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POPIS KORISTENIH KRATICA:

BMP- kosStani morfogenetski protein (prema engl. bone morphogenetic protein)

BSA- govedi serumski albumin (prema engl. bovine serum albumin)

CDMP- morfogeni protein izoliran iz hrskavice (prema engl. cartilage derived
morphogenetic protein)

EDTA- etilendiaminotetraoctena kiselina

ELISA- imunoenzimni test (prema engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

FGF- faktor rasta fibroblasta (prema engl. fibroblast growth factor))

GDF- ¢imbenik rasta i diferencijacije (prema engl. growth differentiation factor)
GDNF- neurotropni ¢imbenik izoliran iz glija stanica (prema engl. glial cell-derived
neurotrophic factor)

IL 10— interleukin 10

M-CSF- c¢imbenik poticanja mononuklearnih fagocitnih kolonija (prema engl.
macrophage colony-stimulating factor)

MRNA- glasnicka ribonukleinska kiselina

PBS- fosfatna puferirana otopina (prema engl. phosphate buffered saline)

PBS-T- fosfatna puferirana otopina + 0.05% Tween 20 (Sigma, SAD)

PDGF- Cimbenik rasta izoliran iz trombocita (prema engl. platelet derived growth
factor)

REML- metoda ograni¢ene najveCe vjerojatnosti (prema engl. restricted maximum
likelihood)

Smad — molekula Smad (prema engl. small mothers against decapentaplegic)

TGF- transformirajuéi Cimbenik rasta (prema engl. transforming growth factor)
TGFBr— receptor transformirajuceg ¢imbenika rasta

TMB- tetrametilbenzidin

VEGF- vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (prema engl. vascular endothelial growth

factor)



SADRZAJ:

(IS Vd = 7N R I
2. SUMMARY .o Il
3. UV DD 1
3.1. Transformirajuci Cimbenik rasta (TGF-B).........couiiiiiiiiiiiicce e, 1
3.2. Receptori transformiraju¢eg €imbenikarasta B .........cccccevevviiiiiiiiieeiee, 2
3.3. Receptor lll transformiraju¢eg ¢imbenika rasta B..........cccoovvviieieeeeeiiiiiiiinnnnnn. 2
3.4. Uloga TGF-B Ill receptora u cijeljenju Kosti...........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiein, 4
4. HIPOTEZA ..., 5
ST O | I | L I T 5
6. ISPITANICIH I METODE ... 6
G O £ o = 1 o o S 6
6.2. PrikKupljanje UZOraKa ...........ccoiiiiiiiieeiiie e 6
B.3. ELI S A 6
6.4. StatistiCka analiza.............cooii i 8
A 2 =4 | ) I 9
8. RAS P R AV A L 11
9. ZAKLIUCC ..ottt 13
10, ZAHVALE ... 14
11, LITERATURA et 15

12, ZIVOTOPIS ...t 19



1. SAZETAK

Novi marker za pracenje cijeljenja kosti u bolesnika s prijelomom duge kosti
Sara Medved

Transformirajuéi ¢imbenik rasta beta (TGF-) pripada velikoj superobitelji Cimbenika
rasta koji imaju vaznu ulogu u mnogim fizioloSkim i patoloSkim stanjima organizma, a
djeluje na stanicu preko svojih receptora. TGF- ima znac€ajnu ulogu u proliferaciji
epitelnih, endotelnih i hematopoetskih stanica te stani¢noj diferencijaciji, cijeljenju
rana, upali, angiogenezi i tumorogenezi. Mutacija TGF-B i njegovih receptora bitna je
u patogenezi bolesti, posebno karcinoma. Uloga TGF-3 prilikom razvoja i pregradnje
kosti prikazana je u mnogim istrazivanjima gdje se navedena molekula kod prijeloma
kostiju navodi kao jedan od prvih Cimbenika koji se moze detektirati u krvi pacijenata.
TGF-B Il receptor (TGFprlll) jedan je od najzastupljenijih receptora koji sudjeluje u
djelovanju TGF-B na stanice. U zdravih ljudi TGFrlll nije detektiran u plazmi, ali je
pronaden u pacijenata s prijelomom dugih kostiju. Cilj ove studije je pratiti
koncentraciju solubilnog TGFrlll prilikom prijeloma dugih kostiju u ljudi, te utvrditi
njegovu potencijalnu ulogu kao biomarkera u procesu kostanog cijeljenja. Istrazivanje
ukljuCuje 22 pacijenata starija od 18 godina s dijagnozom jednostrukog kostanog
prijeloma duge kosti traumatske naravi te 9 zdravih ispitanika bez ozljede kosStanog
sustava. Uzroci plazme prikupljeni su u razliitim vremenskim periodima od trenutka
prijeloma te tijekom redovitih kontrola, a zdravim ispitanicima tijjekom sistematskog
pregleda. Koncentracija TGFprlll u prikupljenim uzorcima plazme odredena je
pomocu ELISA metode, te analizirana pomocu metode ograni€ene najvece
vjerojatnosti REML. Dobivena koncentracija solubilnog TGFBrlll u zdravih ispitanika
iznosi X= 40%10.7 pg/mL. Koncentracija solubilnog TGFprlll nakon prijeloma
postepeno raste, doseze svoj plato izmedu 12. i 14. tjedna te zatim postupno pada
na svoju poc€etnu razinu krajem 25. tjedna. Studija je pokazala kako postoji izrazaj
TGFBrlll u plazmi zdravih pacijenata, te kako se koncentracija TGF@rlll prilikom
cijelienja kosti parabolicno mijenja. Stoga je za zakljuciti kako TGFBrlll mozemo

smatrati potencijalnim biomarkerom u cijeljenju kosti.

Klju€ne rijeci: TGFprlll, betaglikan, bioloSki marker, prijelom kosti, cijeljenje



2. SUMMARY

New marker for following bone healing in patients with long-bone fracture
Sara Medved

Transforming growth factor beta (TGF-3) belongs to a large growth factor superfamily
having an important role in a number of physiologic and pathologic states of the
organism, and it binds to the cell by means of its receptors. TGF-$ has an important
role in proliferation of epithelium, endothelium and hematopoietic cells and cell
differentiation, wound healing, inflammation, angiogenesis and tumorigenesis.
Mutation of TGF-B and its receptors is essential in pathogenesis of disease,
especially carcinoma. The influence of TGF-3 during bone formation and remodeling
has been shown throughout many researches where the respective molecule in bone
fracture is noted as one of primary factors able to be detected in patients’ blood.
TGF-B Il receptor (TGFBrlll) is among the most present receptors participating in
action of TGF-B on cells. TGFBrlll is not detected in plasma of healthy people, but it
has been found in patients with long bone fracture. The aim of this study is to monitor
the concentration of soluble TGFprlll during long bone fractures in humans and to
determine its possible role as a biomarker in bone healing follow up. The study
involved 22 patients aged 18 and above with the diagnosis of single long bone
fracture induced by trauma and 9 healthy volunteers (no skeletal trauma). Plasma
samples were taken in different temporal instants beginning with moment of fracture
during regular control examinations and in healthy subjects during physical
examination. TGFBrlll concentration in collected samples was determined using
ELISA method, and was analyzed using REML method. Concentration of soluble
TGFBrlll in healthy individuals amounts to X= 40+10.7 pg/mL. Concentration of
soluble TGFBrlll after fracture rises steadily, reaching plateau between week 12 and
14, and then falls slowly to its initial value at the end of week 25. This study has
shown that there is expression of TGFfrlll in plasma of healthy individuals and that
concentration of TGFrlll during bone healing exhibits parabolic change. It can be
concluded therefore that TGFBrlll may be considered potential biomarker for bone

healing.

Key words: TGFrlll, betaglycan, biological marker, bone fracture, fracture healing.



3. UuvoD

3.1. Transformirajuci Cimbenik rasta (TGF-(3)

Transformirajuéi ¢imbenik rasta beta (TGF-B prema engl. transforming growth factor
B) je Clan TGF-B superobitelji, koja obuhvaéa niz proteina, poput aktivina, kostanog
morfogenetskog proteina BMP-a (prema engl. bone morphogenetic protein),
Cimbenika rasta i diferencijacije GDF-a (prema engl. growth differentiation factor),
neurotropnog ¢imbenika izoliranog iz glija stanice GDNF-a (prema engl. glial cell-
derived neurotrophic factor), ali i mnogih drugih. Clanovi TGF-B superobitelji imaju
veliku ulogu u embrionalnom razvoju, stani¢noj diferencijaciji, sekreciji hormona te
utjecaj na imunoloski sustav (Kingsley 1994). Svi pripadnici TGF-B superobitel;i
polaze od zajedniCkog prekursora te se proteolitickim cijepanjem oslobadaju
funkcionalni dimeri. Posljedicno tomu, sve tri izoforme TGF-3: TGF-B 1, TGF- 2,
TGF-B 3 nastaju iz zajedniCkog prekursora. Vecina tkiva u fizioloSkim uvjetima ima
normalno izrazene molekule TGF-B, Sto je suprotno nekim anti-inflamatornim
citokinima, poput IL-10, Cija je ekspresija regulirana prisutnoS¢u patogena (Li et al.
2012). U epitelnim stanicama molekula TGF-f ima antiproliferativno djelovanje, a
takvo djelovanje ima i u poCetnom stadiju onkogeneze (Hill et al. 2009). TGF-
indukcijom inhibitora protein kinaza zaustavlja napredovanje kroz stani¢ni ciklus u
G1-fazi (Cooper & Hausman 2004).

Molekula TGF-B igra vaznu ulogu u mnogim fizioloSkim, ali i patoloSkim stanjima
organizma (Santibanez et al. 2011). Poznata je i uloga TGF- molekule u nekim
patoloskim stanjima poput kardiovaskularnih oboljenja (primjerice u aterosklerozi,
arterijskoj hipertenziji, primarnoj pluénoj hipertenziji), bolesti vezivnog tkiva (Marfanov
sindrom, fibroza), bolesti  miSi¢no-kostanog sustava (Camurati-Engelmannova
bolest, fibrodisplazia ossificans progressiva, osteoporoza, Duchennova misi¢na
distrofija), reproduktivnog sustava (npr. menopausa precox), hereditarne
karcinomatoze (juvenilna polipoza, Cowdenov sindrom, hereditarni nepolipozni
karcinom kolona), sporadicnog karcinoma (karcinom dojke, kolorektalni karcinom,
karcinom gusteraCe, karcinom pluca, karcinom prostate), poremecaja razvoja
(rascjep nepca, situs inversus i situs ambiguus) kao i u neuroloskim bolestima
(Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolesti) (Santibatez et al. 2011; Gordon & Blobe
2008).



3.2. Receptori transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta 3

Djelovanje TGF-B na tkiva i stanice ostvaruje putem receptora koji potom utjeCu na
daljnji prijenos signala. TGF-3 receptori su protein kinaze koje fosforiliraju serinske ili
treoninske ostatke na svojim proteinskim supstratima (Cooper & Hausman 2004).
Izolirane su dvije vrste receptora za TGF-B, izoforme tipa | (TGFBrl ) i Il (TGFrll).
Medusobno se razlikuju strukturalno i funkcijski (Pakyari et al. 2013). Radi se o
transmembranskim proteinima s kratkom izvanstanicnom regijom, jednostrukom
hidrofobnom transmembranskom uzvojnicom i citoplazmatskim dijelom koji djeluje
kao serin treonin kinaza. Medusobno se razlikuju u broju cisteinskih ostataka u
izvanstani¢noj regiji, te u slijedu aminokiselina koje prethode kinaznoj regiji (Kingsley
1994). TGFBrl ne moze vezati ligande TGF-B 1 niti TGF- 2, dok TGFprll pokazuje
nizak afinitet za TGF-f 1, a za TGF-B 2 nema afinitet. TGF-B 1 vezZe se visokim
afinitetom na receptore TGFBrl i TGFrll ukoliko su oba receptora istodobno izrazena
na membrani. Medutim, zajednicki izrazaj TGFBrl i TGFBrll na membrani ne utjeCe
na afinitet vezanja TGF- 2, stoga je i tada afinitet vezanja TGF-B 2 na receptore
nizak. Osim vezanja na receptore tipa | i || TGF-B se takoder veze i na njegove
koreceptore: endoglin i TGF-B Il receptor (TGFprlll) (Gatza et al. 2010). Koreceptori
olakSavaju vezanje i djelovanje TGF-B na receptore tipa | i Il na povrSini stanice.
TGF-B Il receptor na koji je vezana molekula TGF-B ima veliki afinitet za vezanje na
TGF-B 1i TGF-B 2 molekulu (Lopez-Casillas et al. 1991). Stoga, djelovanje TGFprlll
pojacava vezanje TGF-B na pripadajuce signalne receptore. To svojstvo posebno je
vidljivo na primjeru TGFBrl i TGFBrll koji u odsutnosti TGFrlll pokazuju slabi afinitet
za TGF-B 2 molekulu. Najveci udio receptora iz TGF- skupine €ini upravo TGF- IlI

receptor.

3.3. Receptor lll transformirajuceg ¢imbenika rasta 3

TGF-B 1l receptor ili betaglikan je transmembranski proteoglikan koji se sastoji od
dvije velike izvanstaniCne regije te kratke citoplazmatske domene (Santibanez et al.
2011). S izvanstanicnom N-regijom veze na sebe TGF-B molekulu koju onda dalje
prezentira TGF-B | ili Il receptoru, gdje vezanje liganda na betaglikan dovodi do
formiranja odnosno stabilizacije TGFBrl i TGFrpll te do aktivacije kinazne regije

TGFrBll koja potom fosforilira i time aktivira TGFrl. Tako aktivirani TGFr3l zapocinje

2



kaskadu signalnog puta fosforilacijom pripadnika porodice transkripcijskih ¢imbenika
Smad, koji se potom translociraju u jezgru gdje utjeCu na izrazaj gena (Slika 1.) (Shi
& Massague 2003). Stanice imaju mogucénost odcjepljenja izvanstani¢ne regije
betaglikana sa svoje stanicne membrane te tako otpusteni se naziva solubilni
betaglikan. U takvom obliku betaglikan gubi moguénost prezentiranja TGF-
molekule TGF-B receptorima | i Il, dapace, topljivi betaglikan je potentni inhibitor
vezanja TGF-B molekule na membranske receptore (Lopez-Casillas et al. 1994).
Mnoge studije dokazale su vaznost TGFrlll ve¢ u embrionalnom razvoju. U miSeva
s izbaCenim genom za TGFprlll zamijecena je uloga TGFprlll u razvoju testisa. U
tako genetski modificiranih miSeva pronaden je i reducirani broj nefrona i hipoplazija
bubrega, inducirana apoptoza hepatocita te manjkavi razvoj koronarnih arterija, Sto
sve posljedicno dovodi do smrti miSeva prije okota (Sarraj et al. 2013; Walker et al.
2011; Stenvers et al. 2003; Compton et al. 2007). Osim spomenutog, funkcija
TGFrlll prou€avana je i u onkogenezi (Mytheye & Blobe 2009).
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Slika 1. Glavni signalni put transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta  (TGF-B). Prilagodeno
prema: Wells (2000), uz dopustenje American Journal of Physiology -

Gastrointestinal and Liver Physiology



3.4. Uloga TGF-B lll receptora u cijeljenju kosti

Kost je u stalnom procesu pregradnje koju Cini uravnotezeni sustav razgradnje i
izgradnje djelovanjem kostanih stanica te velikog broja regulatornin molekula.
Prilikom kostanog prijeloma dolazi to otpustanja Cimbenika rasta i citokina, Cija se
prisutnost moze detektirati u plazmi i urinu (Anderson & Anderson 2002). Vecinu njih
sintetizira koStano tkivo, a manji broj upalne stanice (Barnes et al. 1999). Medu prvim
C¢imbenicima koji se neposredno poslije prijeloma mogu detektirati su Cimbenik rasta
izoliran iz trombocita, PDGF (prema engl. platelet derived growth factor) te TGF-£.
TGF-B je pleotropni €imbenik rasta kojeg u stvorenom hematomu oslobadaju
degranulirani trombociti te izvanstani¢ni matriks na mjestu prijeloma (Bolander 1992).
Nakon otpustanja citokina slijedi infiltracija makrofaga i ostalih stanica upale koje
podupiru sintezu PDGF-a i TGF-p te ¢imbenik rasta fibroblasta, FGF (prema engl.
fibroblast growth factor) (Barnes et al. 1999). Ekspresija TGF-B izrazena je tijekom
cijele hondrogeneze i enhondralnog okostavanja, s vrhuncem koncentracije mRNA
oko 6. dana poslije frakture. Nakon 10. dana razina ekspresije mMRNA pada, da bi se
ponovno povecala 14. dan i kao takva ostala uve¢ana do kraja 4. tjedna. Rast
koncentracije TGF-B do 6. dana podudara se s hipertrofijom hondrocita, dok pad u
koncentraciji TGF-B poslije 4. tjedna korelira s vrhuncem ekspresije kolagena tipa |l
(Joyce et al. 1990; Barnes, et al. 1999).

Prva saznanja o ulozi TGF-B u cijeljenju kosti dobivena su u studiji o cijeljenju
defekta lubanje u zeCeva kod koje je jednokratna primjena rekombinantnog humanog
TGF-B1 na kostani defekt inducirala ubrzanu migraciju i proliferaciju osteoblasta u
prva tri dana, dok se nova kost formirala i u potpunosti zatvorila defekt unutar 28
dana (Richardson et al. 1993). Osim spomenutog utjecaja na plosnatu Kkost,
zamijeCen je utjecaj na duge kosti. U studiji koja je pratila cijeljenje goljeni¢ne kosti u
zeCeva kontinuirana infuzija TGF-3 proteina rezultirala je pove¢anom maksimalnom
snagom savitljivosti te uve¢anom formacijom kalusa (Lind et al. 1993). Medutim,
upravo nacin primjene TGF-B u vidu kontinuirane infuzije jedan je od glavnih
nedostataka ove spoznaje. Naime, u pokuSajima reproduciranja rezultata pri
individualnim dozama isti nisu postignuti. Tako se smatra da je upravo nacin
primjene, poput kontinuirane infuzije ili u€estalog injiciranja TGF- na mjesto frakture

limitirao kliniCku korisnost (Barnes et al. 1999).



Solubilni oblik TGFrlll u zdravih ljudi do sada nije karakteriziran u ljudskoj plazmi, no
njegova prisutnost je potvrdena u uzorcima plazme pacijenata s prijelomom dugih
kostiju tehnikom spektrometrije (Grgurevic et al. 2007, 2012). Prisutnost TGFprlll u
patoloSkom stanju poput kostanog prijeloma namece se kao mogucénost definiranja
TGFBrlll kao biomarkera u pracenju dinamike cijeljenja. Odredivanje TGFprlll
receptora u plazmi pacijenata s kostanim prijelomom moglo bi znacajno pomodi i
nadopuniti konvencionalne metode poput rendgenskih slika, magnetske rezonance te
scintigrafije kostiju (Grgurevic et al. 2012), posebice kada se radi o prijelomima koji
imaju veliku moguénost nastanka pseudoartroze. Upotreba TGFprlll kao specificnog
biomarkera uz pomo¢ kojeg bi se kroz promjene koncentracije moglo pratiti cijeljenje

kosti zasigurno bi pripomogla dijagnozi, terapiji, ali i prognozi.

4. HIPOTEZA

Promjena koncentracije solubilnog TGFprlll u plazmi bit ¢e jasno definirana za svaku

pojedinu fazu koStane regeneracije, odnosno cijeljenja.

5. CILJEVI RADA
Opé¢i cilj ove studije je utvrditi mogucénost koristenja solubilnog TGFrlll kao
biomarkera cijeljenja kostiju. Specifi¢ni cilj je pratiti ekspresiju solubilnog TGFrlll u

plazmi pacijenata s prijelomom duge kosti, te opisati opazenu promjenu ekspresije.



6. ISPITANICI | METODE

6.1. Ispitanici
U studiju su bili uklju€eni pacijenti stariji od 18 godina s dijagnozom jednostrukog

prijeloma duge kosti traumatske naravi (iskljuCenje Zenskih osoba starijih od 65
godina radi mogucée prisutnosti nedijagnosticirane osteoporoze). Kao kontrola
koriSteni su uzorci plazme zdravih osoba bez prisutnosti kostane traume. Ispitanicima
je objasnjen cijeli postupak i uvjeti uklju€ivanja u studiju, te je od svakog dobiven
informirani pristanak za koriStenje uzorka plazme u znanstvene svrhe. Za navedeno
dobivene su suglasnosti institucionalnih EtiCkih povjerenstava, Klinike za
traumatologiju KBC ,Sestre milosrdnice“ gdje se odvijalo prikupljanje uzoraka kao i

Medicinskog Fakulteta SveuciliSta u Zagrebu gdje je napravljena analiza uzoraka.

6.2. Prikupljanje uzoraka
Uzimanje uzoraka ispitanicima s prijelomima vrSilo se u ambulanti Klinike za

traumatologiju KBC ,Sestre milosrdnice” u Zagrebu u razdoblju od 2009. do 2011.
godine po postavijanju dijagnoze jednostrukog kostanog prijeloma duge Kkosti.
Uzimanje uzoraka ispitanicima bez prijeloma provodilo se prilikom redovnih
sistematskih pregleda nakon utvrdivanja zdravstvenog stanja.

Prikupljeni su uzorci plazme od 22 pacijenta s dijagnosticiranim kostanim prijelomom,
te 9 uzoraka plazme zdravih pojedinaca. Zdravi dobrovoljci dali su po jedan uzorak
pune Krvi. Ispitanicima s prijelomom uzeto je najmanje 1 do najviSe 7 uzoraka u
razli€itim vremenskim intervalima u odnosu na dan prijeloma. Uzorci krvi vadeni su u
epruvete s antikoagulansom EDTA (etilendiaminotetraoctena kiselina) (BD, SAD, 4
ml). Uzorci su vadeni unutar 24 sata od postavljanja dijagnoze, zatim unutar 48 sati
od postavljanja dijagnoze te po dolasku pacijenta na kontrolu ambulantno (4, 6
odnosno 7 dana poslije prijeloma, a potom varijabilno do 176. dana nakon
dijagnosticiranja prijeloma). Nakon prikupljanja uzorci krvi su centrifugirani na 20
minuta pri centrifugalnoj sili od 1000 x g, pri ¢emu se plazma odvojila od krvnih
stanica. Plazma je odvojena u Ciste polipropilenske tube te je ista zamrznuta prvo na

-20°C, potom na -80°C. Do analize uzorci su bili pohranjeni na temperaturi od -80°C.

6.3. ELISA
Prikupljeni uzorci plazme su radi utvrdivanja TGFprlll kao potencijalnog biomarkera

cijelijenja prijeloma kosti analizirani pomocu ELISA metode (prema engl. Enzyme-



Linked Immunosorbent Assay). Uzorci su analizirani u mikrotitarskim plo€icama
(Immunolon, 2HB, Thermoscientific, SAD) Ciji su bunarci¢i bili presvuceni TGFprlll
monoklonskim protutijelima (Mab242-1, R&D, SAD) koja su koriStena kao protutijela
za vezanje TGFprlll iz plazme pacijenata. Postupak vezanja u bunarcice na plocici
odvijao se inkubacijom protutijela s 1x PBS-om (fosfatna puferirana otopina) na +4°C
preko noci. Sljedeéi dan plo€ica je isprana tri puta s 1x PBS-T puferom (fosfatna
puferirana otopina + 0.05% Tween 20 (Sigma, SAD)), te su nespecifitna vezna
mjesta blokirana s 1% BSA (albumin iz govedeg seruma) u 1xPBS-u inkubacijom 30
minuta na 37°C. Nakon blokiranja plocica je isprana 3 puta s 1x PBS-T puferom te je
nanesen standard u serijskim razriedenjima od 300ng/mL do 6.25ng/mL i prikupljeni
uzorci plazme u ukupnom volumenu od 100 uL po bunarciéu.

Nakon 120 minuta inkubacije na +37°C, plocica je isprana 3 puta s 1x PBS-T
puferom  nakon ¢ega je uslijedilo dodavanje detektirajuceg protutijela koje
prepoznaje epitop TGFprlll proteina (poliklonsko protutijelo proizvedeno u kuni¢a u
Laboratoriju za mineralizirana tkiva) u razrijedenju od 1:5000 i posljedi¢na inkubacija
u trajanju od 60 minuta na 37°C. Nakon inkubacije, ploCica je isprana 3 puta s 1x
PBS-T puferom te je na plo€icu naneseno sekundarno protutijelo proizvedeno u
kuni¢a konjugirano s biotinom (anti-rabbit+Biotin, BAF0008, R&D, SAD). Zatim je
uslijedila inkubacija od 45 minuta na 37°C nakon ¢ega je plogica isprana 3 puta s 1x
PBS-T puferom. Za detekciju vezanih TGFprlll proteina koristen je kompleks
streptavidina konjugiranog s enzimom peroksidazom (DY998, R&D, SAD) te je
plocica inkubirana 30 minuta na +37°C. Uslijedilo je ispiranje plogice 3 puta s 1x
PBS-T puferom i dodavanje supstrata tetrametilbenzidina, TMB-a (T2885, Sigma,
SAD), koji je bio pomijeSan sa citrat-acetatnim puferom, pH 5.9, i vodikovim
peroksidom, H,O, (Kemika, Hrvatska). Nakon pojave plavog obojenja, reakcija je
zaustavljena 1M otopinom sumporne kiseline, H,SO,4. Apsorbancija uzoraka je
oCitana na Biotek EI808 c¢itaCu mikrotitarskih ploCica (Biotek, SAD) pri 450 nm. Iz
krivulje standarda, nelinearnom regresijom u 4 toCke izraCunata je koncentracija

TGFBrlll proteina u uzorcima plazme pacijenata s prijelomom.



Slika 2. ELISA metoda: A) mikrotitarska ploCica s obostrano nanesenim uzorcima

plazme pacijenata s dijagnozom prijeloma duge kosti, B) mikrotitarska plo€ica nakon
dodavanja supstrata TMB u bunarcic¢e, C) mikrotitarska ploCica nakon zaustavljanja

reakcije otopinom H2SOy4.

6.4. StatistiCka analiza
Iz dobivenih vrijednosti koncentracija TGFprlll proteina u plazmi pacijenata s

prijelomom dugih kostiju izbaCeni su oni uzorci za koje je primijeéeno povecano
geliranje plazme buduéi da postoji moguénost smanjena koncentracije TGFprlll
proteina u plazmi takvih uzoraka. Analiza prema mjeSovitom modelu zasniva se na
primjeni metode ograniCene najvecCe vjerojatnosti REML (prema engl. restricted
maximum likelihood) metode procjene komponenti varijance. U ovom slu€aju se izbor
najboljeg modela provodi na temelju Akaikeovog informacijskog kriterija (AIC) i
Bayesovog informacijskog kriterija (BIC). REML metodom dobiven je uvid u
zastupljenost pojedinih izvora varijabilnosti u ukupnoj varijanci za sve istrazivane
varijable. U analizi se koristila programska podrS§ka SAS za operacijski sustav
Windows 9.3 (SAS Inc., Cary, NJ) licenciran Medicinskom fakultetu SveuciliSta u

Zagrebu.



7. REZULTATI

Dobivene koncetracije solubilnog TGFrlll proteina u plazmi pacijenata Sirokog su
raspona te se kre¢u od 1.12 pg/mL do 197.78 pg/mL.

Slika 3. prikazuje trend kretanja koncentracija TGFprlll proteina u pacijenata tijekom
vremena kao i aritmeticki sredinu i standardnu devijaciju koncentracije TGFprlll
proteina u plazmi osoba bez dijagnosticiranog prijeloma (HV). Rezultati su pokazali
kako u osoba bez dijagnosticiranog prijeloma postoji izrazaj TGFBrlll (X=40+10.7
pg/mL). Promjenu koncentracije solubilnog TGFprlll u pacijenata s kostanim
prijelomom najbolje opisuje polinomijalni model 2. reda (kvadratiéni model, eng.
quadratic fit), odnosno parabola. U tom su modelu Akaikeov i Bayesov informacijski
kriteriji najnizi. Linija kvadraticnog modela presijeca ordinatu na vrijednosti
koncentracije od 40pg/mL, upravo u vrijednostima aritmetiCke sredine izmjerenih

koncentracija ispitanika bez prijeloma.

g Dusdrntic 0i; AMG=SH0, BIC=020
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Slika 3. Prikaz raspodijele koncentracije uzoraka ispitanika te opis raspodijele

koncentracije uzoraka pacijenata s prijelomom polinomijalnim modelom 2. reda

Pomo¢u REML metode izradena je prediktivna krivulja koja opisuje kretanje
solubilnog TGFrlll proteina u plazmi poslije jednostrukog prijeloma duge Kkosti.
Fiksni elementi su ,vrijeme® te ,spol, dok je nasumican efekt (G-matriks kovarijance)
odnos ponovljenih mjerenja u svakog ispitanika.

Slika 4. prikazuje kvadraticni model krivulje koja opisuje prediktivnu promjenu

koncetracija solubilnog TGFprlll proteina u ispitanika s prijelomom.
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Slika 4. Prikaz kvadrati¢ne krivulje koja opisuje prediktivnu promjenu koncentracije

TGFrlll u ispitanika s prijelomom duge kosti

Utvrdena promjena TGFprlll proteina u cijeljenju kosti moze se opisati parabolom:
koncentracija TGFprlll uslijed prijeloma postepeno raste, doseze svoj plato izmedu
12. i 14. tjiedna od nastanka prijeloma, te zatim pocinje padati, da bi kroz 180 dana

koncentracija TGFrlll dosla na po€etnu razinu trenutka nastanka prijeloma.

Tablica 1. prikazuje vremensko gibanje koncentracije TGFprlll proteina u ispitanika
Zenskog spola. Razlike u spolu nisu statistiCki znacajne (p<0.414).

Tablica 1. Utjecaj vremena na TGFrlll vrijednost u plazmi

koeficijent (95% CI) p-vrijednost
Zenski spol 12.4 (-18.5, 43.2) 0.414
Vrijeme (u danima) 0.530 (0.133, 0.927) 0.001
Umnozak vremena -0.003 (-0.006, -0.001) 0.014

Cijeli model kvadraticne krivulje objasnjava oko 9% varijabilnosti izmjerenih
koncentracija.
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8. RASPRAVA

Dosadasnje studije prikazuju proces cijeljenja ne samo kao lokalnu, vec i sistemsku
reakciju uslijed uklanjanja bioaktivnih molekula s mjesta prijeloma (Sarahrudi et al.
2011). Mnoge studije opazaju karakteristiche promjene u serumskim koncentracijama
brojnih enzima i E¢imbenika rasta tijekom cijeljenja (Weiss et al. 2005; Zimmermann et
al. 2005; Giannoudis et al. 2008). Ova studija prikazuje koncentraciju solubilnog
TGFBrlll u serumu pacijenata s prijelomom duge kosti i usporeduje ju s
koncentracijom u zdravih ljudi. U nasoj studiji promjene koncentracije ne pokazuju
razlike izmedu spolova, stoga mozemo komentirati dobivene rezultate neovisno o
spolu ispitanika.
Rezultati su pokazali kako u osoba bez dijagnosticiranog prijeloma postoji izrazaj
solubilnog TGFrlll, dok u dosadasnjim istrazivanjima ekspresija solubilnog TGFprlll
u zdravih nije zamije¢ena (Grgurevic et al. 2012). Kako se TGF-B moze detektirati pri
mnogim patoloSkim stanjima (Santibatez et al. 2011; Gordon & Blobe 2008) ne
mozemo iskljuciti moguénost da nasumi¢no odabranim ispitanicima bez prijeloma nije
u podlozi nedijagnosticirani patoloski proces. Medutim, ukoliko i postoji patoloski
proces u tijeku, nisu se joS razvili simptomi ni znakovi bolesti, buduci da su ispitanici
poslije sistematskog pregleda utvrdeni kao zdravi. Ova spoznaja je stoga novi uvid u
razumijevanje ekspresije solubilnog TGFprlll u zdravih osoba.
Rezultati su pokazali kako poslije jednostrukog prijeloma duge kosti dolazi do
promjena koncentracije TGFBrlll u plazmi. Takvi rezultati idu u prilog dosadasnjim
spoznajama o TGFprlll (Grgurevic et al. 2007, 2012). Plato koncentracije solubilnog
TGFBrlll u plazmi pacijenata nastupa izmedu 12. i 14. tjedna od nastanka prijeloma.
S druge strane, plato koncentracije TGF- 1 nastupa izmedu 4. i 8. tjedna od
nastanka prijeloma (Sarahrudi et al. 2011). U tom periodu dolazi do pozitivne
povratne sprege u aktivaciji osteoblasta putem TGF-3. Ovakve promjene uocCene su i
u promjenama koncentracije ¢imbenika poticanja mononuklearnih fagocitnih kolonija
M-CSF-a (prema engl. macrophage colony-stimulating factor) i vaskularnog
endotelnog Cimbenika rasta VEGF-a (prema engl. vascular endothelial growth factor)
(Sarahrudi et al. 2011), stoga se moze zakljuiti da je njihova sistemska prisutnost
potrebna prilikom cijeljenja. Buduéi da za vezanje TGF-Bf 1 nije nuzno potreban
TGFBrlll, sporije dosezanje platoa TGFprlll u ovoj studiji te naknadni pad moZze biti
pripisan interakciji s TGF- 2 za Cije djelovanje je TGFprlll znacajnije potreban.
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Trajanje cijeljenja prijeloma dugih kostiju u odraslih traje od 4. do 16. tjedana (Sosa
et al. 2007). Primije¢eno je da koncentracija TGFprlll krajem 25. tjedna (180. dan)
dolazi na razinu koncentracija TGFprlll zdravih ispitanika, stoga je za pretpostaviti da
iako simptomatski niti rendgenoloski znakovi remodeliranja kosti do tada viSe nisu
vidljivi, na stani€¢noj osnovi i dalje je uvecani izrazaj TGFrlll. U studiji ne definiramo
razliCite vrste prijeloma dugih kostiju, stoga moZzemo samo nagadati promjenu
TGFBrlll u specificnom prijelomu, poput usporedbe ekspresije u prijelomu pal€ane
kosti Cije cijeljenje traje od 4. do 6. tjedana te bedrene kosti Cije cijeljenje traje od 12.
do 16. tjedana. No, razine TGFrlll poprimaju pocetnu vrijednost daleko poslije
zacjeljivanja dugih kostiju, Sto govori u prilog dugotrajnoj stani¢noj ekspresiji TGFrll|
poslije prijeloma, a za pretpostaviti je mogucnost promjene u kretanjima
koncentracije solubilnog TGFBrlll prilikom nastanka pseudoartroze. Takoder,
vrijednosti TGFprlll bi se mogle usporedivati i u razli€itim vrstama terapije, poput
imobilizacije u sadrenom zavoju, odnosno razli€itim metodama kirurSke imobilizacije.
Isto tako, u studiji nisu uklju¢ene informacije o dobi ispitanika. MoZemo pretpostaviti
da odredene razlike postoje u kontekstu izrazaja TGFprlll u ovisnosti o dobi.

PovecCanjem broja ispitanika i broja uzoraka prilikom cijeljenja dobio bi se to¢niji uvid
u koncentracije TGFprlll, te u promjenu koncentracije. Usporedbom pracenja
solubilnog TGFBrlll s rendgenskim snimkama cijeljenja koStanog prijeloma postigao
bi se i jasniji kliniCki znaCaj rezultata. Ovakav tip istrazivanja mnogo ovisi o
suradljivosti ispitanika, odnosno o njihovim dolascima na redovite kontrole u
nadleznu zdravstvenu ustanovu, te je vazno prilikom daljnjeg istrazivanja solubilnog

TGFrlll kao biomarkera za cijeljenje kosti sve ove parametre imati u vidu.
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. ZAKLJUCCI

. Solubilan TGFBrlll prisutan je u plazmi zdravih ispitanika u koncentraciji od
X=40%10.7pg/mL.

. U pacijenata s prijelomom duge kosti utvrden je trend kretanja vrijednosti
koncentracije solubilnog TGFprlll koji opisuje paraboli¢na, kvadratna krivulja:
koncentracija TGFprlll u serumu pacijenata uslijed prijeloma duge kosti
pocinje rasti, da bi izmedu 12. i 14. tjiedna nastupio plato krivulje, nakon ¢ega
dolazi do smanjenja koncentracije TGFBrlll na razinu detektirane

koncentracije TGFBrlll u serumu zdravih ispitanika krajem 25. tjedna.

3. TGFBrlll mozemo smatrati potencijalnim biomarkerom u cijeljenju kosti.

4. Za daljnju verifikaciju solubilnog TGFRrlll kao biomarkera potrebno je

sustavno korelirati ovdje uporebljenu metodu sa standarnim metodama
pracenja cijeljenja, ovisno o spolu, dobi, vrsti i mjestu prijeloma te vrstom

terapije.
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