. Developmental genetics,
1998. 22(4): p. 321- 339.

Song, Y., ve ark.,, Increased susceptibility to pulmonary hypertension in
heterozygous BMPR2-mutant mice. Circulation, 2005. 112(4): p. 553-562.

Sorescu, G.P., ve ark.,, Bone morphogenic protein 4 produced in endothelial cells

by oscillatory shear stress induces monocyte adhesion by stimulating reactive oxygen

58



species production from a nox1- based NADPH oxidase. Circulation research, 2004.
95(8): p. 773-779.

Srinivasan, S., ve ark.,, A mouse model for hereditary hemorrhagic telangiectasia
(HHT) type 2. Human molecular genetics, 2003. 12(5): p. 473-482.

Statistics, N.C.f.H., Health, United States, 2016, with chartbook on long-term
trends in health. 2017.

Storm, E.E. and D.M. Kingsley, GDFS5 coordinates bone and joint formation
during digit development. Developmental biology, 1999. 209(1): p. 11-27.

Storm, E.E., ve ark.,, Limb alterations in brachypodism mice due to mutations in
a new member of the TGFB-superfamily. Nature, 1994. 368(6472): p. 639-643.

Sugiura, K., Y.-Q. Su, and J.J. Eppig, Does bone morphogenetic protein 6 (BMP6)
affect female fertility in the mouse? Biology of reproduction, 2010. 83(6): p. 997-1004.

Suzuki, N., ve ark.,, Failure of ventral body wall closure in mouse embryos lacking
a procollagen C_proteinase encoded by Bmp1l, a mammalian gene related to Drosophila
tolloid. Development, 1996. 122(11): p. 3587-3595.

Suzuki, Y., ve ark.,, BMP-9 induces proliferation of multiple types of endothelial
cells in vitro and in vivo. Journal of cell science, 2010. 123(10): p. 1684-1692.

Takeda, M., ve ark.,, Characterization of the bone morphogenetic protein (BMP)
system in human pulmonary arterial smooth muscle cells isolated from a sporadic case of
primary pulmonary hypertension: roles of BMP type IB receptor (activin receptor-like
kinase-6) in the mitotic action. Endocrinology, 2004. 145(9): p. 4344-4354.

Tamura, K., ve ark.,, MEGA4: molecular evolutionary genetics analysis (MEGA)
software version 4.0. Molecular biology and evolution, 2007. 24(8): p. 1596-1599.

Tan, H.L., ve ark.,, Nonsynonymous variants in the SMADG6 gene predispose to
congenital cardiovascular malformation. Human mutation, 2012. 33(4): p. 720-727.

Tassabehji, M., ve ark.,, Mutations in GDF6 are associated with vertebral
segmentation defects in Klippel-Feil syndrome. Human mutation, 2008. 29(8): p. 1017-
1027.

Tchkonia, T., ve ark.,, Cellular senescence and the senescent secretory phenotype:
therapeutic opportunities. The Journal of clinical investigation, 2013. 123(3): p. 966-972.

Teekakirikul, P., ve ark.,, Thoracic aortic disease in two patients with juvenile
polyposis syndrome and SMAD4 mutations. American Journal of Medical Genetics Part

A, 2013. 161(1): p. 185-191.

59



Ten Dijke, P., ve ark.,, Identification of type I receptors for osteogenic protein-1
and bone morphogenetic protein-4. Journal of Biological Chemistry, 1994. 269(25): p.
16985-16988.

Tomita, M., ve ark.,, Bmp7 maintains undifferentiated kidney progenitor
population and determines nephron numbers at birth. PloS one, 2013. 8(8): p. €73554.

Tremblay, K.D., N.R. Dunn, and E.J. Robertson, Mouse embryos lacking Smad1
signals display defects in extra-embryonic tissues and germ cell formation. 2001.

Tseng, Y.-H., ve ark.,, New role of bone morphogenetic protein 7 in brown
adipogenesis and energy expenditure. Nature, 2008. 454(7207): p. 1000-1004.

Tsuji, K., ve ark.,, BMP2 activity, although dispensable for bone formation, is
required for the initiation of fracture healing. Nature genetics, 2006. 38(12): p. 1424-
1429.

Tsuji, K., ve ark.,, Conditional deletion of BMP7 from the limb skeleton does not
affect bone formation or fracture repair. Journal of orthopaedic research, 2010. 28(3): p.
384-389.

Umulis, D., M.B. O'Connor, and S.S. Blair, The extracellular regulation of bone
morphogenetic protein signaling. Development, 2009. 136(22): p. 3715-3728.

Urist, M.R., Bone: formation by autoinduction. Science, 1965. 150(3698): p. 893-
899.

Urness, L.D., L.K. Sorensen, and D.Y. Li, Arteriovenous malformations in mice
lacking activin receptor-like kinase-1. Nature genetics, 2000. 26(3): p. 328-331.

Valdimarsdottir, G., ve ark.,, Stimulation of Id1 expression by bone morphogenetic
protein is sufficient and necessary for bone morphogenetic protein—induced activation of
endothelial cells. Circulation, 2002. 106(17): p. 2263-2270.

Venkatesha, S., ve ark.,, Soluble endoglin contributes to the pathogenesis of
preeclampsia. Nature medicine, 2006. 12(6): p. 642-649.

Vitt, U.A., ve ark.,, Bone morphogenetic protein receptor type Il is a receptor for
growth differentiation factor-9. Biology of reproduction, 2002. 67(2): p. 473-480.

West, J., ve ark.,, Mice expressing BMPR2R899X transgene in smooth muscle
develop pulmonary vascular lesions. American Journal of Physiology-Lung Cellular and
Molecular Physiology, 2008. 295(5): p. L744-L755.

Wiater, E. and W. Vale, Inhibin is an antagonist of bone morphogenetic protein

signaling. Journal of Biological Chemistry, 2003. 278(10): p. 7934-7941.

60



Winnier, G., ve ark.,, Bone morphogenetic protein-4 is required for mesoderm
formation and patterning in the mouse. Genes & development, 1995. 9(17): p. 2105-2116.

Wozney, J.M., ve ark.,, Novel regulators of bone formation: molecular clones and
activities. Science, 1988. 242(4885): p. 1528-1534. 20. Hemmati-Brivanlou, A. and G.H.
Thomsen, Ventral mesodermal patterning in Xenopus embryos: expression patterns and
activities of BMP-2 and BMP-4. Developmental genetics, 1995. 17(1): p. 78-89.

Wu, H.-H., ve ark.,, Autoregulation of neurogenesis by GDF11. Neuron, 2003.
37(2): p. 197-207.

Xia, Y., ve ark.,, Hemojuvelin regulates hepcidin expression via a selective subset
of BMP ligands and receptors independently of neogenin. Blood, The Journal of the
American Society of Hematology, 2008. 111(10): p. 5195-5204.

Yamashita, H., ve ark.,, Osteogenic protein-1 binds to activin type II receptors and
induces certain activin-like effects. The Journal of cell biology, 1995. 130(1): p. 217-226.

Yan, C., ve ark.,, Synergistic roles of bone morphogenetic protein 15 and growth
differentiation factor 9 in ovarian function. Molecular endocrinology, 2001. 15(6): p. 854-
866.

Yang, X., ve ark.,, Angiogenesis defects and mesenchymal apoptosis in mice
lacking SMADS. Development, 1999. 126(8): p. 1571-1580.

Yang, X., ve ark.,, Dysfunctional Smad signaling contributes to abnormal smooth
muscle cell proliferation in familial pulmonary arterial hypertension. Circulation
research, 2005. 96(10): p. 1053-1063.

Yao, Y., ve ark.,, Matrix GLA protein, an inhibitory morphogen in pulmonary
vascular development. Journal of biological chemistry, 2007. 282(41): p. 30131-30142.

Yasmin, N., ve ark.,, Identification of bone morphogenetic protein 7 (BMP7) as an
instructive factor for human epidermal Langerhans cell differentiation. Journal of
Experimental Medicine, 2013. 210(12): p. 2597-2610.

Ying, Y., ve ark.,, Requirement of Bmp8b for the generation of primordial germ
cells in the mouse. Molecular endocrinology, 2000. 14(7): p. 1053-1063.

Yoon, B.S., ve ark.,, Bmprla and Bmprlb have overlapping functions and are
essential for chondrogenesis in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences,
2005. 102(14): p. 5062- 5067.

Yoon, B.S., ve ark.,, BMPs regulate multiple aspects of growth-plate
chondrogenesis through opposing actions on FGF pathways. 2006.

61



Yoshimatsu, Y., ve ark.,, Bone morphogenetic protein-9 inhibits lymphatic vessel
formation via activin receptor-like kinase 1 during development and cancer progression.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2013. 110(47): p. 18940-18945.

Zaidi, S.H., ve ark.,, Growth differentiation factor 5 regulates cardiac repair after
myocardial infarction. Journal of the American College of Cardiology, 2010. 55(2): p.
135-143.

Zhao, G.Q., Consequences of knocking out BMP signaling in the mouse. genesis,
2003. 35(1): p. 43- 56.

Zhao, G.-Q., ve ark.,, The gene encoding bone morphogenetic protein 8B is
required for the initiation and maintenance of spermatogenesis in the mouse. Genes &
development, 1996. 10(13): p. 1657- 1669.

Zhao, G.-Q., L. Liaw, and B.L. Hogan, Bone morphogenetic protein 8A plays a
role in the maintenance of spermatogenesis and the integrity of the epididymis.
Development, 1998. 125(6): p. 1103-1112.

Zhou, J., ve ark.,, AQP5 regulates the proliferation and differentiation of epidermal
stem cells in skin aging. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 2020. 53:
p. €10009.

Zimmerman, L.B., JM. De Jesus-Escobar, and R.M. Harland, The Spemann
organizer signal noggin binds and inactivates bone morphogenetic protein 4. Cell, 1996.

86(4): p. 599-606.

62



EK-1:
EK-2:
EK-3:
EK-4:

EKLER

Kurum Izni Onay1
Etik Kurul Onay1
Intihal Raporu
Ozgegmis

63



EK -1 : KURUM iZNi ONAYI

iNSAN ARASTIRMALARI ETIK KURULU BASKANLIGINA

Tanh :09.05.2024

FARID MAMMADLI isimli arastimaciun “Damer Yaglanmas) ve Hazannda BMP2
(Bone Morphogenetic Protein 2) Geninin Katkisimn Transkapsivon Asamasinda
Arastinlmas™ adh calismasum  Istinye Universitesi'de da arastirmaya dahil edilecek

kigilere uygulanmas uygundur,

Kurum vetkililerine ait kase ve imzalar

64



EK-2: ETIK KURUL ONAYI

s  es | ISTINYE
ISU | UntversiTes
T 8 TANBWUL
T.C.
isTiNVE UNIVERSITES]

INSAN ARASTIRMALARI ETIK KURULU

Arastirmanmn Bash@: Damar Yaslanmas: ve hasannda BMP2 geninin katkismin
transkripsivon agamasinda aragtinlmas:

Proje Damsmane: Prof. Dr. Veysel Sabri Hanger

Sorumlu Arastirmact: Fand Mammadh

Yardime: Arastirmacs: -

Toplant: Tarihi: | 31.05.2024 | Toplann Sayise: | 202404 E:“““" 24-91
SONUG

[ Uygun

[ Diizeltme gereklidir:

[ Girevsizdin, Gerekge, Goriig, Tavsive ve Apklamalar:

Bagvuruda bulundugunuz basvuru dosvasi we ilgili belgeleri Istinye Universitesi Insan
Aragtrmalan Etik Kurulu tarafindan amgtirmanm gerekge, amag, vaklagim ve yontemleri dikkate
almarak incelenmigti

65



2@ 21 W24 49

EK-3: INTIHAL RAPORU

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLART  YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

www.ncbi.nim.nih.gov

Internet Kaynagi

%] 1

hdl.handle.net

Internet Kaynad

%3

J

L

Rosen, V.. "BMP2 signaling in bone
development and repair", Cytokine and
Growth Factor Reviews, 200910/12

Yayin

i

Submitted to University of Kufa
Ogrenci Odevi

%

Nadia R. Sutton, Rajeev Malhotra, Cynthia St.

Hilaire, Elena Aikawa et al. "Molecular
Mechanisms of Vascular Health: Insights
From Vascular Aging and Calcification”,
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular
Biology, 2023

Yayin

%

www.karger.com

Internet Kaynadi

66

%



EK-6: OZGECMIS
Adi soyadi: FARID MAMMADLI
Yabanci dil bilgisi: Ingilizce, Rusca
Telefon No:
Mail Adresi:
Dogum tarihi ve yeri.

Egitimi: Bakii Devlet Universitesi (Lisans) — Biyoloji

67


mailto:memmedli.ferid.97@gmail.com

