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Sazetak
Proteomska analiza bioloskih tekucina pacijenata s progresivnom osificiraju¢om

fibrodisplazijom i pacijenata s kostanim prijelomima
Stela Hrkac

Uvod: Progresivna osificiraju¢a fibrodisplazija (FOP) rijetka je genetska bolest koju
karakteriziraju skeletalne malformacije i epizode egzacerbacije (engl. flare-ups) koje uzrokoju
progresivnu heterotopnu osifikaciju (HO) misic¢a i vezivnog tkiva. Kostani prijelom je prekid
kontinuiteta strukture kosti, nakon kojeg slijedi slozeni proces kostanog cijeljenja u koji su
ukljuceni brojni bioloski procesi. Proteomska analiza bioloskih tekuc¢ina pacijenata s FOP-om
I kosStanim prijelomima omogucuje njihovu usporedbu i potencijalno bolje razumijevanje

bioloskih procesa uklju¢enih u HO 1 fizioloSko koStano cijeljenje.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati citokine iz krvne plazme i proteine izolirane iz
ekstracelularnih vezikula (EV) kako bi se usporedila relativna ekspresija citokina i funkcija
proteina iz EV-a koji su ukljuceni u fizioloSko kostano cijeljenje (poslije prijeloma) i patolosku
HO u FOP-u.

Ispitanici i metode: U istrazivanje su ukljuceni: ispitanici s FOP-om (N=3), s prijelomom
duge kosti (N=20) i kontrolna skupina zdravih ispitanika (N=10). Krvni uzorci vadeni su u
FOP i kontrolnoj skupini u jednoj vremenskoj tocki, dok su ispitanicima s prijelomom vadeni
u dvije vremenske toc¢ke — prva vremenska tocka bila je izmedu 1.1 6., a druga izmedu 7.1 21.
dana poslije prijeloma. Analizirana je relativna ekspresija 23 citokina plazme koristec¢i panel
protutijela na ljudske citokine te su rezultati prikazani kao faktor promjene (engl. fold change)
u usporedbi s kontrolnom skupinom. EV iz plazme izolirane su ultracentrifugiranjem i
analizirane  tekuc¢inskom  kromatografijom-spektrometrijom  masa  (engl.  liquid

chromatography-mass spectrometry, LC-MS) te bioinformati¢kom analizom.

Rezultati: Uocena je izrazena razlika u relativnoj ekspresiji citokina izmedu analiziranih
skupina. Rezultati FOP pacijenta s flare-up-om pokazuju zamjetan porast relativne ekspresije
21 citokina, dok su relativne ekspresije IL-3 i IL-8 povisene kod svih FOP ispitanika. Citokini
MCP-1 i RANTES pokazuju najveéi porast u svim ispitivanim skupinama. Analiza EV proteina
iz skupine s koStanim prijelomom pokazuje najveci relativni udio proteina ukljucenih u
bioloske procese i signalne puteve (BMP, TGF-, Wnt, VEGF, PDGF, IGF-1 i citokinima
posredovani putevi) koji su vazni za kostano remodeliranje i cijeljenje, u usporedbi s ostalim

skupinama.



Zakljucak: Nadene su izrazene razlike u ekspresiji citokina izmedu FOP pacijenata (s flare-
up-om i bez) i pacijenata s kosStanim prijelomom, kao i funkcionalne razlike EV proteina
izmedu ispitivanih skupina. Proteinski sadrzaj EV izoliranih od ispitanika s FOP-om ne
pokazuje odstupanja od ostalih skupina koja bi upuéivala na njihovu vaznost u patofizologiji
FOP-a. Istrazivanja poput ovog omogucéuju bolje razumijevanje patofiziologije FOP-a i
kostanog remodeliranja koje je klju¢no za razvoj novih terapijskih opcija za ovu izrazito tesku

bolest.

Kljucéne rijeci: ekstracelularne vezikule, citokini, FOP, cijeljenje koStanog prijeloma



Summary
Proteomic analysis of biological fluids of fibrodysplasia ossificans progressiva patients and
patients with bone fractures

Stela Hrkag¢

Introduction: Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a rare genetic disease which is
characterized by skeletal malformations and episodic disease flare-ups which cause progressive
heterotopic ossification (HO) of skeletal muscles and connective tissue. A bone fracture is a
brake in the continuity of bone structure, which is followed by the compex process of bone
healing, which involves numerous biological processes. Proteomic analysis of biological fluids
from patients with FOP and bone fractures enables their comparison and a possible better
understanding of biological processes involved in HO and physiological bone healing.

Aim: The aim of this study was to analyse plasma derived cytokines and proteins isolated from
extracellular vesicles (EVSs) in order to compare cytokine expression and functions of EV
proteins which are involved in physiological bone healing (after fracture) and pathologic HO
in FOP.

Participants and methods: The study included participants with FOP (N=3), patients with
long bone fractures (N=20) and a healthy control group (N=10). Plasma samples used were
obtained from FOP patients and healthy participants at a single timepoint and at two timepoints
in participants with bone fractures — the first timepoint was from day 1 to day 6 and the second
was from day 7 do day 21 after fracture occurrence. Relative expression of 23 plasma cytokines
was analysed using a human cytokine antibody array and results were expressed as fold
changes compared to the control group. Plasma EVs where isolated by ultracentrifugation and
their protein content was analysed using liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)

and bioinformatics.

Results: There was a marked difference in relative cytokine expression between the studied
groups. The FOP patient with a flare-up showed marked increase in 21 cytokines, whereas a
change of IL-3 and IL-8 was observed in all FOP patients. Cytokines MCP-1 and RANTES
show the biggest fold change in all studied groups. EV proteins from the fracture group showed
the biggest relative ratio of proteins involved in biological processes and signaling pathways
(BMP, TGF-B, Wnt, VEGF, PDGF, IGF-1 and cytokine mediated pathways) important for

bone remodeling and healing compared to the other groups.



Conclusion: There are marked differences in cytokine expression between FOP patients (with
and without flare-ups) and patients with bone fractures, as well as functional differences of EV
proteins between the fracture and control group. The EV protein content of FOP patients did
not show differences from the other groups which would indicate their importance in FOP
pathophysiology. Studies like this grant further insight into FOP pathophysiology and bone
remodeling which are needed to develop treatment options for this debilitating disease.

Key-words: extracellular vesicles, cytokines, FOP, fracture healing



1. Uvod

Progresivna osificiraju¢a fibrodisplazija (lat. fibrodysplasia ossificans progressiva,
FOP) predstavlja izuzetno tesku i rijetku bolest za koju ne postoji specificna i ucinkovita
terapija (1). Metode proteomskih istrazivanja omogucuju otkrivanje i usporedbu specifi¢nih
proteinskih profila bolesti, ukljucujuéi i istrazivanje citokina i ekstracelularnih vezikula (engl.
extracellular vesicles, EVs) koji predstavljaju vazne komponente medustanic¢ne signalizacije i
imaju znacajne uloge u koStanom metabolizmu i procesu kostanog cijeljenja (2-6). U literaturi
se nalaze podatci o potencijalnom znacaju citokina u nastanku i progresiji heterotopnih
osifikacija (HO) u bolesti FOP, ali se ne nalazi niti jedno istrazivanje koje obuhvaca
proteomsku analizu i1 usporedbu krvne plazme pacijenata s kostanim prijelomom (fizioloski
proces okosStavanja) s plazmom pacijenata s FOP-om (patolosko okostavanje) (7). Da bi se
ucinio korak naprijed k otkrivanju potencijalnih terapijskih pristupa potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se u potpunosti razjasnili sloZzeni patofizioloski mehanizmi FOP-a te

njegove sli¢nosti i razlike s fizioloSkim procesom okostavanja.

1.1. KoStani prijelomi i cijeljenje kosti

Kostani prijelom je prekid strukturnog kontinuiteta kosti s odredenim stupnjem ozljede
pripadajuc¢ih mekotkivnih struktura. Nakon prijeloma slijedi proces primarnog ili sekundarnog
kostanog cijeljenja. Sekundarno kostano cijeljenje je proces koji se moze podijeliti na Cetiri
djelomi¢no preklapajuce faze: a) faza hematoma (faza wupale), b) formiranje
fibrokartilaginoznog (mekog) kalusa, c) stvaranje koStanog (tvrdog) kalusa i d) kostana
pregradnja (engl. bone remodeling) (8-11).
Hematom na mjestu prijeloma nastaje ozljedom krvnih zila na mjestu ozljede koje opskrbljuju
kost i periost, nakon ¢ega se hematom zgruSava i stvara privremeni okvir za cijeljenje (12). Uz
stvaranje hematoma, zbog ozljede dolazi i do aktivacije urodene imunosti 1 izlu¢ivanja
proupanih citokina kao $to je TNF-a i interleukini (IL-1, IL-6, IL-11, IL-23) te koStanih
morfogentetskih proteina (engl. bone morphogenetic proteins, BMPs) (13,14). Izlugeni citokini
na mjesto ozljede privla¢e makrofage, monocite i limfocite koji sudjeluju u kostanom cijeljenju
tako S$to uklanjaju nekroti¢no tkivo i luce faktore rasta kao $to su vakularni endotelni faktor
rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) koji stimuliraju daljnji proces cijeljenja
(14). Faza hematoma traje prvih nekoliko dana nakon prijeloma. Faza formiranja
fibrokartilaginoznog kalusa nastavlja se na fazu hematoma tako Sto izlu¢eni VEGF dovodi do

angiogeneze te unutar krvnog ugruska dolazi do stvaranja granulacijskog tkiva bogatog



fibrinom (11). Izlu¢ene molekule BMP-a uzrokuju diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih
stanica u stanice fibroblasta, hondroblasta i osteoblasta, $to uzrokuje stvaranje hrskaviénog
tkiva (hondrogenezu) i posljedi¢no nastanak fibrokartilaginoznog tkiva bogatog hijalinom (15).
Istovremeno osteoprogenitorske stanice u podruc¢ju periosta stvaraju sloj primarnog kostanog
tkiva. Fibrokartilaginozni kalus se postupno pocinje resorbirati i kalcificirati, odnosno po¢inje
enhondralno okostavati. Unutar novonastalog tkiva dolazi do daljnje diferencijacije stanica u
hondroblaste, hondroklaste, osteoblaste i ostetoklaste te doalzi do daljnjeg stvaranja primarnog
kostanog tkiva (16). U tom razdbolju izraZeno je luéenje faktora rasta kao $to su BMP i TGF-
B molekule (17). Faza kostane pregradnje pocinje otprilike tri do Cetiri tjedna nakon prijeloma
i time se djelomi¢no preklapa s prethodnom fazom (10). Kostana pregradnja (engl. bone
remodeling) podrazumijeva kontinuiranu migraciju osteoblasta i osteoklasta na mjesto ozljede
1 stvaranja ravnoteze izmedu koStane izgradnje, za koju su zaduzeni osteoblasti 1 koStane
razgradnje koju vrse osteoklasti (11). Tijekom ove faze dolazi do pretvaranja sredi$njeg dijela
kalusa u kompaktnu kost, dok rubne dijelove kalusa zamjenjuje lamelarna kost (16).
Resorpcijom mineraliziranog hrskavi¢nog tkiva, kao i stvaranjem primarnog koStanog tkiva
uvelike upravljaju faktor koji stimulira koloniju makrofaga (engl. macrophage colony-
stimulating factor, M-CSF), receptor aktivator nuklearnog faktora kapa B ligand (RANKL),
TNF-a i osteoprotegerin (OPG). Proces kostane pregradnje traje mjesecima (ili ¢ak godinama)

i u konacnici zavrSsava ponovnim uspostavljanjem normalne kostane strukture (16).

1.2. Progresivna osificirajuéa fibrodisplazija

Progresivna osificiraju¢a fibrodisplazija (lat. fibrodysplasia ossificans progressiva,
FOP), iznimno je rijetka 1 teSka genetska bolest obiljeZzena progresivnim heterotopnim
okostavanjem (HO). Prvi put je opisana prije vise od 250 godina i od tada predstavlja jedan od
najvecih misterija medicine. Izuzetno je rijetka i pogada populaciju s u€estalos¢u od 1: 2 000
000. Glavna klinicka obiljezja ove bolesti su progresivno heterotopno okoStavanje vezivnog
tkiva i skeletalne malformacije (18). Pacijenti s FOP-om imaju karakteristiéne skeletalne
malformacije koje mogu biti uocljive ve¢ od rodenja i ranog djetinjstva. NajlakSe uocljiva
malformacija je deformacija noZnog palca koji je atipi¢no kratak i ima deformaciju u obliku
haluksa valgusa (lat. hallux valgus). Takoder se mogu naéi uvecani dorzalni dijelovi
cervikalnih kraljezaka, kratak palac na ruci zbog male prve metatarzalne kosti, kratak i Sirok
vrat bedrene Kkosti i proksimalni osteohondromi goljeni¢ne kosti (1). Tijek bolesti
karakteriziran je vremenski odijeljenim periodima aktivacije i egzacerbacije bolesti (engl.

flare-ups) koji se javljaju ve¢ od prvog desetljeca zivota. Tijekom perioda aktivacije bolesti



dolazi do nastanka bolnih oteklina mekog tkiva koje pokazuju klasi¢ne znakove upale i dogada
se transformacija vezivnih tkiva (kao Sto su aponeuroze, fascije, ligamenti, tetive, skeletni
misi¢i) u kost (18,19). Heterotopi¢na kost u FOP-u nastaje mehanizmom enhondralnog
okostavanja te dovodi do progresivne nepokretnosti i invaliditeta pacijenata. Histopatoloski,
rezultat HO-a je zrela lamelarna kost koja nastaje inflitracijom vezivnog tkiva T i B
limfocitima, mastocitima i mononuklearnim stanicama, $to su obiljeZja prve, upalne faze,
nakon koje slijedi fibroproliferativna reakcija s angiogenezom i neovaskularizacijom. Zatim
dolazi do avaskularne kondenzacije u hrskavicu te ponovne faze revaskularizacije i
osteogeneze (20,21).

Mala tkivna trauma, kao $to su intramuskularne injekcije, zamor mis$ica, blagi udarci,
padovi i virusne bolesti mogu pokrenuti aktivaciju bolesti pretvaranje zahvacenog tkiva u kost
(18,22,23). Nepokretnost pacijenata je progresivna i kumulativna te je vec¢ina pacijenata s FOP
ve¢ u treCem desetljecu Zivota primorana koristiti invalidska kolica te im je potrebna doZivotna
pomo¢ za svakodnevne aktivnosti (18). Srednja dob prezivljenja je 45 godina, a smrt Cesto
nastupa kao posljedica torakalne insuficijence nastale zbog okoStavanja interkostalnih i
paravertebralnih miSica, ankiloze kostovertebralnih zglobova te progresivnog deformiteta
kraljeznice (24). Unato¢ brojnim istrazivanjima, jo§ uvijek ne postoji specificna i definitivna
terapija za ovu tesku bolest (1).

Veliki napredak u istrazivanju i razumijevanju ove teske bolesti bilo je otkric¢e kljucne
genske mutacije. Dokazano je da je u gotovo svih pacijenata s klasi¢nom klini¢kom slikom
FOP-a prisutna aktiviraju¢a mutacija gena za receptor tipa | za aktivin A (AVCR1), poznat i
kao kinaza 2 nalik aktivinu (ALK2). ACVRI1 je receptor za koStani morfogenetski protein BMP
tipa 1, koji pripada superobitelji transformiraju¢eg Cimbenika rasta beta (TGF-B). BMP
molekule induciraju HO u skeletnim misi¢ima in vivo i iniciraju diferencijaciju mioblasta u
osteoblaste, a navedena mutacija izaziva pojaan ucinak receptora §to izaziva pojacanu
stani¢nu signalnu kaskadu BMP-a koja je vazna za okoStavanje tkiva (1,25). U patofiziologiji
HO-a izrazito je vazna upala, odnosno kompleksna uloga imunoloskog sustava. Istrazivanja su
pokazala da u nastanku i progresiji HO-a vaznu ulogu imaju prirodena i ste¢ena imunost te
upalni citokini (7). Brojni citokini su implicirani kao potencijalno vazni za patogenezu HO-3,
primjerice faktor tumorske nekroze alfa (TNF-a)), monocitni kemoatratantni protein 1 (MCP-
1) te interleukini 1 beta, 3, 5, 6, 711 8 (IL-1B, IL-3, IL-5 i IL-6, IL-7, IL-8) (25-27). Malobrojna
su istrazivanja proucavala razine citokina specifi¢ne za FOP te rezultati ukazuju na to da su u
pacijenata s FOP-om tijekom aktivacije bolesti (engl. flare-up) povisene razine odredenih
citokina koji bi mogli imati klju¢ne uloge u njihovoj inicijaciji i progresiji (28-30).
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1.3.Citokini

Citokini su raznolika kategorija malih proteina (~6-32 kDa) koja ukljucuje
interleukine, limfokine, kemokine te ¢imbenike rasta, angiogeneze i fibrogeneze. Temeljna
zadaca im je ostvarivanje kemijskih komunikacija medu stanicama (8). Prema strukturnim i
funkcijskim svojstvima te njihovim receptorima, citokini se razvrstavaju u osam skupina:
hematopoetini, interferoni, skupina faktora tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor
alpha, TNF-a), interleukin 1 (IL-1) skupina, a (CXC)-kemokinska skupina, p (CC)-
kemokinska skupina, skupina faktora rasta podrijetlom iz trombocita (engl. platelet-derived
growth factor, PDGF) te skupina transformirajuceg faktora rasta beta (engl. transforming
growth factor beta, TGF-B). Uz nacelne razlike, pokazuju sli¢nost sustavu endokrinih peptidnih
hormona te djeluju preko pripadnih membranskih receptora i tako ostvaruju lokalne i
dalekometne ucinke (8). Citokinsko luéenje nije konstitutivno, ve¢ ga pokrecu brojni podrazaji
i nokse, kao $to su hipoksija i nekroza tkiva, mehanic¢ka trauma, imunosni i autoinflamatorni
procesi, tumorske bolesti, ijatrogeni uzroci i drugi (8). Gotovo sve stanice s jezgrom imaju
sposobnost njihove sinteze 1 izlu€ivanja, medutim dominatno ih prozivode pomagacki limfociti
T i makrofagi (31). Citokini mogu djelovati na stanice koje su ih izluéile (autokrino djelovanje),
na stanice u blizini (parakrino djelovanje) i na udaljene stanice (endokrino djelovanje) te mogu
djelovati stimulacijski i inhibicijski (31). Uloge citokina su brojne: regulatori su
regeneracijskih, reparacijskih i cjelidbenih procesa, odgovora na infekciju, imunih odgovora i
upale (8).

Njihov doprinos etiopatogenezi raznih stanja i bolesti karakteriziran je svojstavima
citokinskog odgovora: pleotropnost (pojedini citokin ima viSe vrsta ciljnih stanica i u¢inaka),
redundantnost (viSe citokina ima istu funkciju), visoka potentnost te kaskadno, mrezno i krizno
djelovanje (8). Po funkciji mozemo ih podijeliti i na skupinu citokina koji poti¢u upalu -
proupalni (proinflamatorni) te protuupalni (antiinflamatorni) citokini koji smanjuju upalni
odgovor i promoviraju cijeljenje (32). S obzirom na mogu¢u dihotomnu ulogu nekih citokina,
podjela na pro- i protuupalne temelji se na tome aktiviraju li, ili suprimiraju gene vazne za
sintezu proupalnih molekula kao $to su fosfolipaza A2 tip 2 (PLA2), ciklooksigenaza 2 (COX-
2) i inducibilna sintetaza duSi¢nog oksida (iNOS). Medu najvaZnije proupalne citokine spadaju
interleukini 1, 6, 8, 12, 18 (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 i IL-18) i TNF, a u protuupalne spadaju
interleukini 4, 10, 11, 13 (IL-4, IL-10, IL-11, IL-13), TGFp te antagonist receptora za IL-1 (32—
34). Citokini su vazni u patogenezi mnogih bolesti te vise od 130 citokina ima stanovitu

etiopatogenetsku ulogu u medicini (8). Posebno su vazni u mehanizmima upalnog osStecenja



tkiva u bolestima kao S$to su reumatodni artritis, multipla skleroza, upalna bolest crijeva i

psorijaza (34).

1.4. Ekstracelularne vezikule

Vanstani¢ni prostor viSestani¢nih organizama osim raznih metabolita, iona, proteina i
polisaharida, sadrzi i mnoStvo vezikula omedenih membranom, koje se nazivaju
ekstracelularne (ili vanstani¢ne) vezikule (engl. extracellular vesicles, EV/EVs) (35). Sekrecija
EV-a prisutna je u svim oblicima organizama, od prokariota do eukariota, te u brojnim vrstama
tumorskih i ne-tumorskih stanica. Nadeni su u vise bioloskih tekuéina kao $to su krvna plazma,
slina, amnionska i cerebrospinalna teku¢ina (36). U skupinu EV-a spadaju egzosomi,
mirkovezikule (engl. microvesicles) i apoptotska tijela (35). Vrste EV-a se razlikuju po veli¢ini
i mehanizmu nastanka, pri ¢emu su egzosomi najmanji i imaju promjer 50-100 nm,
mikrovezikule su promjera 100-1000 nm, a najveca su apoptotska tijela promjera 1000-5000
nm, iako u literaturi postoje razliite definicije to¢nih raspona veli¢ine po skupinama (37).
Ekstracelularne vezikule mogu nastati razli¢itim mehanizmima koji su specifi¢ni za pojedinu
skupinu EV-a: egzosomi nastaju egzocitozom multivezikularnih tjeleSaca, mikrovezikule
pupanjem stani¢ne membrane, a apoptotska tijela nastaju otpustanjem bleb-ova iz stanica
tijekom apoptoze (35).

EV dugo su smatrane intertnim stani¢nim debris-om (otpadom), medutim istraZivanja
su pokazala da EV predstavljaju vazan nadin medustanicne komunikacije. Membranozna
struktura EV-a omoguéuje im transport molekula vezanih za njihovu membranu i raznih
bioloski aktivnih molekula unutar njihovog citosola, kao $to su membranski receptori, proteini,
mRNK, mikro RNK te organele (38). EV medu stanicama mogu transportirati komponente
specifi¢nih stani¢nih puteva, ukljuujuéi i proteinaze, citokine te faktore rasta. Glavni
mehanizmi interackije EV-a sa stanicama ukljucuju povrSinske molekule (koje ulaze u
interakciju s ciljnim stanicama i aktiviraju ih putem receptora), fuziju EV s ciljnim stanicama
te otpustanje sadrzaja EV-a (engl. cargo releasing) (6). Molekularni transport putem EV-a
moZze utjecati na koordinaciju stani¢nih reakcija, kontrolu genske ekspresije 1 proteomskog
profila ciljne stanice, promjenu maturacije i diferencijacije stanica te aktivaciju molekularnih
puteva (6).

Zbog svog raznolikog sadrzaja i uloge u medustani¢noj komunikaciji, EV su postali
predmetom brojnih biomedicinskih istrazivanja, ukljucujuci i proteomska (39). Analiza EV-a
predstavlja izazov zbog nedovoljno razvijenih metoda njihove medusobne diferencijacije na

egzosome, mikrovezikule i apoptotska tijela pri izolaciji (4). Za egzosome i mikrovezikule



standardnom metodom izolacije smatra se ultracentrifugiranje, dok za apoptotska tijela jo$
nema univerzalne mezode izolacije (35). Predmetom proteomskih istrazivanja EV-a je
prvenstveno njihov proteinski sadrzaj, koji se iz vezikula moze ekstrahirati na vise nacina, kao
Sto su liza EV puferima ili soniciranje. Izolirani se proteini zatim liziraju i prociséuju te
analiziraju spektrometrijom masa (36,40). EV odrazavaju fiziolosko stanje stanice ili
organizma njihovog podrijetla $to ih ¢ini veoma zanimljivim za biomedicinska istrazivanja, a
MS analiza proteinskog sadrzaja EV-a mogla bi dovesti do otkri¢a biomarkera bolesti (36).
Istrazivanja su pokazala da EV pruzaju perspektivu u istrazivanjima malignih tumora,
neuroloskih, kardiometabolickih, infektivnih, autoimunih i drugih bolesti (41-43). EV su se
takoder pokazali kao izrazito vazni za koStani metabolizam 1 cijeljenje prijeloma jer se luce iz
stanica ukljucenih u kostano cijeljenje, kao Sto su osteoblasti, osteoklasti, endotelne stanice i
mezenhimalne mati¢ne stanice, koje medusobno komuniciraju, promoviraju i induciraju

procese kljuéne za kostano cijeljenje (6,44).



1.5. Proteomska analiza

1.5.1. Proteomika

Proteomika je grana biomedicinske znanosti koja se definira kao sustavno proucavanje
strukture i uloge proteoma, ukljucujuéi i varijacije u zdravih i bolesnih. Proteom je skup svih
proteina u organizmu, a cilj proteomike jest odrediti cjelokupni komplement proteina koje
proizvodi stanica, tkivo ili organizam pri razli¢itim uvjetima (2,45). U pojedinim se stani¢nim
vrstama tijekom rasta 1 diferencijacije 1 kao odaziv na vanjske poticaje sintetiziraju razliCiti
proteini, a buduci da ljudsko tijelo sadrzava na tisuce vrsta stanica, od kojih svaka sadrzava na
tisuCe proteina, proteom pruza izvanredne mogucnosti za biomedicinska istrazivanja (45).
Proteomika nadopunjuje ostale “omike” (engl. -omics), kao §to su genomika i transkriptomika,
kako bi se prosirilo znanje o identifikaciji, strukturi i funkciji odredenih proteina. Proteomska
istrazivanja nalaze Siroku ulogu u biomedicini, tako $to se mogu koristiti za detekciju
dijagnostickih markera, kandidata za proizvodnju cjepiva, razumijevanje mehanizama
patogenosti i interpretaciju funkcionalnih proteinskih signalnih puteva u razli¢itim bolestima
(2). S obzirom na to da su proteini efektori bioloskih funkcija i da njihove razine ne ovise samo
o odgovaraju¢im razinama glasnicke RNK (mMRNK), ve¢ i o translaciji, proteomika se moze

smatrati najrelevantnijim skupom podataka za karakterizaciju bioloskog sustava (46).
1.5.2. Metode proteomske analize

Da bi se mogla precizno ispitivati fizikalna i funkcionalna svojstva proteina, potrebni
su proteini 1 peptidi visoke Cistoce. Izolacija odredenog proteina veliki je izazov i moZze biti
potrebno viSe uzastopnih tehnika procis¢avanja (purifikacije) (45). Konvencionalne tehnike
purifikacije proteina se temelje na kromatografiji, kao §to su kromatografija na ionskom
izmjenjivacu, afinitetna kromatografija, kromatografija isklju¢enjem prema veli¢ini Cestica te
te reverzno-fazna tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance
liquid chromatography, HPLC) (2,45).

Za analizu manjeg broja pojedina¢nih proteina, mogu se koristiti konvencionalne
metode kao S§to su enzimska imunokemijska analiza (engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, ELISA) ili Western blot (47,48). Za razdvajanje slozenih proteinskih uzoraka mogu se
koristiti tehnike elektroforeze, a najcescée koristena je metoda poliakrilamidne gel-elektroforeze
S natrijevim dodecil sulfatom (engl. sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) (45,49). U sloZenije metode proteomske

analize se takoder ubrajaju upotreba proteinskih microarray-a, Edmanovog sekvencioniranja i



spektrometrije masa (engl. mass spectrometry, MS) (50-52). Razvojem sve naprednijih
tehnologija s moguc¢noséu kompleksne analize velikog broja proteina, stvara se velika koli¢ina
proteomskih informacija, zbog Cega bioinformatika u proteomici ima izrazitu vaznost.
Stvorene su bionformaticke baze podataka (kao §to je UniProt) koje omogucéuju pohranu velike
koli¢ine podataka i olaksavaju analizu istih (53). Razli¢iti bioinformaticki programi koriste se
za analizu proteinskih motiva i domena, predvidanje 3D strukture, analize podataka dobivene
MS-om i sli¢no (2).

U proteomskim istrazivanjima postoji viSe pristupa analizi strukture proteina, od kojih
je mozda najraSireniji “bottom-up” pristup koji podrazumijeva karakterizaciju proteina
analizom peptida dobivenih iz proteina putem proteolize. Kada se “bottom-up ” pristup koristi
na mjeSavini proteina, taj pristup se naziva “shotgun” proteomika, jer postupak nalikuje na
pucanj iz satmarice (engl. shotgun), pri kojem nastaju brojni manji fragmenti iz jednog vecéeg
(54,55). Shotgun proteomika omogucuje indirektnu analizu proteina putem peptida koji su
nastali proteolitiCkom digestijom proteina i podvrgnuti analizi tekué¢inskom kromatografijom i
spektrometrijom masa (engl. liquid chromatography—mass spectrometry, LC-MS) (56).
Standardni “bottom-up” eksperiment ukljucuje: ekstrakciju proteina iz uzorka, frakcioniranje
kako bi se uklonili kontaminanti i proteini koji nisu od interesa, digestija proteina, separacija
mjesavine peptida radi homogenizacije te analiza pomo¢u MS-a (57). Identifikacija proteina je
omogucena pridruzivanjem peptidnih sekvenci pripadajuéim proteinima pomocu
bioinformaticke analize. Osim “bottom-up” pristupa, postoje i “top-down” metoda koja
analizira intaktne proteine te hibridna “middle-down” strategija koja analizira vece peptide
nastale ograni¢enom proteinskom digestijom. U usporedbi s shotgun pristupom, koji se moze
univerzalno primijeniti za analizu proteina, “top-down” metoda ima odredena ogranicenja, iako

ima prednost u analizi posttranslacijskih modifikacija i proteinskih izoformi (54).
1.5.3. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa jedna je od srediSnjih metoda analize u proteomici i predstavlja
osnovnu metodu za odredivanje slijeda u proteinima i1 peptidima. Omogucuje razlikovanje
molekula na temelju njihove mase i moze odrediti male fizikalne promjene u proteinima koje
su nastale tijekom Zivotnog ciklusa stanice ili organizma. Osnovni mehanizam funkcioniranja
MS-a ukljucuje prevodenje uzorka u plinsku fazu, i to u vakuumu, u uvjetima koji pogoduju
protoniranju te se nabijaju pozitivnim nabojem. Elektricno polje ubrzava katione kroz
magnetno polje koje ih otklanja do sudara s detektorom, a magnetne sile koje su potrebne za

otklon pojedinog iona biljeze se. Za ione istog naboja ta je sila razmjerna njihovoj masi; sto je

8



veca masa iona, potrebno je jate magnetno polje za usmjeravanje prema detektoru (45).

U posljednjem desetlje¢u doslo je do ubrzanog unaprijedenja rezolucije, to¢nosti,
senzitivnosti i mogucnosti snimanja spektrometara masa u analizi proteina (54). UdruZzivanje
instrumenata masenih spektrometara s visokouéinkovitim metodama kromatografije i
elektroforeze omogudilo je brzu kvalitativnu i kvantitativnu analizu velikog broja proteina iz
relativno malih uzoraka biolo§kog materijala (58). U “bottom-up” proteomici najcesce je
koriStena kombinirana metoda tekucinske kromatografije i spektrometrije masa (LC-MS), a

posebno je u¢inkovita tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) (59).



2. Hipoteza
Postoji izrazena razlika u profilu citokina i proteina iz ekstracelularnih vezikula krvne plazme
izmedu skupina pacijenata s prijelomom dugih Kkostiju, pacijenata s progresivnom

osificiraju¢om fibrodisplazijom te kontrolne skupine zdravih ispitanika.
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3. Ciljevi rada

1. Analizirati i usporediti razine citokina plazme izmedu skupina pacijenata s prijelomom
duge kosti, pacijenata s FOP-om i kontrolne skupine zdravih ispitanika.

2. lzolirati proteine iz ekstracelularnih vezikula plazme pacijenata s prijelomima duge
kosti, pacijenata s FOP-om i kontrolne skupine zdravih ispitanika.

3. Analizirati i usporediti karakteristike i funkcije proteina iz ekstracelularnih vezikula
skupine pacijenata s prijelomom duge kosti, pacijenata s FOP-om i kontrolne skupine
zdravih ispitanika.
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4. Ispitanici i metode

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno vise skupina ispitanika: pacijenti s FOP-om (N=3), pacijenti
s prijelomom duge kosti (N=20) te skupina zdravih ispitanika (N=10) koji su sluzili kao
kontrolna skupina (Slika 1). Eksperimentalni dio istrazivanja proveden je na Odjelu za
proteomiku pri Centru za translacijska i klinicka istrazivanja Medicinskog fakulteta u Zagrebu.
Uzimanje uzoraka i skrb o pacijentima provedena je u Klinickom bolnickom centru Sestre
milosrdnice pri Klinici za traumatologiju i Klinici za reumatologiju, fizikalnu medicinu i
rehabilitaciju. IstraZivanje je odobrilo klini¢ko Eti¢ko povjerenstvo Klini¢kog bolnickog centra
Sestre milosrdnice (Ur. broj: 251-29-11-20-01-5). Svi ispitanici upoznati su s istrazivanjem te
su prije uzimanja uzoraka potpisali obrazac za informirani pristanak pacijenta o sudjelovanju

u istrazivanju.
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Slika 1. Graficki prikaz skupina ispitanika te postupaka i metoda analize.
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4.1.1. Ispitanici s prijelomom duge kosti

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 20 uzastopnih pacijenata s prijelomima dugih
kostiju koji su lijeCeni na Klinici za traumatologiju Klini¢kog bolnickog centra Sestre
milosrdnice u razdoblju od 1. sije¢nja do 31. ozujka 2021. godine. Probir pacijenata izvrSen je

prateci ukljucne i isklju¢ne kriterije.
Ukljuéni kriteriji:

1. Potpisan informirani pristanak

2. Dob izmedu 18 i 65 godina

3. Klinic¢ka i radioloska verifikacija prijeloma
4

. Prijelom nadlakti¢ne, palCane, lakatne, bedrene, goljenicne ili lisne kosti
Iskljuéni kriteriji:

1. Teska upalna stanja ili maligna bolest

2. Aktivne infekcije

3. Imunokompromitirani pacijenti, npr. pacijenti za koje se zna da su seroloski pozitivni
za virus humane imunodeficijencije (HIV)

4. Pacijenti koji boluju od osteoporoze

5. Pacijenti stariji od 65 godina

U ispitavanje su ukljuceni ispitanici s prijelomima nadlakticne, palCane, lakatne,
bedrene, goljeni¢ne ili lisne kosti, koje zbog svoje pripadnosti u skupinu dugih kostiju
omogucavaju razlikovanje metafiznih i dijafiznih prijeloma, te zato Sto priblizno odgovaraju
modelima kostanih prijeloma koristenih u velikom broju postojecih istrazivanja (60). Pacijenti
su podijeljeni u dvije dodatne skupine s obzirom na kosStanu lokaciju prijeloma: skupina
pacijenata s prijelomom dijafize, u kojoj je bilo 12 ispitanika, te skupinu pacijenata s
prijelomom metafize duge kosti u kojoj je bilo 8 ispitanika. Svakom pacijentu uzeta su ukupno
dva uzorka koji su odgovarali dvjema vremenskim to¢kama: prva vremenska tocka odredena
je od 1. (dan nastanka prijeloma) do 6. dana poslije nastanka prijeloma, a druga od 7. do 21.
dana nakon nastanka prijeloma. Sveukupno, uzorci su analizirani u 4 odvojene skupine: a)
prijelomi metafize u prvoj vremenskoj tocki, b) prijelomi dijafize u prvoj vremenskoj tocki, )
prijelomi metafize u drugoj vremenskoj tocki te d) prijelomi dijafize u drugoj vremenskoj tocki.

Ispitanici su dobi od 25 do 63 godina, 16 pacijenata je lijeCeno kirurskim (80%), a 4
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konzervativnim metodama lijecenja (20%). Medu ispitanicima bilo je 12 muskaraca (60%) 1 8

zena (40%).
4.1.2. Ispitanici s FOP-om

U istrazivanje je ukljuceno troje pacijenata koji boluju od progresivne osificirajuce
fibrodisplazije koji se lijece pri Klinici za reumatologiju, fizikalnu medicinu i rehabilitaciju
Klini¢kog bolnickog centra Sestre milosrdnice. Dvoje pacijenata dalo je po jedan uzorak za
vrijeme remisije bolesti, odnosno u razdoblju bez egzacerbacije, dok je jedan pacijent dao
uzorak krvi tijekom egzacerbacije bolesti (flare-up). Uzroci su uzeti pri dolascima pacijenata

na redovne kontrolne 1 dijagnosticke preglede ili prilikom lije¢enja na Klinici.
Ukljuéni kriteriji:

1. Potpisan informirani pristanak

2. Klinic¢ki verificirana bolest
Isklju¢ni Kriteriji:
1. Maligne ili druge zivotnougrozavajuce bolesti

2. Imunokompromitirani pacijenti, npr. pacijenti za koje se zna da su seroloski pozitivni

za virus humane imunodeficijencije (HIV)
4.1.3. Kontrolna skupina zdravih ispitanika

Kao kontrolna skupina zdravih ispitanika u istrazivanje je uklju¢eno 10 zdravih
dobrovoljaca. U kontrolnoj skupini svi ispitanici su bili Zenskog spola i dobi od 22 do 67
godina. Iskljuéni kriteriji su bili aktivne infekcije, maligne ili druge Zivotno-ugrozavajuce

bolesti te imunokompromitiranost.

4.2. Uzorci krvne plazme

Pacijentima su vadeni uzorci krvi postupkom venepunkcije te je pri svakom vadenju
uzeto po 10mL krvi. Krv je inicijalno pohranjivana u vakuetama volumena SmL koje sadrze
natrijev citrat u koncentraciji od 3.8% kako bi se postigao omjer krvi i antikoagulansa 1:9.
Uzorci krvi pohranjeni su na temperaturi od +4°C do postupka izolacije plazme koji je raden
maskimalno 24 sata nakon uzimanja uzorka krvi, ili prije. 1z uzoraka krvi izolirana je plazma
postupkom centrifugiranja silom 1.5 rcf (engl. relative centrifugal force) u trajanju od 15
minuta. Dobiveni uzorci plazme alikvotirani su u volumenima od 1mL i pohranjeni na

temperaturi od -80°C do daljnje analize. Pri uzimanju uzoraka od pacijenata koji boluju od
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FOP-a, posebna je paznja pridavana maksimalnim mjerama opreza te su uzorci uzimani preko

njeznog baby sistema kako ne bi doslo do ostecenja te potencijalne naknadne osifikacije.

4.3. Metode

Uzorci plazme dobiveni od razli¢itih skupina pacijenata analizirani su pomocu vise
proteomskih metoda kako bi se analizirala razina citokina i uspjesno izolirali ekstracelularni
vezikuli te analizirali proteini koji se u njima nalaze. Graficki prikazi koji opisuju ispitanike i

metode napravljeni su pomoc¢u programa BioRender (61).

4.3.1. Analiza citokina iz krvne plazme

Analiza je provedena na 8 razli¢itih uzoraka (Slika 2), odnosno na pojedina¢nim
uzorcima ili skupinama uzoraka sjedinjenih u uniformni skupni volumen uzorka (engl. sample
pool). Pacijenti s prijelomima podijeljeni su u 4 skupine koje su odvojeno analizirane: a)
prijelomi metafize u prvoj vremenskoj tocki (N=10), b) prijelomi dijafize u prvoj vremenskoj
toc¢ki (N=6), c¢) prijelomi metafize u drugoj vremenskoj tocki (N=10), d) prijelomi dijafize u
drugoj vremenskoj to¢ki (N=6). Uzorci pacijenata s FOP-om analizirani su zasebno (N=3), dok
su uzorci zdravih ispitanika sacinjavali jednu skupinu (N=10). Od svakog uzorka odvojen je
odgovarajuc¢i dio volumena, ovisno 0 broju ispitanika u skupini kako bi zajedno sacinjavali
uniformni skupni volumen uzorka (engl. sample pool) od 333.35uL plazme kojem je dodano
666.65uL pufera kako bi se dobio uzorak ukupnog volumena ImL koji je predviden za analizu.

Kako bi se odredila razina razli¢itih citokina u uzorcima plazme, koriStena je metoda
analize panela citokina pomocu komercijalnog protokola (engl. human cytokine antibody
array, #ab133996 proizvodaca Abcam) koji omogucuje analizu 23 razlicita citokina i naknadnu
kvantifikaciju njihovih razina. Metoda analize se bazira na principu membrane koja sadrzi
panel s protutijelima na odredene citokine, na koju se dodaje uzorak koji se inkubira kako bi
se omogucilo vezanje citokina iz uzorka za protutijela (Slika 3). Nakon ispiranja suviska
uzorka, dodaju se protutijela na citokine obiljezena biotinom koja se inkubiraju i vezuju za
citokine na membrani te se suviSak ponovno ispire. Slijedi korak inkubacije sa spojem
streptavidin-HRP (konjugat s horseradish peroksidazom) koji se vezuje za biotin te omogucuje
detekciju kemiluminiscencije pomocu posebne CCD kamere (Slika 3). Dobivene slike
prikazuju intenzitet detektirane kemiluminiscencije za svaki citokin u duplikatima, ukljucujuci
1 pozitivne 1 negativne kontrole s kojima se pojedinacni intenzitet za svaki citokin usporeduje,

Sto omogucuje daljnju analizu i kvantifikaciju rezultata (Slika 2).
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Slika 2. A/ fotografija 8 membrana citokinskih panela s odgovaraju¢im uzorcima (inicijali

pacijenata redaktirani radi postivanja tajnosti podataka); B/ slika membrane nakon o¢itanja rezultata
CCD kamerom.

streptavidin ——— O ® O @®

sekundarna k k )k k
protutijela \ \
citokiniiz __ \ ( \

uzorka
primarna protutijela / /
na citokine —

membranas —*
protutijelima

i

Slika 3. Graficki prikaz metode analize citokina pomoc¢u membrane koja sadrzi panel s

primarnim protutijelima na citokine.
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4.3.2. Analiza ekstracelularnih vezikula (EV) iz krvne plazme
4.3.2.1. 1zolacija EV iz krvne plazme i izolacija njihovog proteinskog sadrzaja

Za izolaciju i analizu EV uzeti su uzorci krvne plazme od ukupno 33 ispitanika te su
uzorci podijeljeni i analizirani u pet skupina: a) ispitanici s prijelomima kosti u podrucju
metafize u drugoj vremenskoj toc¢ki (N=12), b) ispitanici s prijelomima kosti u podrucju
dijafize u drugoj vremenskoj toc¢ki (N=8) c) ispitanik s FOP-om za vrijeme flare-up-a (N=1),
d) ispitanici s FOP-om za vrijeme remisije (N=2) te e) kontrolna skupina zdravih ispitanika
(N=10). Uzorci iz svake skupine analizirani su na nac¢in da je iz svakog uzorka uzet jednak
volumen plazme kako bi se stvorilo pet pool-ova uzorka ukupnog volumena 3mL (po jedan za
svaku skupinu).

Pri postupku izolacije EV-a iz krvne plazme uzorci su prvo centrifugirani 15 minuta na
nizoj brzini od 1,500 x g kako bi se uklonile stani¢ne necistoe i trombociti. Dobiveni
supernatant izdvojen je i centrifugiran 35 minuta na vi$oj brzini od 21,000 x g kako bi vezikule
ostale na dnu tube u obliku taloga (engl. pellet) (Slika 4). Nakon $to je odstranjen supernatant,
talog s vezikulama je resuspendiran u fosfathom puferu kako bi se procistio, a zatim je
ponovljen korak centrifugiranja na visokoj brzini i talog je ponovno resuspendiran u puferu.
Kako bi se razlozila membrana vezikula i oslobodio njihov proteinski sadrzaj, uzorci su
podvrgnuti postupku liziranja pomoc¢u sonikacije, odnosno primjenom energije ultrazvu¢nih
valova pomocu sonikatora (Slika 4). Uzorci su sonicirani 5 minuta te su za to vrijeme stajali u
ledu. Kako bi se izolirali proteini oslobodeni sonikacijom, precipitirani su dodavanjem acetona
ohladenog na -80°C te su nakon sat vremena inkubacije na temperaturi od -80°C centrifugirani
na 16,000 x g, nakon ¢ega se jasno vidljivi proteini nalaze u sedimentu. Supernatant je uklonjen
te je, nakon evaporacije ostatka acetona, proteinski sediment resuspendiran u otopini 8M uree.
Kako bi se utvrdila koli¢ina izoliranih vezikularnih proteina, svakom uzorku je odredena
koncentracija proteina pomoc¢u komercijalnog protokola (BIORAD DC™ Protein Assay
protocol) te su rezultati dobiveni pomocu spektrofotometra (SpectraMax i3x - Molecular
Devices LLC.) o¢itavanjem na valnoj duljini od 750nm (Slika 4). Spektrofotometrijski rezultati

analizirani su u ra¢unalnom programu Soft Max Pro 7.0.3. Software (Molecular Devices LLC.)
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Slika 4. Grafi¢ki prikaz glavnih koraka izolacije EV iz plazme i analize njihovog proteinskog

sadrzaja.
4.3.2.2. Priprema izoliranih proteina za LC-MS analizu

Prije analize proteina potrebno je pripremiti uzorke za LC-MS sto ukljucuje digestiju
proteina na peptide te purifikaciju i koncentraciju peptida. Za postupak digestije proteina
koriSten je FASP Protein Digestion Kit (FFPE) (Expedeon - Abcam). Kako bi se proteini
denaturirali, proteinskom talogu dobivenom u koraku izolacije proteina iz EV, dodana je
otopina 8M uree te je uzorak centrifugiran pri brzini od 140009 uz upotrebu filtera koji propusta
proteine manje od 10kDa. Taj je postupak ponovljen dva puta, nakon cega je filtrat koji se
sastoji od otopine uree i manjih proteina odstranjen. Uzorku je dodan spoj uree i jodoacetamida
kako bi se sprijecilo upostavljanje tercijarne strukture proteina te je jo$ tri puta proveden
postupak centrifugiranja uz dodavanje uree i amonijevog bikarbonata pri zadnjem
centrifugiranju. Kako bi se proteini razgradili na peptide, uzorku je dodana otopina amonijevog
bikarbonata i tripsina u omjeru 50:1 te je kratko vorteksiran. Da bi se sprijecilo isparavanje
uzorka, vrh epruvete zasti¢en je parafilmom te je uzorak inkubiran preko no¢ina 37 °C. Uzorak
je ponovno centrifugiran tri puta uz dodovanje amonijevog bikarbonata i natrijevog klorida
kako bi se dobio filtrat koji sadrzi prociS¢ene tripticke peptide. Uzorak je zakiseljen do pH 2,5-
3 dodavanjem 20% octene kiseline. Dobiveni tripticki peptidi procis¢eni su od zaostalih soli

(amonijevog bikarbonata i natrijevog klorida) koje ometaju ionizaciju peptida u masenom
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spektrometru. Uz procis¢avanje peptidi su istovremeno koncentrirani, kako bi se ucinkovitije
nanijeli na teku¢inski kromatograf. Uzorci s peptidima su dodatno prociséeni i koncentrirani
centrifugiranjem u nastavcima pipete u koje je uglavljen material C18 (da bi se dobili
StageTips). Peptidi su zatim eluirani s materijala C18 pomocu otopina A (0.5% octena kiselina)
I B (acetonitril i otopina A) u mikrotitarsku plocicu s 96 jazica. Centrifugiranjem na vakuum-
centrifugi tijekom pri 30 °C i 200 g je uparen zaostali acetonitril i kona¢no, uzorcima je dodana

otopina A.

4.3.2.3. Analiza peptida pomocu tekucinske kromatografije — masene spektrometrije (LC —
MS)

Peptidi dobiveni u prethodnim koracima prvo prolaze kroz postupak tekucinske
kromatografije pri kojem se dodatno procis¢avaju i koncentriraju prolaskom kroz kromatograf
(HPLC ThermoScientific UltiMate 3000) s kolonom od materijala C18 duzine 15c¢cm bez
predkolone. Upotrijebljen je gradijent od 120 minuta uz protok od 300 pL/min te je modificiran
da se bolje razdvoje polarniji peptidi. Zatim se peptidi sekvencioniraju u masenom
spektrometru (LTQ Orbitrap Discovery, Thermo Fisher Scientific), a dobiveni podaci obraduju
se bioinformatickim programom MaxQuant (Max-Planck-Institute of Biochemistry) kako bi se

izdvojile bioloski relevantne informacije.

4.4. Analiza podataka

4.4.1. Podatci dobiveni analizom citokina iz krvne plazme

Rezultati, dobiveni CCD kamerom u obliku slika, analizirani su pomo¢u Chemi Doc
(BIORAD) sustava za prikaz prate¢i upute proizvodaca. Korekcija pozadinskih i kvantifikacija
fluorescentnih signala provedena je pomocu softvera ImageJ 1.52a (62). Tim postupcima
dobivena je kvantifikacija signala za svaki pojedini citokin u svim uzorcima, koji odgovara
njihovoj relativnoj eskpresiji u usporedbi s pozitivnim i negativnim kontrolama. Ekspresije
citokina analizirane su pomoc¢u metoda deskriptivne statistike. Vrijednosti relativne ekspresije
citokina po skupinama uzoraka prikazane su kao faktor promjene (engl. fold change) u
usporedbi s vrijednostima dobivenima za zdravu kontrolnu skupinu. Za analizu i slikovni
prikaz podataka koristen je racunalni program Excel. Za stvaranje prikaza u obliku toplinske
mape (engl. heatmap) koristen je na internetu slobodno dostupni racunalni program
MORPHEUS (63).
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4.4.2. Podatci dobiveni analizom proteina izoliranih iz EV pomo¢u LC-MS

Analizom masene spektrometrije i bioinformatickom obradom dobivaju se bioloski
relevantne informacije u obliku naziva identificiranih proteina, imena pripadajucih gena i broj
identificiranih peptida i intenzitet pripadajuéeg proteina. Sto je veéi broj identificiranih peptida,
veéa je vjerojatnost da se u izvornom uzorku zaista nalazi upravo taj protein. Za analizu
podataka o dobivenim proteinima koriSten je slobodno dostupni racunalni program FunRich
3.1.3. koji omogucava unos podataka o identificiranim proteinima u obliku njihovih
identifikacijskih kratica (engl. protein ID) (64). Usporedbom unesenih podataka s bazama
podataka (kao $to je UniProt) program omogucava dodatnu analizu obogaéivanjem podataka
0 genima (engl. gene enrichment analysis) koja nudi prikaz brojnih podataka o identificiranim
proteinima, kao $to su pripadajuce stani¢ne funkcije, signalni putevi, bioloski procesi i sli¢no.
Identifikacija raznih bioloskih procesa i stani¢nih puteva te relativna kvantifikacija uklju¢enih
proteina, omogucava medusobnu usporedbu analiziranih skupina 1 donoSenje zakljuc¢aka o

relativnoj promjeni profila i funkcijama proteina iz ekstracelularnih vezikula.
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5. Rezultati

5.1. Rezultati analize citokina iz krvne plazme

Analizirani citokini, njihova funkcijska pripadnost skupini proupalnih ili protuupalnih
citokina i glavne funkcije prikazani su u Tablici 1. Vrijednosti relativne ekspresije 23 citokina
iz plazme prikazane su kao faktor promjene (engl. fold change) u usporedbi s vrijednostima
dobivenima za kontrolnu skupinu zdravih dobrovoljaca i graficki prikazane u obliku kutijastih

dijagrama (engl. box and whisker plot) te su svi rezultati prikazani numericki u Tablici 2.

5.1.1. Rezultati analize citokina iz krvne plazme pacijenata s prijelomom u podru¢ju metafize
kosti

Analizom rezultata dobivenih od uzoraka skupine pacijenata s prijelomom kosti u
podru¢ju metafize uocena je izraZena razlika u relativnoj ekspresiji citokina usporedbi s
kontrolnom skupinom. Najznacanija razlika uoc¢ena je za MCP-1 (monocitni kemoatratantni
protein 1) ¢iji je faktor promjene iznosio 2.25 (£0.19) u prvoj vremenskoj tocki, a 2.07 (+0.17)
u drugoj vremenskoj tocki; odnosno relativna ekspresija proupalnog citokina MCP-1 je veca
za Cak 125% u prvoj, 1 107% u drugoj tocki. Znacajna razlika je takoder uoc¢ena za proupalni
kemokin ligand 5 (RANTES) ¢iji je faktor promjene iznosio 1.59 (+0.05) u prvoj te 1.63
(£0.033) u drugoj vremenskoj tocki. Takoder je uocljivo da vecina analiziranih citokina u obje
vremenske to¢ke - 17 u prvoj i 18 u drugoj (od ukupno 23) - pokazuje relativnu ekspresiju nizu
od razina detektiranih u kontrolnoj skupini, ukoliko se nizom razinom smatraju sva sniZzenja od
10% ili vise (Slika 5). Citokin s najnizom razinom ekspresije u prvoj tocki je proupalni MCP-
3 srelativnom ekspresijom 0.68 (+0.09), Sto ukazuje na sniZzenje od 32%; u drugoj tocki najnizu

razinu ekspresije ima protuupalni citokin IL-13 i ona je iznosila 0.62 (£0.02).
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Tablica 1. Prikaz analiziranih citokina, njihovih naziva, pripadnosti pro- ili protuupalnoj
skupini citokina i dio njihovih osnovnih funkcija. Citokini ¢ije su skupine oznacene
zvjezdicom (*), osim funkcije koja ih svrstava u skupinu, mogu imati i dihotomnu funkciju
(proupalno i protuupalno djelovanje) ili nemaju jasno naznac¢enu pripadnost u literaturi.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

IME CITOKINA

Faktor  koji  stimulira  koloniju
granulocita (GCSF)

Faktor  koji  stimulira  koloniju
granulocita i makrofaga (GM-CSF)
Rastom regulirani onkogen (GRO (a, B,
1)

Rastom regulirani onkogen alfa (GRO
/ CXCL1)

Interleukin 1 alfa (IL-1 o)

Interleukin 2 (1L-2)
Interleukin 3 (IL-3)

Interleukin 5 (IL-5)
Interleukin 6 (IL-6)

Interleukin 7 (1L-7)
Interleukin 8 (1L-8)
Interleukin 10 (IL-10)
Interleukin 13 (IL-13)

Interleukin 15 (IL-15)

Interferon gama (IFN- y)

Monocitni kemoatratantni protein 1
(MCP-1/CCL2)

Monocitni kemoatratantni protein 2
(MCP-2 /CCL8)

Monocitni kemoatratantni protein 3
(MCP-3 /CCL7)

Monokin induciran  (interferonom)
gama (MIG/CXCL9)

Kemokin (C-C motif) ligand 5
(RANTES/CCLS5)

Transformiraju¢i faktor rasta beta 1
(TGF-B1)

Faktor tumorske nekroze alfa (TNFa)

Faktor tumorske nekroze beta (TNF[/
LT-a)

SKUPINA

proupalni*

proupalni*

proupalni*

proupalni

proupalni

proupalni

proupalni*

protuupalni

proupalni*

proupalni

proupalni*

protuupalni*

protuupalni*

proupalni

proupalni

proupalni

proupalni

proupalni

proupalni

proupalni

protuupalni*

proupalni

proupalni

FUNKCIJA

stimulacija razvoja granulocita (regulacija neutrofila) (65)

dominantna uloga u proliferaciji, diferencijaciji, prezivljenju i
funkciji mijeloidnih stanica (66)
kemotaktic¢ko i angiogeno djelovanje (67,68)

privladi neutrofile na mjesto upale; proangiogen (67,68)

amplifikacija imunosnog odgovora u prirodenoj imunosti;
aktivacija limfocita; stimulacija produkcije prostaglandina (69)
pokretanje proliferacije limfocita CD4 (34)

reguliranje rasta i diferencijacije hematopoetskih stanica;
aktivacija neutrofila i makrofaga (70)

promocija rasta, diferencijacije i aktivacije eozinofila (34)
amplifikacija imunosnog odgovora u prirodenoj imunosti;
stimulacija sazrijevanja limfocita B (34)

razvoj i homeostaza limfocita T (34)

aktivacija i privlaenje limfocita T i neutrofila, proangiogen (71)
inhibicija transkripcijskog faktora NF-«B (34)

inhibira proizvodnju TNF, IL-1B; indukcija promjene izotipa
IgE (34)

pokretanje proliferacije limfocita CD4 (34)

potic¢e Th1 polarizaciju, povecava citotoksi¢nost (34)

privlac¢i monocite, memorijske T stanice i dendriticke stanice na
mjesta upale (72)

privla¢i mastocyte, granulocite, monocite i limfocite T na mjesta
upale (73)

privla¢i mastocyte, granulocite, monocite i limfocite T na mjesta
upale (73)

privladi citotoksi¢ne limfocite i makrofage na mjesta upale (74)

privla¢i limfocite T i granulocite na mjesto upale, aktivira
leukocite (75)

inhibicija stanica prirodene imunosti (makrofaga, NK stanica,
mastocita); inhibicija proliferacije limfocita T (34)

stimulira odgovor akutne faze i fagocitozu, kemoatraktant
neutrofila (34)

regulacija prirodene imunosti, citotoksi¢ni ué¢inak (34)
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Tablica 2. Vrijednosti prosjecnog faktora promjene (engl. fold change) i standardne devijacije
za ispitane citokine po analiziranim skupinama. Faktor promjene je izrazen prema razini

kontrolne skupine.

FOP FOP 1 FOP 2 DIJAFIZA DIJAFIZA METAFIZA  METAFIZA
flare-up 1. TOCKA 2. TOCKA 1. TOCKA 2. TOCKA
GCSF 1.42 0 0.81£0.02 0.65x0.03 1 £0.03 0.98£0.05 0.75x0.01 0.79 £0.07

GM-CSF  1.23+0.03 0.73+0.01 0.650.02 0.85+0.01 0.79+0.01 0.71+0.04 0.75%0
GRO @»n 0.99 £0 0.97+0.01 0.76+0.03 0.95+0.03 0.92+0 0.76 0 0.84 +0.01

GRO-a 1.15+0.11 1.12+0.03 0.87+0.01 0.84+0.04 0.87+0 0.71+0.01 0.83+0.02

IL-1a 1.59+0.02 1.04+0.19 0.91+0.01 1.03%0.14 1.16+0.02 0.88+0.04 0.75=+0.08
IL-2 1.81+0 1.03+0.15 0.95+0.07 1.1+0.15 1.01+0.08 0.84+0.03 0.8+0.11

IL-3 155+0.06 1.09+0.07 1.09+0.05 1.21+0.07 1.03+0.08 1.01+0.04 1.01+0.06
IL-5 1.56+0.02 0.8+0.03 0.75+0.02 1.15+0.04 1.06+0.01 0.78+0.01 0.83+0.01
IL-6 1.73+0.04 1.01+0.07 0.860 1.26+0.03 1.27+0.02 0.89+0.04 0.98 +0.05
IL-7 1.52+0.11 0.87+0.04 0.83+0.07 1.04%0.05 1.12+0.09 0.8+0.04  0.85=%0.06
IL-8 1.35+0.1 1.06 +0.03 1.3 +0.06 1.02+0.08 1.02+0.01 1.01+0 0.97 +0.02
IL-10 1.14+0.02 0.94+0.07 0.84+0.02 0.89+0.03 0.93+0 0.78 £0.01  0.81+0.01
IL-13 193+0.05 0.89+0.1 0.85+0.08 0.82+0.02 1.1+002 0.82+0.1 0.62+0.02
IL-15 156+0.28 0.99+0.04 0.96+0.06 1.01+0.08 1.15+0.09 0.85+0.04 0.72+0.08
IEN-y 1.4+024 09007 0.83+0.09 0.92+0.05 0.88+0.03 0.82+0.07 0.76=0.1

MCP-1 23015 202402 214019 241025 234+0.17 225%0.18 2.07+0.17
MCP-2 1.51+0.16 0.82+0.07 0.88+0.1 1.03+0.18 1.15+0.04 0.76+0.11 0.75+0.13
MCP-3 0.98+0.06 0.66+0.06 0.65+0.06 094+0.1  0.95+0.04 0.68+0.09 0.68+0.13
MIG 1.11+0.09 0.77£0.07 0.68+0.03 0.91+0.11 0.99+0.08 0.76+0.04 0.74 +0.07
RANTES 1.75+0.08 1.37+0.06 1.89+0.04 1.63%0.03 1.8+0.01 1.59+0.05 1.63+0.03
TGF-g1 1.89+0.08 0.93+0.13 0.96+0.01 1.06+0.01 1.15+0.01 1.03+0.04 0.83+0.01
TNF-a 1.29+0.16 0.99+0.14 1.08+0.11 1.18+0.08 1.13+0.11 1+0.07 0.84 +0.1

TNF-p 1.14+0.11 0.76+0.06 0.87+0.07 1.08+0.01 1.18+0.02 0.82+0.13 0.75+0.06
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Slika 5. Prikazi relativne ekspresije citokina kao faktor promjene (engl. fold change) nasuprot
kontrolne skupine prikazani u obliku box and whisker plot-a. Graf A/ pacijenti s prijelomom
metafize u prvoj vremenskoj tocki; Graf B/ pacijenti s prijelomom metafize u drugoj
vremenskoj tocki. Apscisa — analizirani citokini; ordinata — relativna promjena nasuprot

kontrolne skupine. Isprekidana crta oznacava referentnu razinu citokina kontrolne skupine.
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5.1.2. Rezultati analize citokina iz krvne plazme pacijenata s prijelomom u podrucju dijafize
kosti

Analiza relativne ekspresije citokina u skupini pacijenata s prijelomom u podrucju
dijafize kosti pokazuje zamjetnu razliku u vise citokina. Najizrazenija razlika, slicno kao i u
skupini pacijenata s prijelomom metafize, uocljiva je u proupalnim citokinima MCP-1 i
RANTES (Slika 6). Faktor promjene za relativnu ekspresiju MCP-1 u prvoj tocki iznosio je
2.41 (£0.25), a u drugoj 2.34 (x0.17); za RANTES te vrijednosti su iznosile 1.63 (+0.03) u
prvoj te 1.8 (£0.01) u drugoj vremenskoj tocki. Za razliku od vecinski snizenih vrijednosti za
ostale citokine u skupini s prijelomom metafize, u ovoj skupini moze se uociti blagi porast
relativne ekspresije jo§ 7 citokina u prvoj vremenskoj tocki: 1L-2, IL-3, IL-5, IL-6, TNFa i
TNF-B, ukoliko se zamjetnim porastom smatraju povecanja od 5% ili vise (Slika 6). U drugoj
vremenskoj tocki porast od 5% ili vise pokazuje ¢ak 10 citokina: IL-1a, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
13, IL-15, MCP-2, TGF-B1, TNF-o i TNF-.
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Slika 6. Prikazi relativne ekspresije citokina kao faktor promjene (engl. fold change) nasuprot
kontrolne skupine prikazani u obliku box and whisker plot-a. Graf A/ pacijenti s prijelomom
dijafize u prvoj vremenskoj tocki; Graf B/ pacijenti s prijelomom dijafize u drugoj vremenskoj
tocki. Apscisa — analizirani citokini; ordinata — relativna promjena nasuprot kontrolne skupine.

Isprekidana crta oznaCava referentnu razinu citokina kontrolne skupine.
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5.1.3. Rezultati analize citokina iz krvne plazme pacijenata s FOP

U citokinskom profilu pacijenta koji je za vrijeme uzimanja uzoraka bio u fazi
egzacerbacije bolesti FOP, uocljiva su zamjetna odstupanja veéeg broja citokina (Slika 7).
Vidljivo je da niti jedan od analiziranih citokina ne pokazuje snizenje relativne eskpresije
nasuprot kontrolne skupine, a povec¢anu ekspresiju pokazuje ¢ak 21 citokin (od ukupno 23),
ukoliko povecanjem smtramo porast za 10% ili vise. Analogno skupinama s prijelomom kosti,
najvece odstupanje u razini relativne ekspresije pokazuje proupalni citokin MCP-1, ¢iji faktor
promjene iznosi 2.3 (£0.15), odnosno pokazuje povecanje od 130% nasuprot razine kontrolne
skupine. Takoder, uz MCP-1, povecanja ve¢a od 50% pokazuju joS 1 proupalni citokini IL-1a,
IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-15, MCP-2, RANTES te protuupalni IL-5, IL-13 i TGF-B1. Medu
njima se posebno isti¢u razine IL-13 i TGF-B1, ¢ije su razine eskpresije pokazale gotovo
dvostruko poveéanje (faktori promjene 1.93£0.05 i 1.89+0.08).

Rezultati analize citokinskog profila pacijenata s FOP-om koji su za vrijeme
uzorkovanja bili bez egzacerbacije bolesti (flare-up) pokazuju znatno manje povisenih razina
relativne ekspresije te su one sli¢nije vrijednostima dobivenima u skupinama s prijelomom
kosti. NajizraZenija promjena vidljiva je za proupalni citokin MCP-1 ¢iji je faktor promjene
iznosio 2.02 (+0.2) kod jednog, a 2.14 (+0.19) kod drugog pacijenta. Drugi citokin koji je
pokazao zamjetnu promjenu je RANTES, s vrijednostima faktora promjene 1.37 (£0.06) kod
jednog te 1.89 (+0.04) kod drugog pacijenta. Detaljnijom analizom rezultata za prvog pacijenta
s FOP-om (Slika 7, graf B) uocljivo je da jos 3 citokina pokazuju poveéanje od 5% ili vise, a
to su proupalni GRO-q, IL-3 i IL-8. Razine ekspresije ostalih citokina su sniZene ili odgovaraju
kontrolnim razinama; najznacajnije sniZenje pokazuje MCP-3 s faktorom promjene 0.66
(20.06). Drugi pacijent s FOP-om (Slika 7, graf C) takoder osim ve¢ navedenih MCP-1 i
RANTES, povecanje od 5% ili vise pokazuju jos 3 proupalna citokina: I1L-3, IL-8 i TNF-q.
Vecina citokina (17 od 23) pokazuje snizenje faktora promjene za 5% ili viSe, a medu njima
snizenje 25% ili vise pokazuju citokini GCSF, GM-CSF, IL-5, MCP-3 i MIG.

Za ilustrativnu usporedbu razina relativne ekspresije citokina medu analiziranim
skupinama nasuprot razina kontrolne skupine, koristena je tzv. toplinska mapa (engl. heatmap),
koja je dobivena koristenjem prosjecnih vrijednosti faktora promjene (engl. average fold) za
citokine pojedine skupine. Na prikazu je jasno vidljivo da rezultati koji pripadaju FOP
pacijentu s egzacerbacijom (flare-up) odstupaju od svih ostalih analiziranih uzoraka i pokazuju

vece razine ekspresije gotovo svih analiziranih citokina (Slika 8).
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Slika 7. Prikazi relativne ekspresije citokina kao faktor promjene (engl. fold change) nasuprot
kontrolne skupine prikazani u obliku box and whisker plot-a. Graf A/ — pacijent s FOP u
vrijeme flare up-a, grafovi B/ i C/ — pacijenti s FOP-om u vrijeme bez flare up-a. Apscisa —
analizirani citokini; ordinata — relativna promjena nasuprot kontrolne skupine. Isprekidana crta

oznacava referentnu razinu citokina kontrolne skupine.
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Slika 8. Prikaz relativne ekspresije citokina u obliku toplinske mape (engl. heatmap) koja
prikazuje odstupanje razine citokina od razine u kontrolne skupine. Stupci odgovaraju
pojedinom analiziranom citokinu, a redovi analiziranim skupinama. Crvena boja oznacava

visoku ekspresiju pojedinog citokina, a plava nisku.
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5.2. Rezultati analize proteina iz ekstracelularnih vezikula krvne plazme

5.2.1. Rezultati izolacije ekstracelularnih vezikula i njihovog proteinskog sadrzaja iz krvne
plazme

Postupkom izolacije EV-a iz krvne plazme te izdvajanja njihovog proteinskog sadrzaja,
dobivena je koncentracija proteina 0.291 pg/puL (ukupno 21pg izoliranih EV proteina) iz
uzorka plazme kontrolne skupine; iz uzoraka plazme ispitanika s prijelomom metafize
dobivena je koncentracija proteina 0.041 pg/pL (ukupno 3ug izoliranih EV proteina) te 0.039
pg/pl (ukupno 3ug izoliranih EV proteina) iz skupine s prijelomom dijafize. 1z uzoraka
plazme pacijenta s FOP-om za vrijeme flare-up-a dobivena je koncentracija EV proteina od
0.95 pg/pL (ukupno 95ug izoliranih EV proteina), a iz skupine FOP za vrijeme remisije 1.272
Mg/pL (ukupno 127ug izoliranih EV proteina).
Analizom izoliranih peptida LC-MS-om i bioinformatickom analizom, dobiveno je ukupno 47
razliitih proteina iz skupina pacijenata s prijelomom kosti, od kojih je 39 detektirano u skupini
ispitanika s prijelomom metafize, a 41 u skupini ispitanika s prijelomom dijafize. Od ukupno
47 detektiranih proteina, 31 protein je zajednicki dvjema skupinama. 1z uzoraka plazme
pacijenta s FOP-om za vrijeme flare-up-a identificirana su 323, a iz skupine FOP za vrijeme

remisije 317 proteina. U kontrolnoj skupini detektirana su 32 proteina.

5.2.2. Rezultati analize proteinskog sadrzaja ekstracelularnih vezikula

Podatci o detektiranim proteinima analizirani su u racunalnom programu FunRich
3.1.3. i podijeljeni su u cetiri skupine za analizu: ispitanici s prijelomom kosti (detektirani
proteini iz skupine metafiznih i dijafiznih prijeloma analizirani su zajedno), ispitanici s boles¢u
FOP — pacijent za vrijeme flare-up-a i skupina pacijenata za vrijeme remisije, te kontrolna
skupina. Dobiveni rezultati prikazani su pomocu stupcastih (engl. bar chart) grafikona na
kojima je kompariran relativni udio detektiranih proteina iz Cetiriju skupina. Relativni udio
identificiranih proteina iz ispitivanih skupina koji je uklju¢en u pojedini ispitivani parametar
izraZen je postotkom. Identificirani proteini mogu istovremeno biti dio vise bioloskih funkcija
i stani¢nih puteva i mogu se preklapati. Analizirano je i usporedeno vise paramatera u objema
skupinama: stanicni odjeljak kojem pripadaju detektirani proteini, bioloski procesi te stani¢ni
signalni putevi u koje su ukljuceni detektirani proteini.

Za detektirane proteine je analizirano iz kojeg stani¢nog odjeljka potjecu i ustanovljeno

je da 81.08% proteina dobivenih analizom skupine s kostanim prijelomom, 69.46% iz skupine
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FOP s flare-up-om, 68.77% u skupini FOP u remisiji te 85.71% proteina kontrolne skupine
potjece iz ekstracelularnih vezikula (Slika 9). Navedeni rezultat potrvduje uspjesnost postupka

izolacije EV-a i njihovog proteinskog sadrzaja.
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Slika 9. Stupcasti grafikon (engl. bar chart) prikazuje postotak zastupljenosti detektiranih
proteina u ekstracelularnim vezikulima za kontrolnu skupinu, skupinu s kostanim prijelomom,

skupinu FOP s flare-up-om te FOP u remisiji.

Analizirani su bioloskih procesi u koje su ukljuceni identificirani proteini iz
ekstracelularnih vezikula i njihov relativni udio unutar pojedinih procesa usporeden je izmedu
ispitivanih skupina (Slika 10). Za analizu odabrani su bioloski procesi koji su vazni za
pregradnju kostanog tkiva (engl. remodeling): signalna transdukcija, stani¢éna komunikacija,
stani¢ni rast i/ili odrzavanje i stani¢ni transport. Uoceno je da u 3 od 4 analizirane funkcije
najvec¢i relativni udio pokazuju identificirani proteini iz skupine ispitanika s kostanim
prijelomom (Slika 10). Za funkcije signalne transdukcije i stani¢ne komunikacije nisu uocljive
znacajne razlike medu skupinama pacijenata. Kontrolna skupina pokazuje najmanji relativni
udio proteina za sve ispitivane funkcije. Najizrazenija razlika nadena je u bioloskoj funkciji
stani¢nog rasta i/ili odrzavanja gdje je vidljivo da je u kontrolnoj skupini ukljuéeno tek 6.1%
identificiranih proteina, dok je u skupini s koStanim prijelomima taj udio iznosio ¢ak 34.7%

(Slika 10).
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Slika 10. Stupcasti grafikon (engl. bar chart) prikazuje stani¢ne bioloske procese relevantne za
kostani metabolizam u kontrolnoj skupini, skupini s kostanim prijelomom, skupini FOP s flare-up-
om te FOP skupini u remisiji. Postotak predstavlja relativni udio identificiranih proteina uklju¢enih

u pojedine stani¢ne procese; neki su proteini ukljuceni u vise stani¢nih procesa i preklapaju se.

Takoder je analizirana ukljuc¢enost identificiranih proteina u stani¢ne signalne puteve i
usporeden je relativni udio proteina izmedu skupina. Analizirani signalni putevi podijeljeni su
u dvije skupine: signalni putevi vazni i specifi¢ni za ko$tani metabolizam te signalni putevi
odabranih citokina (koji su ujedno bili ukljuceni i u citokinsku analizu plazme). Za analizu
signalnih puteva posebne vaznosti za kostani metabolizam izdvojeni su: signalni put kostanog
morfogenetskog proteina (BMP), transformiraju¢eg faktora rasta beta (TGF-p), vaskularnog
endotelnog faktora rasta (VEGF i VEGFR), trombocitnog faktora rasta (engl. platelet-derived
growth factor, PDGF), inzulinu sli¢nog faktorarasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1, IGF-
1) te Wnt signalni put. Uoceno je da u svim analiziranim signalnim putevima najveci relativni
udio imaju proteini identificirani u skupini s kostanim prijelomom, a najizrazena je razlika
vidljiva u Wnt signalnom putu, gdje relativni udio proteina iznosi 3% u kontrolnoj te 21.3% u
skupini s kostanim prijelomom (Slika 11). Skupine s FOP-om ne pokazuju izraZenija
odstupanja od kontrolne skupine za signalne puteve BMP, TGF-B i Wnt, dok su udjeli EV
proteina u signalnim putevima VEGF, PDGF i IGF1 nizi nego u kontrolnoj skupini i skupini s

prijelomom (Slika 11). Te su razlike posebno izrazene usporedbom skupine FOP u remisiji sa
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skupinom s kostanim prijelomom. Medusobnom usporedbom dvaju FOP skupina, uocljivo je
da udio proteina u svim signalnim putevima visi u pacijenta s FOP flare-up-om (Slika 11).

Slican obrazac rezultata dobiven je i analizom signalnih puteva citokina IL-1, IL-2, IL-3, IL-5,
IL-6, TNF, GM-CSF te IFNy. Usporedbom medu skupinama vidljivo je da u skupini s koStanim
prijelomom proteini imaju najveci relativni udio u signalnim putevima svih analiziranih
citokina osim IL-6, gdje prednjaci kontrolna skupina (Slika 12). Udjelom su u svim skupinama
najzastupljeniji signalni putevi IL-3, IL-5 i GM-CSF, a najmanje zastupljeni su proteini
signalnih puteva IL-2 i IL-6 (Slika 12). Skupine s FOP-om pokazuju udjele proteina nize od
skupine s prijelomom i od kontrolne skupine u signalnim putevima IL-3, IL-5, IL-6, TNF i
GMCSF (Slika 12). Komparacijom dvije skupine s FOP-om vidljivo je da je udio proteina u
citokinskim signalnim putevima nizi u skupini u remisiji za veéinu signalnih puteva: IL-1, IL-

2, IL-3, IL-5, TNF i GM-CSF (Slika 12).
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Slika 11. Stupcasti grafikon (engl. bar chart) prikazuje stani¢ne signalne puteve relevantne za kostani

metabolizam u kontrolnoj skupini, skupini s kostanim prijelomom, skupini FOP s flare-up-om te FOP skupini

u remisiji. Postotak predstavlja relativni udio identificiranih proteina ukljuéenih u pojedine signalne puteve;

neki su proteini ukljuéeni u vise signalnih puteva i preklapaju se.
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Slika 12. Stupcasti grafikon (engl. bar chart) prikazuje stani¢ne signalne puteve posredovane citokinima u
kontrolnoj skupini, skupini s kostanim prijelomom, skupini FOP s flare-up-om te FOP skupini u remisiji.
Postotak predstavlja relativni udio identificiranih proteina uklju¢enih u pojedine signalne puteve; neki su

proteini ukljuceni u viSe signalnih puteva i preklapaju se.
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6. Rasprava

Progresivna osificiraju¢a fibrodisplazija je izuzetno teska i rijetka bolest koju
karakterizira progresivha HO mekih tkiva, $to pacijentima postupno smanjuje pokreljivost i
kvalitetu zivota te u konacnici progredira do potpune nepokretnosti i preuranjene smrti zbog
povezanih komplikacija (18). Unato¢ dugogodisnjem istrazivanju, tocan mehanizam HO-a nije
poznat te samim time jo$ uvijek ne postoji specifi¢na i u€inkovita terapija (1). IstraZivanja su
pokazala da citokini imaju potencijalno veliku vaznost u nastanku i progresiji HO, medutim u
literaturi zasad nema istrazivanja koja tumace potencijalne razlike patoloskog okostavanja u
FOP-u i fizioloskog okostavanja koje se dogada pri sanaciji koStanog prijeloma koristeci
metode proteomske analize (7). Cilj provedenog istrazivanja bio je iskoristiti moguénosti
proteomske analize bioloskih tekucina, koje ukljucuju analizu citokina i EV-a, kako bi se
pokusale identificirati i potencijalno objasniti sli¢nosti i razlike tih komponenata u ispitanika s
FOP-om i ispitanika s kostanim prijelomima u fazi cijeljenja. Krvna plazma, zbog relativno
lake dostupnosti i1 Sirokog raspona eksperimentalnih moguénosti, odredena je kao bioloSka
tekucina izbora (76).

Rezultati ispitivanja razine 23 citokina u krvnoj plazmi pokazala su izrazene razlike u
citokinskim profilima ispitivanih skupina. Usporedujuéi relativne ekspresije citokina s razinom
kontrolne skupine, uo¢avamo da ispitanik s FOP-om tijekom flare-up-a pokazuje najizraZenije
promjene. Vrijednost relativne ekspresije ¢ak 21 citokina pokazala je povisenu relativnu
ekspresiju, $to bi moglo ukazivati na izrazitu pobudu urodene i ste¢ene imunosti u razdoblju
stvaranja HO-a (77). Primjetni su obrasci propagacije i upalnih i protuupalnih procesa koji se
ocituju povecanjem relativne ekspresije upalnih (IL-1a, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-15, MCP-2,
RANTES) te protuupalnin (IL-5, IL-13 i TGF-B1) citokina, $to je u skladu sa
samoregulacijskim svojstvom citokinskog odgovora koji se sastoji od proupalnog dijela na koji
se nadovezuje (uz djelomic¢no preklapanje) i protuupalni dio, iako je vidljivo da u ovom slucaju
izrazito prevladava proupalna komponenta (8). Navedeni rezultati se uvelike poklapaju s
rezultatima postojec¢ih istrazivanja, u kojima su zabiljezene izrazene elevacije IL-1f i
RANTES, te poviSena vrijednost G-CSF za vrijeme FOP flare-up-a. Takoder, studija Barrueta
i sur. nalazi povisene razine IL-3, IL-7 i IL-8 u pacijenata s FOP-om (27,29,30). Porast relativne
ekspresije citokina TGF-p1 od gotovo 90% (fold change 1.89 +0.08) mogao bi biti direktan
pokazatel] HO, s obzirom na postoje¢e dokaze da su njegove razine poviSene u serumu
pacijenata s HO te da inhbicija TGF-f1 smanjuje progresiju HO u Zzivotinjskom modelu.
Takoder, TGF-B1 je vazan regulator hondrogene diferencijacije, koja je kljuan korak u

procesu enhondralne osifikacije koja se odvija pri HO (78,79). Rezultati citokinske analize za
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ispitanike s FOP-om u stanju remisije (bez flare-up-a) pokazuju da im je zajednicki porast IL-
3 i IL-8, koji unato¢ tome $to relativna povecéanja iznose izmedu 5 i 30%, odskacu od ostalih
citokina koji su preteZito blizu kontrolnih vrijednosti ili snizene. Navedeni porast nalazimo i u
ispitanika s flare-up-om te rezultatima Barrueta i sur. koji su takoder detektirali elevacije
navedenih citokina (27). Nasuprot tome, u istrazivanju Hildebrand i sur. nisu nasli zna¢ajnih
razlika u razinama proupalnih citokina izmedu FOP pacijenata i kontrolne skupine (28). U
istrazivanju ozljedom izazvane HO, poviSene razine IL-3 u ozlijedenth povezane su s
nastankom HO (80). Takoder, IL-3 predstavlja hematopoetski citokin vazan za razvoj
mijeloi¢nih stanica vaznih u patogenezi FOP-a (7,8).

Ispitanici s koStanim prijelomom su za potrebe citokinske analize praceni kroz
vremenski period od 1. do 21. dana poslije prijeloma, tijekom kojeg su im uzeti uzorci u dvije
vremenske tocke, kako bi se identificirale moguce razli¢itosti u citokinskom profilu izmedu
pocetne (upalne) faze kostanog cijeljenja i faze formiranja fibrokartilaginoznog (mekog) kalusa
(10). NajizraZeniji porast relativne koncentracije u obje skupine s kostanim prijelomima (u
objema vremenskim to¢kama) pokazali su citokini MCP-1 i RANTES. Dokazano je da MCP-
1 1ma vaznu ulogu u regulaciji osteoklastogeneze 1 samim time je vazan u koStanom
remodeliranju, kao i RANTES, koji djeluje kao kemoatraktant za osteoblaste (81,82). Njihov
izrazen porast u obe vremenske tocke mogao bi sugerirati njihovu kljuénu ulogu u poéetnim
fazama fizioloSkog koStanog cijeljenja. Usporedujuci rezultate ispitanika iz FOP skupina s
onima iz skupina s koStanim prijelomom, vidljivo je da je izrazeni porast MCP-1 i RANTES
zajednicki svim ispitivanim skupinama. Uz njegove ve¢ navedene uloge, povisene razine MCP-
1 povezane su i sa pojavnos¢u HO (83).

Analizirani uzorci pacijenata s koStanim prijelomima podijeljeni su i prema vrsti
(lokaciji) kostanog prijeloma na prijelome metafize i prijelome dijafize kosti, kako bi se mogle
analizirati eventualne razlike u njihovm citokinskm profilima u razli¢itim vremenskim
tockama. Oc¢ekivana promjena profila citokina izmedu dvije vremenske tocke (faze cijeljenja)
uocena je u skupini s prijelomom dijafize, gdje je uoCena razlika u broju i vrsti citokina ¢ija je
ekspresija poviSena, dok takva uocljiva razlika nije uo¢ena u skupinama s prijelomom metafize.
U prvoj vremenskoj tocki za prijelome dijafize povisenje relativne ekspresije uoceno je za 9, a
u drugoj tocki za 12 citokina. Veéina poviSenih citokina funkcionalno su pretezito upalni
citokini (Tablica 1.), $to je u skladu s postoje¢om literaturom koja pocetnu fazu kostanog
cijeljenja smatra upalnom fazom tijekom koje se luce proupalni citokini (8,9,84). lako bi se
mogao ocekivati veci broj prouplanih citokina u prvoj nego u drugoj vremenskoj tocki, do

uocene razlike u rezultatima je moglo do¢i zbog djelomi¢nog preklapanja faza cijeljenja koje
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nisu ostro vremenski odijeljene, kao i1 zbog terapijskih i kirurSkih intervencija koje se nisu
uvijek odvijale prvi dan prijeloma te su samim time mogle utjecati na tijek ciljenja i ekspresiju
citokina (10,85). Razmatrajuc¢i dobivene rezultate te opce i specifi¢ne uloge citokina, moze se
pretpostaviti da je viSe citokina ukljuceno u patofiziologiju HO kod FOP-a, od Kkojih su neki
(poglavito MCP-1 i RANTES) vazni i u fizioloSkom procesu okosStavanja, dok su drugi,
primjerice IL-1, IL-3, IL-8 i TGF-B1 potencijalno specifi¢ni i klju¢ni za upalni proces i
patolosko okostavanje u FOP-u.

Brojna istraZivanja pokazala su vaZnost citokina 1 EV- a kao klju¢nih komponenata u
koStanom metabolizmu i procesu kosStanog cijeljenja, zbog ¢ega su odabrani kao jedan od
glavnih elemenata istrazivanja u uzorcima krvne plazme (2-6). Analiza proteinskog sadrzaja
EV iz krvne plazme doprinosi razumijevanju uloge EV u kostanom metabolizmu i promjena
kojima podlijezu ovisno o stanju organizma iz kojeg potjecu. Zbog raznolikosti njihovog
sadrzaja 1 bioloskih funkcija, EV izazivaju rastu¢i interes u biomedicinskim istrazivanjima
(86). Izolacija proteina iz EV i bioinformaticka analiza poslije LC-MS rezultirala je
identifikacijom razli¢itog broja proteina koji je, s obzirom na ispitivane skupine, iznosio
izmedu 32 i 323 identificirana proteina. U usporedbi s rezulatima iz drugih istrazivanja, koji
opisuju od 92 do viSe stotina identificiranih proteina, taj broj je u pojedinim analiziranim
skupinama relativno malen. Medutim, treba uzeti u obzir da su velike razlike mogle nastati
zbog toga Sto su u tim istrazivanjima za izolaciju EV koriStene stani¢ne kulture, dok je analiza
Zbog varijabilnosti podataka o njihovoj veli¢ini i pouzdanim metodama analize, uspje$na
izolacija EV iz bioloskih tekuc¢ina i1 analiza njihovog proteinskog sadrzaja predstavlja znacajan
izazov (36,89). Stoga je u ispitivanje ukljucena i analiza udjela identificiranih proteina koji su
porijeklom iz EV, kako bi se minimizirala moguénost da su analizirani proteini porijeklom iz
drugog stani¢nog odjeljka. Rezultati te analize pokazuju da je medu identificiranim proteinima
izmedu 68.77% (u skupini FOP u remisiji) i ¢ak 85.71% (u kontrolnoj skupini) porijeklaiz EV,
Sto ukazuje na ispravnost postupaka njihove izolacije iz krvne plazme i omogucuje daljnju
funkcionalnu analizu proteina. Za analizu proteina iz EV pomoc¢u LC-MS odabrani su uzorci
ispitanika s koStanim prijelomima iz druge vremenske tocke (razdoblje izmedu 7. i 21. dana
poslije prijeloma), zbog pretpostavke da ¢e u navedenom vremenskom periodu do¢i do
tranzicije koStanog cijeljenja iz pocetne (upalne) faze u fazu stvaranja mekog kalusa, a samim
time 1 do pojacanog lucenja faktora rasta i diferencijacije koji su odredeni kao molekule
interesa za analizu (9,90).

Identificirani proteini su analizirani s obzirom na udio koji je ukljuen u stani¢ne
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procese signalne transdukcije, stanicne komunikacije, stani¢nog rasta i/ili odrzavanja i
stani¢nog transporta. Navedeni procesi su odabrani kao mogucéi globalni pokazatelji dinamike
stani¢ne aktivnosti Koja potencijalno odrazava promjene kostanog metabolizma (90). Rezultati
su pokazali da je u vecini proucavanih procesa najveéi udio proteina iz skupine s kosStanim
prijelomom, $to pokazuje da se lokalna promjena na mjestu prijeloma potencijalno moze
odraziti na razini krvne plazme, odnosno sadrzaja EV-a. Najizrazenija razlika je vidljiva u
parametru stani¢nog rasta i/ili odrzavanja, gdje je udio uklju¢enih proteina u kontrolnoj skupini
6.1%, a u skupini s kostanim prijelomom ¢ak 34.7%. Rezultati za FOP skupine ukazuju na to
da se, u usporedbi s kontrolnom skupinom, nalaze veéi relativni udjeli proteina u svim
ispitivanim procesima te da se najveCa promjena dogada u sastavu EV proteina koji su
ukljuceni u stani¢ni rast 1/ili odrzavanje. Medusobnom usporedbom dvaju FOP skupina vidljivo
je da u ovim ispitivanim parametrima nema izrazene razlike izmedu ispitanika tijekom flare-
up-a i remisije. Navedeno se moze usporediti s rezultatima istrazivanja koja su pokazala da
promjene fizioloskih i patoloskih stanja (ukljucujuéi i koStano remodeliranje) mogu utjecati na
oslobadanje i sadrzaj EV- a (91,92). Rezultati drugih istrazivanja pokazuju da EV-i tijekom
kostanog cijeljenja prenose brojne faktore rasta vazne za kostano remodeliranje, osteogenezu i
angiogenezu, $to bi moglo objasniti razliku u udjelu proteina vaznih za stani¢ni rast (6).
Provedena je 1 analiza udjela identificiranih proteina koji su ukljuceni u stani¢ne puteve
vazne u cijeljenju prijeloma i enhondralnom okos$tavanju. Za analizu su odabrani signalni
putevi BMP, TGF-B, Wnt, VEGF, PDGF i IGF-1, koji se u literaturi navode kao klju¢ni u
navedenim procesima (10,90,93). Takoder sce BMP, TGF-B i Wnt signalni putevi specifi¢no
navode kao podleZze¢i u procesima heterotopne osifikacije, kao §to je to u FOP-u (94).
Istrazivanja su takoder pokazala da bi i VEGF, PDGF i IGF-1 signalni putevi mogli imati vazne
uloge u heterotopnoj osifikaciji (95-97). Rezultati su pokazali da je udio proteina uklju¢enih u
sve navedene signalne puteve najvec¢i u skupini s koStanim prijelomom. IstraZivanja se
visestruko poklapaju s navedenim rezultatima, navodeci da su u EV porijeklom iz aktiviranih
mezenhimalnih mati¢nih stanica identificirani Wnt, TGF, PDGF i BMP signalni putevi te da
EV porijeklom iz osteoblasta promoviraju diferencijaciju stromalnih stanica koStane srzi u
osteoblaste putem Wnt signalnog puta (98-100). Takoder, istrazivanje Kim i sur. je pokazalo
da EV porijeklom iz trombocita moduliraju proliferaciju i funkcije endotelnih stanica putem
VEGF signalnog puta, a Nahar i sur. zakljucuju da su EV u kostanim plo¢ama rasta prenosioci
BMP i VEGF molekula (101,102). Unato¢ dokazima o vaznosti ovih signalnih puteva i EV-a
u procesima fizioloskog kostanog cijeljenja i patoloske HO, u skupinama s FOP-om nije uocljiv

izrazen porast u udjelu proteina ovih signalnih puteva nasuprot kontrolne skupine. Relativni
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udjeli proteina za BMP, TGF-B i Wnt signalne puteve usporedivi s razinama u kontrolnoj
skupini, dok su te razine za VEGF, PDGF i IGF-1 ¢ak i nize nego u kontrolnoj skupini.
Usporedbom dviju FOP skupina, uocljivo je da je udio proteina u svim signalnim putevima
neznatno veci u ispitanika s flare-up-om, sto ukazuje na moguénost modifikacije proteinskog
sadrzaja EV u tim uvjetima. S obzirom na nedostatak literature o ulozi i sastavu EV u
patofiziologiji FOP-a, iz ovih se rezultata moze pretpostaviti da unato¢ njihovoj potencijalno
klju¢noj ulozi u HO-u, ispitivani signalni putevi u FOP-u ne djeluju putem EV-a na nacin koji
bi bio u znacajnoj mjeri razli¢it od zdravih pojedinaca. 1z svega navedenog, moze se zakljuciti
da proteinski sadrzaj EV ima ulogu u signalnim putevima vaznim za koStani metabolizam i da
se lokalno patofiziolosko stanje prijeloma moze odraziti na zastupljenost klju¢nih proteina EV,
Sto se odrazava razlikom izmedu kontrolne i skupine s prijelomom, dok se u pacijenata s FOP-
om ne uocava povecanje nasuprot kontrolne skupine.

Osim signalnih puteva vezanih za kostani metabolizam, analizirani su i signalni putevi
posredovani citokinima te su za analizu odabrani odredeni citokini koji su analizirani i u
plazmatskom odredivanju citokinskog profila. Analize signalnih puteva citokina s najveé¢im
faktorom promjene (npr. MCP-1 i RANTES) nisu provedene zbog ograni¢enih moguénosti
koriStenog racunalnog programa. Za sve analizirane signalne puteve citokina, osim IL-2 i IL-
6, uocena je najveca zastupljenost proteina u skupini s prijelomom. Nadalje, usporede li se
rezulati analize proteina EV-a s analizom citokinskog profila plazme, moze se uociti blago
povisena relativna ekspresija citokina I1L-2, IL-3, IL-5, IL-6 i TNFa u skupini s prijelomom
dijafize koja se potencijalno odrazila i u sastavu proteina EV. Udio proteina u FOP skupinama
uglavnom je usporediv s razinama kontrolne skupine. Medutim, medusobnom usporedbom
FOP skupina vidljiv je ve¢i udio signalnih puteva citokina IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, TNF i GM-
CSF u ispitanika s flare-up-om, $to se moze usporediti s rezultatima citokinske analize plazme
gdje je takoder vidljiv porast tih citokina u FOP flare-up-u nasuprot remisije. Istrazivanja su
pokazala da se citokini mogu luditi i putem EV-a te da se njihove razine u plazmi u razli¢itim
stanjima i bolestima mogu odraZavati i u sastavu EV-a (103). S obzirom na to da su brojni
citokini vazni za proces cijeljenja prijeloma te da je dokazano da EV mogu sudjelovati u
signalizaciji posredovanoj citokinima, pa ¢ak biti i put njihova izlu¢ivanja, moze se zakljuéiti
da uocene razlike odrazavaju sudjelovanje identificiranih EV proteina u kostanom cijeljenju
signalnim putevima posredovanim citokinima (6,14,84,103). Takoder, moze se zakljuciti da
rezultati nisu pokazali da EV proteini imaju klju¢nu ulogu u stani¢noj signalizaciji u FOP

pacijenata, unato¢ izrazenoj razlici koja je vidljiva u plazmatskoj razini citokina. Medutim, iz
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rezultata se moze pretpostaviti da se sastav EV proteina mijenja tijekom faza egzacerbacije

bolesti nasuprot faza remisije.

Pri donoSenju potencijalnih zakljucaka, nuzno je istaknuti i nedostatke ovog
istrazivanja. Nedostatak predstavlja relativno malen broj ispitanika, poglavito broj ispitanika s
FOP-om, koji je zbog iznimne rijetkosti bolesti (1:2,000,000) posebno ograni¢en. Takoder,
problem u analizi rezultata pacijenata s FOP-om je potencijalni utjecaj medikamentozne i
radioterapije koja se primjenjuje i, izmedu ostalog, moze odrazavati na razine citokina (104).
U ispitanika s koStanim prijelomima koji su prije uzimanja uzoraka lijeceni operativno, takoder
se ne mogu iskljuciti potencijalni utjecaji na razini krvne plazme (85). Promjene i razlike koje
su uocene na razini plazmatskih citokina 1 EV proteina trebaju se ispitati na ve¢im uzorcima i
pouzdanim kvantitativnim metodama analize kako bi se mogla ustvrditi statisticka znacajnost
uocenog.

Prednost provedenog istrazivanja predstavlja koriStenje vise proteomskih metoda
analize krvne plazme, koja je ukljucivala analizu ekspresije relativno velikog broja citokina te
analizu pomoc¢u LC-MS-a, koja omogucuje detaljne analize proteinskih profila bioloSkih
tekucina (58). Provedeno istraZivanje ucinilo je korak naprijed u pronalasku i standardizaciji
odgovarajucih protokola za izolaciju i analizu EV, koja 1 dalje predstavlja velik izazov u
biomedicinskim istrazivanjima (105). Istrazivanja koja se bave rijetkim bolestima, a poglavito
FOP-om, unato¢ tome $to su relativno malobrojna, predstavljaju vazan korak naprijed prema
razumijevanju i potencijalnom lijeCenju ove teSke bolesti (18). Navedeno se odrazava u
Cinjenici da unato€¢ opseznom pretrazivanju dostupne literature, nije pronadeno ni jedno
istrazivanje koje je koristilo metode 1 sli¢ne ispitivane skupine pacijenata obuhvacene ovim

istrazivanjem.
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7. ZakKljucci

Provedenim istrazivanjem napravljena je proteomska analiza krvne plazme ispitanika s

FOP-om i ispitanika s koStanim prijelomom te su analizirani dobiveni rezultati iz kojih se moze

zakljuciti:

1.

Citokinski profil ispitanika s FOP-om pokazuje razli¢itu relativnu ekspresiju citokina
od ispitanika s koStanim prijelomom, pri ¢emu je ve¢i faktor promjene u velikom broju
citokina posebno izrazen kod ispitanika u fazi egzacerbacije bolesti (engl. flare-up),
tijekom koje dolazi do HO-a.

U svim ispitivanim skupinama izrazen je visok faktor promjene relativne ekspresije
citokina MCP-1 i RANTES u usporedbi s kontrolnom skupinom, dok su IL-1, IL-3, IL-
8 1 TGF-B1 potencijalno specificni i klju¢ni za upalni proces i patolosko okostavanje u
FOP-u.

Proteinski sadrzaj EV-a izoliranih iz krvne plazme razlikuje se izmedu analiziranih
skupina s obzirom na relativni udio proteina ukljuen u pojedine stani¢ne bioloSke
procese i signalne puteve.

Proteinski sadrzaj EV-a ima ulogu u signalnim putevima vaznim za koStani
metabolizam te se lokalno patofizioloSko stanje kostanog prijeloma potencijalno moze
odraziti na funkciju proteina u EV-u.

Proteinski sadrzaj EV-a izoliranih od ispitanika s FOP-om ne pokazuje odstupanja od

ostalih skupina koja bi upucivala na njihovu vaznost u patofizologiji FOP-a.
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