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1. UVOD

1.1. Kostani morfogenetski proteini

1.1.1. Otkrice kostanih morfogenetskih proteina

Istrazivanja vezana uz regeneraciju kostiju zapocela su sredinom dvadesetog stoljeca
kada je Pierre Lacroix postavio hipotezu induktivne uloge kosti, nazivajuéi je osteogeninom (1-
3). Lacroix je pretpostavio da kost sadrzava jednu ili vise osteogenih substanci kada je pokazao
da alkoholni ekstrakti epifizne hrskavice i kosti induciraju stvaranje kosti prilikom ugradnje
ispod bubrezne kapsule (2). Za samo otkri¢e koStanih morfogenetskih proteina zasluzan je
Marshall R. Urist koji je 1965. godine pokazao da se nastajanje kosti de novo moze postici
primjenom demineraliziranog kosStanog matriksa (engl. Demineralized Bone Matrix, DBM)
potkoznom ili intramuskularnom ugradnjom u Zivotinja (4-6). Cimbenik odgovoran za
ektopi¢no nastajanje kosti nazvan je “kostani morfogenetski protein” s obzirom na to da je
njegova osteoinduktivna aktivnost prekinuta digestijom tripsinom (5, 7). Medutim,
razumijevanje same aktivnosti kostanog morfogenetskog proteina ostala je nedokucena, sve
dok Wang i sur. (8) nisu pokazali da izolirana pojedinacna linija na elektroforeznom gelu iz
ekstrakata govede kosti pokazuje BMP aktivnost pri ¢emu je uslijedilo sekvencioniranje peptida
dobivenih digestijom tripsinom izoliranih iz spomenutog gela (7). Razvojem molekularne
biologije 80-ih i 90-ih godina proslog stolje¢ca omoguéeno je sekvencioniranje i kloniranje
kostanih morfogenetskih proteina. John Wozney i njegovi suradnici zasluzni su za prvo
kloniranje BMP molekula 1988. godine, pri ¢emu se pokazalo da kostani morfogenetski proteini
spadaju pod nadobitelj citokina transformirajuc¢eg faktora rasta beta (engl. Transforming
Growth Factor-g, TGF-5) (4, 8, 9). Daljnji napori i istrazivanja znanstvene zajednice doveli su
do znacajnih otkrica i razumijevanja uloga koStanih morfogenetskih proteina u vitalnim
fizioloskim procesima koji ukljucuju stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju, inhibiciju rasta i

sazrijevanja u razli¢itim tipovima stanica, 0visno o njihovoj stani¢noj mikrookolini (4, 10).



1.1.2. Definicija i klasifikacija

Kostani morfogenetski proteini (engl. Bone Morphogenetic Proteins, BMPS) su grupa
filogenetski konzerviranih pleotropnih faktora rasta koji su ¢lanovi nadobitelji TGF-B, a
ukljuceni su u brojne uloge, ukljucujuéi stani¢nu proliferaciju, apoptozu, diferencijaciju i
morfogenezu (11-13). Mehanicisti¢ki, kostani morfogenetski proteini su glikoproteini koje luci
stanica, a djeluju kao ligandi za receptore prisutne na plazma membrani razli¢itih tipova stanica,
¢ime se ostvaruju parakrini i autokrini u¢inci. Transdukcija ovoga signala prolazi kroz kaskadu
specificnih molekula, zapo€injuéi s receptorima serin/treonin kinaze, a zatim preko Smad
proteina u jezgru stanice (13). Trenutno, poznato je oko dvadeset molekula koStanih
morfogenetskih proteina koji su identificirani i grupirani s obzirom na njihovu sli¢nost u
aminokiselinskom slijedu (13). Ime “kostani morfogenetski protein” ne determinira biolosku
aktivnost odnosno osteoinduktivnu funkciju svih BMP ¢lanova TGF- nadobitelji. Naime, ovi
morfogenetski proteini dobili su isto ime jer su klonirani na temelju homologije DNA ili
aminokiselinskog slijeda, a ne na temelju njihove bioloske aktivnosti (7). Bioloska aktivnost
stvaranja kosti odnosno osteoindukcija u neskeletnim mekim tkivima, prisutna je kod nekoliko
BMP i GDF (engl. Growth and Differentiation Factors, GDF) molekula, ali ne i kod TGF—
proteina i aktivina. Kostani morfogenetski proteini imaju vrlo konzerviranu strukturu koja je
slicna ¢lanovima TGF-B nadobitelji od 30 do 50% (9, 13). Na temelju strukturne homologije
BMP molekula one mogu biti podijeljene na nekoliko podobitelji: BMP2/BMP4,
BMP5/6/7(0OP-1)/8, BMP9/10 i BMP12/13/14 (GDF5/6/7) (14-18). Vecina proteina u
podobiteljima BMP2/BMP4, BMP5/6/7(0P-1)/-8 i BMP9/10 inducira nastanak hrstakvice i
kostanog tkiva in vivo, dok proteini podobitelji GDF5/6/7 induciraju nastanak hrskavice i tkiva
nalik na tetivu, ali ne i kosti (16, 17, 19). BMP2, BMP6 i BMP9 pokazali su se kao najpotentiniji
u indukciji aktivacije alkalne fosfataze i indukcije osteokalcina, te u diferencijaciji
mezenhimalnih progenitornih stanica u osteoblaste. Neke od molekula BMP i GDF podobitelji,
kao Sto su BMP3 i GDF8 (miostatin) ne aktiviraju receptore tipa | serin-treonin kinaze i Smad
molekule, pa posljedi¢no niti nemaju moguénost stvaranja hrskavice i koStanog tkiva in vivo
(16, 19). Takoder, u sklopu ¢lanova BMP obitelji, ssmo BMP1 ima strukturu metaloproteinaze
koja cijepa kolagen tipa | (7). Takoder, analozi spomenutih molekula pronadeni su u
beskraljeznjacima na temelju strukturne homologije. Primjerice u Drosophili melanogaster
pronaden je decapentaplegic (Dpp) koji je strukturno vrlo slican BMP2 i BMP4, te 60A/glass
bottom boat (Gbb) koji je strukturno slican BMP6 i BMP7, dok su u Caenorhabditis elegans
pronadeni analozi GDF11, BMP8 i BMP2 odnosno Daf-7, Tig-2 i Tig-3 (7, 20, 21).



1.1.3. Struktura

Kostani morfogenetski proteini, kao i svi ¢lanovi TGF- nadobitelji su homodimeri ili
heterodimeri povezani disulfidnim vezama (22). BMP molekule sintetiziraju se kao inaktivni
prekursori veli¢ine od 400 do 525 aminokiselinskih ostataka, sastojeci se od signalnog peptida
(N-terminus), prodomene, i zrele domene (C-terminus) (Slika 1). Prekursori BMP molekula

cijepani su od strane furina, pro-protein konvertaze pri ¢emu se oslobada zrela domena (23).

BMP prekursorska molekula

Signalni peptid ‘ Prodomena

Dimerizacija
Pro-protein > [
konvertaza S

Mjesto cijepanja
R-X-X-R

Zrela domena

18

Aktivni BMP dimer

Slika 1 Grada prekursora i zrelog dimera BMP molekule. BMP prekursorska molekula
sastoji se od signalnog peptida, prodomene i zrele domene. Nakon dimerizacije i proteolitickog
cijepanja prekursora nastaje aktivna dimerna molekula BMP-a koja se izlucuje iz stanice.

Zrela domena sadrzava sedam cisteina, od kojih Sest tvore intramolekulske disulfidne veze.
Preostali cistein klju¢an je za dimerizaciju s drugim BMP monomerom koja se odvija na
endoplazmatskom retikulumu pri ¢emu nastaje disulfidni most koji kovalentno povezuje dvije

zrele domene, $to u konacnici rezultira bioloski aktivnom molekulom (7, 13, 24).



Cisteinski ¢vor je strukturalni motiv koji je karakteristican za TGF-f nadobitelj, a

karakteriziran je uskim osmeroc¢lanim prstenom koji se sastoji od dvije unutarlancane disulfidne

veze dok treci cistein prolazi kroz prsten. Dvije duge sekvence izmedu Cetiri cisteina tvore

p8 B6

C-terminus

B5a

Prst 2

N

N-terminus

Slika 2 Topoloska shema molekula TGF-f nadobitelji bazirana na trodimenzionalnim
strukturama BMP2, BMP7, TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3. Motivi sekundarne strukture koji
su prisutni u svim spomenutim molekulama prikazani su u crvenoj boji. B-nabrana ploca 35a je
tipina za BMP2 (zuta boja), dok je za BMP7 tipi¢na a-uvojnica a4. a-uzvojnice ol i a2 tipéne
su za clanove TGF-B podobitelji. Disulfidni mostovi prikazani su isprekidanim linijama.
Preuzeto i modificirano iz rada Innis i sur.(2000).

neznatno zakrivljenu paralelnu, prstu sli¢énu B-nabranu plocu (engl. p-sheet) koja se proteze u
suprotnom smjeru prema N-terminusu i C-terminusu. Sekvenca izmedu preostala dva cisteina
stvara petlju i a-uzvojnicu (engl. a-helix). Opisana struktura podsje¢a na oblik otvorene ruke
(engl. “wrist and knuckle”) gdje B-nabrana plo¢a podsjeca na prste, cisteinski ¢vor na dlan, a

a-uzvojnica na zapesce (Slika 2) (25, 26).

Dimerizacija se odvija u podrucju “zapes¢a” jednog monomera koja se spaja S
podruc¢jem drugoga monomera koje podsjeca na prste pri cemu nastaje disulfidna veza izmedu
cisteinskih ostatatka svakog monomera povezujuéi ih u dimer (Slika 3). Ovakav strukturalni
motiv izrazito doprinosi stabilnosti proteina ukljucujuéi otpornost na kiselinske i alkalne

tretmane, te na djelovanje visokih temperatura i proteolize (7, 27-30).



Slika 3 Kristalna struktura koStanog morfogenetskog proteina 6. Homodimeri su
prikazani zelenom odnosno naranc¢astom bojom (preuzeto s Data Protein Bank).

1.1.4. Bioloska aktivnost koStanih morfogenetskih proteina

Svi ¢lanovi TGF- nadobitelji, pa tako i kostani morfogenetski proteini veZu se na serin-
treonin receptore na stani¢noj povrsini kojim se zapoc€inju specificni intracelularni putevi koji
reguliraju 1 aktiviraju transkripciju gena koji imaju ulogu u stani¢noj proliferaciji i
diferencijaciji (14, 22, 31). Sveukupno postoje tri tipa receptora na koje se vezu ¢lanovi TGF-
B nadobitelji, medutim samo tip [ i Il igraju vaznu ulogu u vezanju BMP molekula, pri ¢emu su
oba esencijalna za transdukciju signala (22, 32, 33). Razli¢ite kombinacije receptora tipa I 1 I1

omogucavaju razlicite signale koje rezultiraju specifi¢nim stani¢nim dogadajima (22, 34).

Smad molekule su glavni prijenosnici signala serin-treonin receptora (32, 33, 35).
Nakon vezanja BMP molekule, receptor tipa | fosforilira receptor-regulirani Smad odnosno R-
Smad (engl. Receptor-regulated Smad, R-Smad) medu koje spadaju Smadl, Smad5 i SmadsS.
BMP2 i BMP4 aktiviraju sve R-Smadove ukljuc¢ene u BMP signalizaciju, dok BMP6, BMP7 i
BMP9 aktiviraju iskljué¢ivo Smadl i Smad5 (29, 33, 35). Dvije aktivirane R-Smad molekule
formiraju heterotrimerni kompleks sa Smad4 odnosno za sada jedino poznatom Co-Smad
molekulom (engl. Common-partner Smad, Co-Smad). Takav kompleks se translocira u jezgru
te regulira transkripciju specifi¢nih gena (22, 29, 33, 35). Inhibicija transdukcije signala putem
Smad molekula regulirana je inhibitornim Smad molekulama (engl. Inhibitory Smad, I1-Smad)
medu koje spadaju Smad6 i Smad7 molekule (22, 36, 37). I-Smad molekule interferiraju s R-
Smad-ovima i na taj nacin sprjeavaju stvaranje kompleksa sa Smad4 molekulom i daljnju
transdukciju signala u jezgru (37-39). BMP signalizacija je takoder regulirana degradacijom
Smad molekula putem ubikvitin ovisnih proteina odnosno Smurf-ova (engl. Smad ubiquitin

regulatory factors, Smurfs) (37, 38, 40).



Heterotrimerni kompleks Smad molekula nakon $to se translocira u jezgru stanice,
regulira transkripciju gena vezanjem na specificne DNA sekvence i/ili interakcijom s drugim
transkripcijskim faktorima, koaktivatorima i korepresorima (17). Runx2 (engl. Runt-related
transcription factor, Runx) je jedan od najpoznatijih transkripcijskih faktora koji sudjeluje u
BMP signalizaciji, regulirajuci stvaranje koStanog tkiva i hematopoezu (41). Postoji vise
izoformi Runx transkripcijskog faktora, od kojih Runx2 regulira transkripciju gena koji
sudjeluju diferencijaciji mezenhimalnih progenitornih stanica u osteoblaste (41-44). Runx2 u
konacnici inducira razliite ostcogene markere poput alkalne fosfataze (engl. Alkaline
Phosphatase, ALP), osteokalcina, osteopontina i drugih koji su involvirani u endohondralnu
osifikaciju (44, 45). Osterix (engl. Osterix, OSX) je jo$ jedan vazan transkripcijski faktor
involviran u BMP/Smad signalizaciju i posljedi¢no u diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih

stanica u stanice koStanog sustava (46, 47).

1.1.4.1.Antagonisti i potencijatori

Stanice koje izrazavaju BMP molekule takoder eksprimiraju i njihove antagoniste kako
bi se u konacnici postigla regulirana aktivnost BMP molekula. Aktivnost BMP molekula moze
biti kontrolirana na nekoliko razina koja ukljucuje inhibiciju putem ekstracelularnih proteina,
prisutnost negativnih ne-signaliziraju¢ih membranskih receptora, prisutnost inhibiraju¢ih Smad
molekula te ubikvitinacija i proteosomalna degradacija molekula koje sudjeluju u signalnim
putevima BMP molekula (11). Najpoznatiji ekstracelularni BMP antagonist je zasigurno noggin
koji se razli¢itim afinitetom veze na BMP2/4/5/6/7, GDF5/6, ali ne i na ostale ¢lanove TGF-3
obitelji (48) (Slika 4). Vezanjem noggina na BMP molekule stvara se kompleks koji nije u
mogucnosti vezati se na tip [ 1 [ BMP receptora 1 na taj nacin se sprije¢ava transdukcija signala.
Povecana ekspresija noggina onemogucuje diferencijaciju stromalnih stanica u funkcionalne
osteoblaste, a uz to smanjuje funkciju onih ve¢ diferenciranih (12, 48-50). Govorec¢i o razli¢itom
afinitetu noggina prema razlicitim BMP molekulama, za ovu disertaciju vazno je spomenuti da
je BMP6 superiorniji u odnosu na BMP2 i BMP7 zbog njegovog reverzibilnog vezanja na
noggin, a razlog tomu je $to su prolin odnosno glutamat na poziciji 60 zrele dome Kkoji su
zamjenjeni lizinom (51). U ovu skupinu ekstracelularnih antagonista spadaju jos i chordin, Tsg
(engl. Twisted gastrulation, Tsg) te Dan (engl. Differential screening — selected gene aberrative
in Neuroblastoma, Dan) obitelj u koju se ubrajaju Gremlin, Sclerostin, USAG-1 (engl. Uterine
sensitization associated gene, USAG-1), Cerberus, Caronte, Coco, i Dante (Slika 4). Svaki od
navedenih antagonista ima specifican afinitet za BMP molekule, ali i vaznu ulogu u

diferencijaciji stanica i razvoju organizma (11).



U negativne ne-signaliziraju¢e membranske receptore ubraja se BAMBI (engl. BMP
and activin bound protein, BAMBI), transmembranski glikoprotein s ekstracelularnom
domenom vrlo sli¢noj tipu I TGF — 1 BMP receptora. Vezivanjem BMP molekula na ovaj
pseudoreceptor onemogucuje se transdukcija signala kroz regularne receptore i Na taj na¢in se
indirektno inhibira aktivnost BMP molekula (Slika 4) (11, 52). Osim spomenutih mehanizama
antagonizma, postoji i mehanizam djelovanja inhibitornih Smad molekula, preciznije Smad6 i
Smad7, poznatih kao i I-Smad-ovi. Naime, oni se vezu na BMP receptor tipa I te onemogucuju
Smad1/5/8 fosforilaciju te heterodimerizaciju sa Smad4 (11). BMP signalizacija je takoder
regulirana putem ubikvitinskog sustava; Smad specifi¢ne ubikvitin ligaze Smurfl i Smurf2
(engl. Smad — ubiquitination regulatory factor, Smurf) stupaju u interakciju sa Smad1/5/6/7 sto
posljedi¢no dovodi do njihove razgradnje putem 26S proteasoma (Slika 4) (11, 53).

Dodatno, osim spomenutih antagonista i njihovih mehanizama djelovanja, vazno je
spomenuti i neke od ekstracelularnih potencijatora BMP molekula (Slika 4). Primjerice BMP1
je metaloproteinaza koja cijepa prekursore proteina ekstracelularnog matriksa ukljucujuci
fibrilarne prokolagene tipa I, I1, 1ll, i VI, biglikane, te lance laminina (54, 55). S obzirom na to
da oslobadaju BMP molekule iz neaktivnog kompleksa s ekstracelularnim antagonistom
Chordinom, BMP1 mozemo smatrati potencijatorom BMP signalizacije (56). Takoder,
zabiljezeno je da polisaharidi, kao §to su heparin, heparan sulfat i dekstran sulfat potenciraju
BMP2, BMP4 i BMP7 induciranu diferencijaciju osteoblasta (57-59). Nadalje, Kielin ili
chordin-u slican protein (engl. Chordin-like protein, KCP) veze se na BMP molekule te

poboljsava parakrinu BMP signalizaciju (60).
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Slika 4 Shematski prikaz BMP signalizacije putem receptoratipa I i 11 te Smad molekula.
Inhibitori (ruziCasta boja) i1 potencijatori (zelena boja) prikazani su s desne odnosno lijeve
strane a imaju ulogu u signalizaciji u ekstracelularnom prostoru, stani¢noj membrani,
citoplazmi i stani¢noj jezgri. Preuzeto i modificirano iz rada Katagiri i Watabe (2000).



1.2. Klini¢ka primjena koStanih morfogenetskih proteina

Razvojem metoda molekularne biologije omoguéena je izolacija i karakterizacija
kostanih morfogenetskih proteina, §to je posljedicno dovelo i do njihove klinicke primjene S
obzirom na njihov osteoinduktivni potencijal. U klini¢koj primjeni za regeneraciju kosti
ispitivali su se kostani morfogenetski protein 7 (BMP7) i kostani morfogenetski protein 2
(BMP2), poznatiji pod komercijalnim imenima OP-1 Putty® (Olympus, Japan) odnosno
INFUSE™ Bone Graft (Medtronic Sofamor Danek, TN, SAD) (61). Takoder, trenutno se u
klini¢kim studijama ispituje i koStani morfogenetski protein 6 (BMP-6) u autolognom krvnom

ugrusku kao nosacu(62-64).

1.2.1. Klini¢ke indikcije

Kod vecine slucaja prijeloma kost cijeli samostalno pri ¢emu se ponovo postize
integritet kosti odnosno kostani kontinuitet. Medutim 5 — 10 % od sveukupnih prijeloma ¢ine
tzv. nesrasli prijelomi i prijelomi koji kasne u cijeljenju (65-67). Razlozi tomu mogu biti brojni,
a ukljucuju operativne i neoperativne intervencije kao $to su neadekvatna imobilizacija
prijeloma, pretjerano kretanje u ranoj fazi cijeljenja kosti, a mogu biti i posljedica infekcija koje
su nastale prilikom ozlijede ili nakon operativnog zahvata. Takoder, vazno je napomenuti da su
neki dijelovi skeleta kao $to su vrat femura i talusa, ukoliko se na tom mjestu dogodi ozljeda,
podlozni nesraslom cijeljenju, a razlog tomu je smanjena opskrba krvi te pove¢ano mehanicko
naprezanje na tom dijelu kosti (66). Osim nesraslih prijeloma, problem predstavljaju i mnoge
indikacije vezane uz kraljeZnicu koje ukljucuju neuspjesne spinalne operacijske zahvate,
slucajeve spondilolisteze, degenerativne bolesti i specifi¢ne lezije diska, odredene spinalne

infekcije te prijelomi kraljezaka (68).

Zlatni standard za tretiranje nesraslih prijeloma i specifi¢nih poremecaja kraljeznice je
autologni kostani presadak, odnosno autograft. Autologni kostani presadak moze se dobiti iz
razli¢itih anatomskih mjesta kao $to su primjerice femur i fibula, medutim najcesce se dobiva
iz ilijacne Kkosti (engl. lliac Crest Bone Graft, ICBG) iz koje se moze dobiti najveca koli¢ina
presadka (69). Autograft ima najmanji rizik od imunolo$kog odbacivanja i ima jaku
osteokondukcijsku sposobnost, te osteoinduktivna i osteogena svojstva, $to ga Cini vrijednim
dodatkom za lije¢enje posttraumatskih stanja kao $to su nesrasli prijelomi i zakasnjelo srastanje
(70). Medutim, s obzirom da se autograft prikuplja od samog pacijenta on predstavlja odredeni
zdravstveni rizik za istoga. Uzimanje autografta moze rezultirati razli¢itim komplikacijama kao

Sto su infekcije, hematomi, neuroloSke ozlijede i fraktura ilijaéne kosti (71). Osim toga,



dostupnost autografta ima svoje limitacije, pa kod odredenih posttraumatskih stanja nije
moguce dobiti adekvatnu koli¢inu kako bi se postiglo uspjesno lijecenje (70). S obzirom na
navedene nedostatke autografta, znanstvena zajednica pokusala je na nebrojene nacine pronaci
alternativna rijeSenja koja ukljuCuju primjenu alogeni¢ne (kadaveri¢ne) Kosti, sintetske
keramike na bazi hidroksiapatita i kalcij fosfata, demineralizirani kostani matriks te primjenu
kostanih morfogenetskih proteina na odgovaraju¢em nosacu (72). Kostani morfogenetski
proteini pokazali su se kao vrlo uspje$na alternativa za autogeni kostani usadak jer se njihovom
primjenom smanjilo vrijeme cijeljenja, a incidencija pseudoartroze bila je manja nego u odnosu
na ICBG (73). Osim toga izbjegava se intervencija uzimanja kostanog presatka, a time se

izbjegava rizik od infekcija, hematoma, neuroloskih ozljeda i same frakture ilijacne kosti.

1.2.2. rhBMP7

Kostani morfogenetski protein 7 ili OP-1 (engl. Osteogenic protein 1, OP-1) poznat je
pod komercijalnim imenima OP-1 Putty® (americko trziste) odnosno Osigraft (europsko
trziste), a sastoji se od dvije komponente - vijale koja sadrzi 3.5 mg suhog praha rhBMP7 (OP-
1) i govedeg kolagena te vijale koja sadrzi 10 mL aditiva s 230 mg karboksimetilceluloze (24,
74). rhBMP7 je pokazao sigurnost koristenja i efikasnost u pretklini¢kim (75-82) i klini¢kim
studijama (61, 83-95) koje ukljucuju prijelome i nesrasle prijelome te primjenu u spinalnim

fuzijama.

Kostani morfogenetski protein 7 u pretklinickim studijama pokazao je veliki potencijal
u cijeljenju kriti¢nih defekata dugih kostiju na animalnim modelima koji uklju¢uju kuniée, pse,
ovce, ali i primate (75-80, 96). Najveci iskorak u primjeni ovog osteoinduktivnog proteina
napravljen je u studiji koji su proveli Friedlaender i sur. (86) nakon ¢ega je Americ¢ka agencija
za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Agency, FDA) odobrila iznimno stavljanje ovog
medicinskog proizvoda na trziSte prije potvrde njegove djelotvornosti (engl. Humanitarian
Device Exemption, HDE) koje ukljucuje primjenu na 4000 pacijenata i to uz nadzor
institucionalnog odbor za recenziju (engl. Institutional Review Board, IRB). rhBMP7 je
odobren za istrazivacku primjenu u prospektivnoj, randomiziranoj klini¢koj studiji u cilju
evaluacije ovog osteoinduktivnog sustava za lijeCenje nesraslih prijeloma tibije (86). Osim za
tretiranje nesraslih prijeloma tibije, rhBMP7 je primjenjivan u drugim klini¢kim studijama koje
ukljucuju defekte fibule (87), humerusa (90), klavikule, ulne, femura (88), skapule (83) te
metafizealnih defekata nakon osteotomije distalnog radijusa (89).
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Osim prijeloma i nesraslih prijeloma, rhBMP7 ispitivan je u indikacijama spinalne
fuzije; efikasnost i sigurnost pokazao je u velikom broju pretklinickih studija na animalnim
modelima koji ukljucuju kunice, pse i ovce (76, 81, 82). Takoder, klinicke studije pokazale su
efikasnost rhBMP7 i u primjeni kod spinalnih fuzija u indikacijama koje ukljucuju razli¢ite
deformitete i degenerativne promjene kao $to je to degenerativna spondilolisteza (61, 91-95).
U konacnici to je 2004. godine dovelo do uvjetnog odobrenja od strane FDA-a da se rhBMP7
koristi kao zamjena za autologni kosStani presadak prilikom revidirajuce posterolateralne
spinalne fuzije, odnosno kod pacijenata s neuspje$Snom posterolateralnom spinalnom fuzijom

koji su skloni riziku opetovane pseudoartroze (74, 97).

1.2.3. rhBMP2

Kostani morfogenetski protein 2 trenutno je jedini klinicki odobreni osteoinduktivni
rekombinantni humani protein koji se primjenjuje u razli¢itim indikacijama kostanih defekata.
Poznatiji je pod komercijalnim nazivom INFUSE™ Bone Graft (ameri¢ko trziste) odnosno
InductOS® (europsko trziste). Formulacija se sastoji od kombinacije liofiliziranog praha
rhBMP2 (koji se rekonstituira u destiliranoj vodi) i upijaju¢e kolagenske spuzvice (eng.
Absorbable Collagen Sponge, ACS). Nakon rekonstitucije u koncentraciji od 1.5 mg/mL,
otopina se ravnomjerno rasporeduje po povrsini kolagenske spuzvice i primjenjuje na mjesto
traume (24, 98). Djelotvornost i efikasnost rhBMP2 ispitana je u kombinaciji s razli¢itim
nosac¢ima u brojnim animalnim studijama provedenim na kuni¢ima, psima, ovcama i primatima
(99-114). Kako bi se pokazalo da je rhBMP2 ekivalentan ICBG-u, odnosno zlathom standardu
u indikaciji anteriorne interkorporalne fuzije kraljeznice (engl. Anterior Lumbar Interbody
Fusion, ALIF), Burkus i sur. (115) proveli su studiju gdje su koriStena dva konusna implantata
u podrucju diska koji su bili napunjeni thBMP2 na kolagenskoj spuzvici ili autograftom. S
obzirom na to da 143 pacijenata koji su primili INFUSE™ Bone Graft , nisu morali podlijeci
operativnhom zahvatu uzimanja ICGB-a, samo vrijeme trajanja operativnog zahvata i gubitka
krvi bilo je zna¢ajno smanjeno. Studija je u konaénici 2002. rezultirala odobrenjem INFUSE™
Bone Graft-a od strane FDA-a kao zamjena za autologni koStani usadak u operativhom zahvatu
ALIF-a u kombinaciji s konusnim implantatom za lumbalnu fuziju (engl. Lumbar Tapered

Fusion Device, LT-CAGE) napravljenog od titana (Slika 5) (116-119).
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Takoder, rnBMP2 se pokazao efektivnim u indukciji i stvaranju nove kosti na razlic¢itim
ortotopi¢énim mjestima u raznim animalnim modelima, od glodavaca do primata (117, 120-
122). Ekstenzivne pretklinicke i klini¢ke studije rezultirale su odobrenjem INFUSE™ Bone
Graft-a od strane FDA-a i za primjenu u otvorenim prijelomima tibije (95, 122-124) te 2007.
godine kao alternativu za autogeni kosStani presadak za augmentaciju sinusa i lokaliziranu

augmentaciju alveolarnog grebena (125-127).

Slika 5 Shematski prikaz anteriorne interkorporalne fuzije kraljeznice (ALIF) u
kombinaciji s konusnim implantatom za lumbalnu fuziju napravljenog od titana.
Preuzeto sa www.drugwatch.com.

1.2.3.1. “Off-label” primjena i nuspojave

Primjena rhBMP2 u svim operativnim postupcima spinalne fuzije porasla je za vise od
50 % u periodu od 2002. do 2007. godine — od odobrenog postupka od strane FDA, ALIF-a do
“off-label” primjena koje ukljucuju posteriornu (engl. Posterior Lumbar Interbody Fusion,
PLIF) i transforaminalnu interkorporalnu fuziju kraljeznice (engl. Transforaminal Lumbar
Interbody Fusion, TLIF), posterolateralnu spinalnu fuziju (engl. Posterolateral Spinal Fusion,
PLF) te anteriornu cervikalnu diskektomiju i fuziju (engl. Anterior Cervical Discectomy and
Fusion, ACDF) (128-131).

“Off-label” primjena dovela je do pojave mnogih nuspojava, a glavni razlozi za to su
koriStenje suprafizioloskih doza rhBMP2 te primjena kolagenske spuzvice kao nosaca koja ne

pruza zadovoljavaju¢u retenciju ovog osteogenog proteina Sto uglavnom rezultira
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heterotopi¢nom osifikacijom (128, 132). Najce$ce prijavljivane nuspojave ukljucivale su
disfagiju nakon cervikalnih spinalnih fuzija, postoperativni radikulitis i kompresiju ziv¢anih
korijena, te ve¢ spomenutu heterotopi¢nu osifikaciju (128, 132). INFUSE™ Bone Graft se
obi¢no koristi u dozama od 6 do 12 mg, no vazno je spomenuti da je Medtronic u klinickim
ispitivanjima proizvoda AMPLIFY (thBMP2 na poroznom nosa¢u napravljenog od kolagena i
resorbirajucih sintetickih keramickih Cestica) koristio doze od ¢ak 40 mg rhBMP2 za tretman
degenerativne bolesti diska, $to je u nekim slu¢ajevima rezultiralo pojavom karcinoma, pa

shodno tomu taj proizvod nikada nije bio odobren od strane FDA-a (130, 132-136).

1.2.3.2. Dinamika otpuStanja

Esencijalna karakteristika nosaca u sklopu osteoinduktivnog sustava je stopa otpustanja
BMP molekula. Adekvatni profil otpustanja klju¢an je parametar kako bi se u konacnici
postiglo optimalno cijeljenje kosti. Naime, neadekvatna odnosno prebrza stopa otpustanja
proteina s nosaa moze rezultirati razli¢itim neZeljenim nuspojavama kao $to su heterotopicna
osifikacija, oticanje i upala na mjestu ugradnje. Brzina i vrijeme otpuStanja BMP molekula s
odgovarajuceg nosaca trebala bi ovisiti o primjeni. Naime, postoji vise opcija zeljenih profila
otpustanja BMP molekula s nosac¢a ovisno o tipu prijeloma ili primjenjivanim indikacijama.
Farmakokinetika razli€itih profila otpusStanja ovisit ¢e o samoj formulaciji implantata, koli¢ini

BMP-g, ali i 0 pH vrijednostima i temperaturi okoline (137-139).

Kemijske promjene poput oksidacije i deaminacije te fizicke promjene poput pogresnog
smatanja, agregacije i povrSinske adsorbcije mogu u konacnici dovesti do degradacije proteina.
Svaka promjena konformacije nativnog proteina moze dovesti do djelomicne ili potpune
inaktivacije proteina. Kemijska 1 fizicka nestabilnost moZze dovesti do smanjene aktivnosti i
negativnih ucinaka, kao $to je primjerice imunoloska reakcija (132, 140-142). Stabilnost
proteina ovisi 0 nekoliko faktora, izmedu kojih su najbitniji temperatura i pH vrijednost okoline.
Ravnoteza sveukupnog naboja aminokiselinskih ostataka unutar proteinske strukture utjece na
stabilnost i topljivost proteina. Izlaganje proteina pH vrijednostima blizu njegove izoelektricne
tocke moze rezultirati gubitkom naboja na aminokiselinskim ostacima, pa se posljedicno
smanjuje elektrostatiCko privlacenje izmedu njih. To rezultira dominacijom hidrofobnih
interakcija izmedu aminokiselinskih ostataka $to U konac¢nici dovodi do agregacije proteina. Svi
kostani morfogenetski proteini imaju izolektri¢nu tocku (pI) izmedu 7.7 19 (132, 138, 139, 143)
i u neutralnom pH okruZenju stvaraju agregate i precipitiraju, $to moze dovesti do degradacije

i gubika njegove aktivnosti.
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Trzisna formulacija INFUSE-a, sastoji se od rhBMP2, homodimernog proteina
premostenog disulfidnim mostom, veli¢ine do 26 kDa i izoelektri¢ne tocke od 8.2, koji je
puferiran na pH vrijednosti od 4.5 nakon rekonstitucije. Pri ovoj pH vrijednosti rhBMP2 ima
snazan pozitivni naboj i posljedi¢no dobru topivost, no Schwatrz i sur. (144) pokazali su da i
dalje postoji tendencija za agregaciju, iako to u konac¢nici ne utjece na samu bioloSku aktivnost.
Osim toga, rhBMP2 zadrzava svoj puni integritet u precipitiranom stanju te ostaje bioloski
aktivan. Gubitak topljivosti rhBMP2 dogada se iznad pH vrijednosti 6, §to je razlog zasto je
INFUSE™ Bone Graft formuliran pri relativno niskoj pH vrijednosti od 4.5, s obzirom na
njegovu izoelektri¢nu toc¢ku od 8.2. Na topljivost rhBMP2 takoder snazno utjecu ionska jakost
I sastav pufera, dok je agregacija jos izrazenija kod thBMP2 koji je eksprimiran u E. coli u
odnosu na rhBMP2 eksprimiran u stanicama jajnika kineskog hrcka (engl. Chinese Hamster
Ovary cells, CHO cells) zbog nedostatka glikozilacije (145, 146). S druge strane, studije
vezanja pokazale su da se pri pH vrijednostima izmedu 3 i 4, rhBMP2 u zanemarivoj koli¢ini
veze za apsorbiraju¢u kolagensku spuzvicu. Pri pH vrijednosti od 4.5, znacajne koli¢ine
rhBMP2 vezane su na kolagen, a vezanje se dalje povecava pri pH vrijednostima izmedu 5.2 i
6.5 na 0.1-0.2 mg rhBMP2 po miligramu kolagena (147, 148). Ova dinamika vezanja moze se
objasniti razlikama u izoelektriénim tockama dvaju proteina u interakciji, odnosno kolagena i

rhBMP2.
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1.3. Razvoj novih alternativnih osteoinduktivnih rjesenja

Apsorbirajuca kolagenska spuzvica kao nosa¢ za BMP molekule pokazala se kao
relativno neadekvatan nosa¢ zbog nekontroliranog otpustanja, nedovoljne mehanicke
otpornosti, ali i potencijalne imunogenosti. Znanstvena zajednica je stoga pokazala veliki

interes za razvoj novih materijala u svojstvu nosaca za kostane morfogenetske proteine.

1.3.1. Razvoj novih nosaca za koStane morfogenetske proteine

U cilju razvoja optimalnog nosac¢a za BMP molekule osmisljeni su i proizvedeni brojni
materijali koji su se pokazali superiorniji u odnosu na govedi kolagen koji se primjenjivao kao
nosa¢ za thBMP2 i rhBMP7 (108). Idealan nosa¢ bi trebao omoguditi lokalizaciju BMP
molekule na ciljno mjesto popravka te osigurati dovoljno visoku lokalnu koncentraciju BMP-a
kroz vrijeme u cilju postizanja Zeljene osifikacije (132, 149). Osim toga, nosac treba posjedovati
svojstvo imunoloske inertnosti, biorazgradivosti, dobra mehanicka svojstva te biti jednostavan
za primjenu (150, 151). Materijali koji se istrazuju kao moguci nosaci za BMP molekule i
regeneraciju kosti mogu se podijeliti u Cetiri skupine: prirodni polimeri, sinteti¢ki polimeri,
anorganski materijali i kompoziti svega navedenog (132, 151). Svaka skupina ima svoje
prednosti i nedostatke ovisno o konkretnoj primjeni.

Odlika prirodnih polimera je biokompatibilnost i biorazgradivost, medutim s obzirom
na animalno podrijetlo istih uvijek postoji mogu¢nost imunogeni¢nosti takvih nosaca kao 1
transmisije animalnih patogena. Kolagen je najces¢e primjenjivani nosa¢ za koStane
morfogenetske proteine koji spada u skupinu prirodnih polimera (132, 151). Njegova prednost
je dostupnost te relativno jednostavna izolacija i purifikacija iz animalnih izvora. Usprkos
mnogim prednostima, kolagen ima i brojne mane koje ukljucuju slabu mehani¢ku otpornost
koja rezultira nekontroliranim otpustanjem BMP molekula (132, 152, 153), a sto posljedi¢no
dovodi do nezeljenih nuspojava. Osim toga, biorazgradivost kolagena je nepredvidiva Sto opet
dovodi do nekontrolirane kinetike otpustanja BMP-a, a animalno podrijetlo ovog nosaca moze
izazvati imunolosku reakciju (132, 154). Osim kolagena, u skupinu prirodnih polimera spadaju

i hijaluronska kiselina, fibrin, Zelatina, hitozan, alginat i svila (155-158).

Biorazgradivi sinteti¢ki polimeri u odnosu na prirodne polimere imaju manji rizik za
imunogenu reakciju, eliminiranu mogucénost prijenosa animalnih patogena te mogucnost
dizajna samog nosaca $to uklju¢uje modulabilnost mehanicke otpornosti, stope degradacije i

kinetike otpustanja (159, 160). Medutim, glavni problem ovih nosac¢a je nastanak razgradnih
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produkta koji snizuju pH te mogu utjecati na stabilnost osteoinduktivnog proteina te izazvati
upalnu reakciju. Ovakvi nosaci baziraju se uglavnom na poli-a-hidroksi kiselinama koje
ukljucuju polilakticnu (engl. Polylactic acid, PLA) i poliglikolnu kiselinu (engl. Polyglycolic
acid, PGA) te njihov kopolimer, poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (engl. poly(D,L-lactide-
coglycolide), PLGA). Osim toga istrazuju se polietilen glikol (engl. Poly-ethylene glycol, PEG)
i polianhidridi (132).

Anorganski materijali kao potencijalni nosa¢i BMP molekula uglavnom ukljucuju
sinteti¢ku keramiku gradenu od kalcijevog fosfata, no istrazuju se i materijali na bazi silikata
(bioaktivno staklo) te kalcij sulfata. Sinteticku keramiku na bazi kalcij fosfata mozemo
podijeliti na hidroksiapatit (engl. Hydroxyapatite, HA) i B-trikalcij fosfat (engl. S-tricalcium
phosphate, TCP), koji se razlikuju po svojoj strukturi, a u kona¢nici i po fizikalnim svojstvima.
Takoder, postoji i bifazi¢na keramika koja je kombinacija HA i TCP u razli¢itim omjerima
(151, 161-164). Osteoinduktivna i osteokonduktivna svojstva kalcij fosfata su vrlo vazna za
kosStanu regeneraciju, a oni ovise o hrapavosti povrSine i poroznosti keramickih Cestica Koji
utjeCu na adheziju proteina i stanica, ali i omogucavanju urastanje kosti i angiogenezu (165).
Takoder, i sama veli¢ina i sastav keramickih ¢estica utje¢u na kakvocu i arhitekturu novonastale
kosti (161). Ovisno o primjeni, bitan faktor je i resorpcija keramickih Cestica; HA je najstabilniji
i ima nisku topivost u fizioloSkim uvjetima, dok je TCP manje stabilan i vecu stopu
biodegradacije (163, 165, 166).

1.3.2. Animalni modeli u istraZivanju regeneracije kosti primjenom koStanih

morfogenetskih proteina

Razvoj osteoinduktivnih sustava koji se sastoje od adekvatnog nosaca i koStanih
morfogenetskih proteina u cilju evaluacije ispituju se u raznim animalnim modelima koji
ukljucuju miseve, Stakore, kuniée, pse, ovce i u konacnici primate (151, 167). Animalni modeli,
osim prema Zzivotinjskoj vrsti, mogu se podijeliti i prema ispitivanoj indikaciji. U malih
glodavaca, koji ukljucuju miSeve 1 Stakore, najceS¢e se primjenjuju modeli ektopi¢nog
nastajanja kosti pri ¢emu se osteoinduktivni sustavi ugraduju potkozno ili intramuskularno u
cilju inicijalne evaluacije osteoinduktivnog sustava (151). Ektopi¢ni modeli u velikoj mjeri
omogucavaju kontrolirani in vivo eksperiment nastanka kosti zbog toga $to iskazuju apsolutni
osteinduktivni kapacitet ispitivanog materijala zbog relativnog nedostatka stimulacije od strane
kostanih citokina, kostanotvornih i maticnih stanica koje formiraju kost. Takoder, ovakvi
modeli su relativno izolirani od mehani¢kog utjecaja na novostvorenu kost odnosno

mehanotransdukcije (168). Glavni spektar primjene ovakvih modela je uglavnom u cilju
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istrazivanja biologije kosti i molekularnih mehanizama. S druge strane, na malim glodavcima
provode se i ortotopi¢ni modeli poput kostanih defekata kalvarije 1 dugih kostiju u cilju
ispitivanja potencijala osteointegracije novih osteoinduktivnih sustava, ali i za njihov kapacitet
za promicanje popravka diskontinuiranih prijeloma i prijeloma koji nose tezinu. Medutim, valja
napomenuti da se zbog vece sli¢nosti koStane biologije izmedu Covjeka i Stakora, preferiraju
Stakorski modeli u odnosu na misje (151, 161). Glavni nedostatak ovih modela je relativno mala
veli¢ina defekta u usporedbi s klinicki relevantnim proporcijama. Osim toga, tesko je posti¢i
potpunu stabilizaciju prijeloma, §to moze rezultirati pove¢anim stvaranjem kostanog kalusa. U
cilju napredne evaluacije i translacijskih istrazivanja osteoinduktivnih sustava koriste se modeli
koji ukljucuju vise vrste poput kuni¢a, ovaca, pasa i majmuna (151, 167). Na spomenutim
vrstama primjenjuju se modeli PLF-a (engl. Posterolateral spinal fusion, PLF), ali i modeli
kostanih defekata koji ukljucuju defekte femura, ulne, radiusa ili tibije (151, 169).

1.3.3. OSTEOGROW

OSTEOGROW je novi osteoinduktivni sustav za regeneraciju kostiju koji se sastoji od
autolognog krvnog ugruska kao nosaca za rekombinantni humani koStani morfogenetski protein
6 (engl. Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein 6, rhBMP6) (62, 170). rhBMP6 je
superiorniji u odnosu na rhBMP2 i rhBMP7 zbog njegovog reverzibilnog vezanja na noggin, a
razlog tomu je $to su prolin odnosno glutamat na poziciji 60 zrele domene zamijenjeni sa
lizinom (51, 62). Osim toga, rhBMP6 veze se na vecinu receptora tipa I i II te dovodi do
povecane specifi¢ne aktivnosti alkalne fosfataze u kulturi osteoblasta (51, 171, 172). Autologni
krvni ugrusak pokazao se dobrim nosaem za rhBMP6 zbog njegovih neimunogenih i
protuupalnih svojstava, te nije animalnog podrijetla kao sto je to slucaj za nosace unutar
komercijalnih osteoinduktivnih sustava. Takoder, ugrusak omogucava dobro vezivanje
rhBMP6 s proteinima plazme unutar fibrinske mreze $to posljedicno omoguéava polagano
otpustanje, te omogucava propustajuci okoli$ za diferencijaciju endohondralne kosti. Osim
toga, jednostavan je za pripremu, modulabilan, i ekonomican (62). Njegova biomehanic¢ka
svojstva mogu se poboljsati dodatkom matriksa otpornog na kompresiju (engl. Compression
Resistant Matrix, CRM), a to ukljucuje autograft, alograft ili sintetiCku keramiku gradenu od

kalcij fosfata.

Efikasnost i sigurnost lijeka OSTEOGROW ispitani su u klini¢kim ispitivanjima na
indikacijama frakture distalnog radijusa (engl. Distal Radius Fracture, DRF) (63) i visoke

osteotomije tibije (engl. High Tibial Osteotomy, HTO) (64). Takoder, ovaj osteoinduktivni lijek

17



s dodatkom matriksa otpornog na kompresiju koja ukljucuje alograft ispituje se u klinickoj
studiji u indikaciji PLF-a. Kontrolirana radomizirana, dvostruko slijepa klinicka studija u
indikaciji DRF-a realizirana je u cilju evaluacije sigurnosti i efikasnosti, a provedena je na 32
pacijenta u trajanju od 26 tjedana. Pacijenti su tretirani osteoinduktivnim lijekom
OSTEOGROW, placebom ili su pak obradeni standardnim postupkom. Primjena lijeka
OSTEOGROW u ovoj indikaciji pokazala se sigurnom, ne izazivajuéi nezeljene nuspojave
poput oticanja, crvenila koze, edema, nezeljene osifikacije ili povecane boli. Osim toga, u
plazmi pacijenata nisu detektirana protutijela na rhBMP6 nakon 13 i 26 tjedana, $to ukazuje na
dobro vezivanje rhBMP6 u autolognom krvnom ugrusku (engl. Autologous blood coagulum,
ABC) kao nosacu. Takoder, primjena lijeka OSTEOGROW ubrzala je regeneraciju kosti u
ranom dijelu cijeljenja u odnosu na standardni postupak i placebo (63). Visoka osteotomija
tibije je kiruski postupak u cilju ispravka pozicije varusa kako bi se odgodila progresija
osteoartritisa koljena. U klini¢koj studiji HTO-a sudjelovalo je 20 pacijenata koji su tretirani
osteoinduktivnim lijekom OSTEOGROW ili placebom gdje je OSTEOGROW pokazao brze
cjeljenje u odnosu na placebo. OSTEOGROW u indikaciji HTO, pokazao se sigurnim, ne

izazivajuéi nezeljene nuspojave (64).

Osim u klinickim studijama, djelotvornost i sigurnost, ali i nove, razlic¢ite formulacije
lijeka OSTEOGROW ispitivane su u brojnim pretklinickim studijama na animalnim modelima
koji ukljucuju stakore, kunice i ovce. Nove formulacije lijeka OSTEOGROW, koje ukljuc¢uju
dodatak CRM-a u obliku sinteticke keramike gradene od kalcij fosfata ispitane su u brojnim
studijama u modelu potkozne ugradnje kod Stakora (161, 173, 174). Takoder, OSTEOGROW
je ispitivan u studijima regeneracije kosti u modelu segmentalnog defekta ulne u kuniéa (172),

zatim u modelu PLF-a kod kunié¢a (171, 175) i ovce, te u modelu ALIF-a kod ovce (176).

U pretklini¢koj studiji posterolateralne spinalne fuzije na modelu kunic¢a ispitan je
utjecaj dodatka kostanog alografta kao CRM-a u cilju poboljsanja biomehani¢kih svojstava
Osteogrow-a na sveukupno 40 kuni¢a. U spomenutoj pretklini¢koj studiji ispitivan je raspon
doza rhBMP6 (125 — 1000 pg), a kao kontrolne skupine koristili su se implantati koji su
sadrzavali samo autologni krvni ugrusak ili ugrusak s dodatkom kostanog alografta. Rezultati
istrazivanja pokazali su kako OSTEOGROW sam ili s dodatkom kostanog alografta postize
fuziju izmedu transverzalnih nastavaka, medutim dodatkom alografta poboljSavaju se
biomehanicka svojstva implantanata. Osim toga, optimalna koli¢ina rhBMP6 potrebna za fuziju
pokazala se doza od 250 ug po implantatu (171). Nastavno, ova formulacija ispitana je na
modelu PLF-a u ovcama (176) gdje se takoder testirala djelotvornost lijeka OSTEOGROW s
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dodatkom kostanog alografta ili bez njega kao matriksa otpornog na kompresiju gdje su
rezultati pokazali da dodatak alografta OSTEOGROW-u poboljsava biomehanicka svojstva
implantata te doprinosi ve¢em koStanom volumenu i povoljnom ishodu fuzije. S obzirom na
pozitivan ishod pretklini¢kih istrazivanja, formulacija OSTEOGROW-a s dodatkom ko$tanog
alografta, ispituje se u klinickoj studiji (EudraCT broj 2017-000860-14) PLIF-a u sklopu
projekta OSTEOproSPINE.

Novi osteoinduktivni lijek OSTEOGROW pokazao se vrlo uspjeSnim kao tretman za
regeneraciju kostiju, medutim od esencijalne vaznosti je usporediti ga sa zlatnim standardom
za cijeljenje kostiju, a to je trenutno jedini komercijalno dostupni proizvod INFUSE™ Bone
Graft koji se sastoji od rhBMP2 i kolagenske spuzvice kao nosaca. Svrha ove disertacije je
temeljito ispitati razlike u nosa¢ima spomenutih osteoinduktivnih proteina (autolognog krvnog
ugruska i kolagenske spuzvice) odnosno ispitati dinamiku otpustanja, karakterizirati stani¢ne
populacije koje sudjeluju u ranoj osteogenezi i istraziti sSamu dinamiku nastanka ektopi¢ne kosti
kroz vrijeme. Takoder, vazno je i ispitati samu potentnost odnosno efikasnost spomenutih
osteoinduktivnih proteina na jednakom nosacu (autologni krvni ugrusak s dodanom bifazi¢nom
keramikom). Svi navedeni nalazi ove disertacije bit ¢e vazni za daljnja pretklinicka i klinicka
ispitivanja u cilju boljeg razumijevanja prednosti i mana OSTEOGROW-a u odnosu na
osteoinduktivni lijek INFUSE™ Bone Graft.
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2. HIPOTEZA

Kostani morfogenetski protein 6 u autolognom krvnom ugrusku kao nosacu bit ¢e superiorniji
bioloski i biokemijski u stvaranju ektopi¢ne kosti u odnosu na kostani morfogenetski protein 2

na govedem kolagenu kao nosacu, koji je komercijalno odobren kao terapija za cijeljenje kosti.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Detaljno opisati i usporediti vremenski tijek histoloskih i stani¢nih dogadaja te samu dinamiku
stvaranja ektopi¢nog koStanog tkiva primjenom komercijalno dostupnog rhBMP2 na

kolagenskoj spuzvici govedeg podrijetla i rhBMP6 u autolognom krvnom ugrusku.

3.2 Specificni ciljevi

e [spitati in vitro aktivnost rhBMP2 i rhBMP6 putem C2C12-BRE-Luc reporter eseja

e Odrediti i usporediti dinamiku otpustanja rhBMP2 s kolagenske spuzvice i hBMP6 iz
autolognog krvnog ugruska

e Karakterizirati stanice koje sudjeluju u ranoj osteogenezi te upalnom odgovoru
organizma na komponente implantata

e Istraziti tijek stvaranja ektopi¢nog koStanog tkiva nakon ugradnje osteoinduktivnih
implantata histoloSkom analizom

e Imunohistokemijski detektirati kljucne molekule u procesu osteogeneze kostanog tkiva
na ektopi¢nom mjestu

e Putem mikroCT analize kvantitativno odrediti proces nastajanja i pregradnje kostanog

tkiva
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. In vitro pokusi: aktivnost i dinamika otpuStanja

4.1.1. Aktivnost rhBMP2 i rhBMP6 u C2C12-BRE-Luc stani¢nom eseju

Aktivnost rhBMP2 i rhBMP6 odredena je putem C2C12-BRE-Luc stani¢nog eseja.
Stani¢na linija mi$jih mioblasta (C2C12) stabilno je transficirana s BRE-Luc konstruktom koja
reagira na BMP molekule. Ovaj konstrukt sadrzi regije misjeg Id-1 promotora (vaznog za
indukciju transkripcije putem BMP molekula) koji je konjugiran s luciferaznim genom koji ima
izvjestiteljsku ulogu (177). Misije C2C12-BRE-Luc stanice su uzgajane u kompletnom mediju
— Dulbeccovom modificiranom mediju (engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM)
s visokim udjelom glukoze (Merck, Njemacka) s dodatkom 10% fetalnog govedeg seruma
(engl. Fetal Bovine Serum, FBS) (Termo Fischer Scientific, MA, SAD). Stanice su
subkultivirane u T-bocama (T-75 cm?) u kompletnom mediju u stani¢énom inkubatoru na 37° C
pri ¢emu je udio CO2 bio 5%. Pri dosegu 80% konfluentnosti, stanice se odvajaju od dna T-
boce dodatkom tripsina, a zatim se nasaduju u triplikatima po 10 000 stanica po jazici u ploci s
96 jazica. Sljedeceg dana, nakon §to su stanice dosegle vise od 80% konfluencije, kompletan
medij zamijenjen je medijem za izgladnjivanje (DMEM s 0,1% FBS) u volumenu od 150 pL
po jazici, koji je zatim ostavljen na stanicama sljedecih 6 sati. Nakon razdoblja gladovanja,
stanice su tretirane razli¢itim rasponom koncentracija rhBMP2 odnosno rhBMP6 (1 — 400 ng).
Nakon 24 sata od tretmana, medij se uklanja, a stanice se ispiru s hladnim PBS-om (engl.
Phosphate Buffer Saline, PBS) te se liziraju dodatkom lizatnog pufera. U lizatima je izmjerena
luciferazna aktivnost (luminiscencija) koriStenjem luciferaznog reagensa (20 pl lizata + 100 pl

reagensa) na luminometru (Perkin Elmer, MA, SAD).

4.1.2. Invitro dinamika otpustanja

In vitro pokus otpustanja rhBMP2 s kolagenske spuzvice i rhBMP6 iz autolognog krvnog
ugruska proveden je u cilju usporedbe njihove dinamike otpustanja i odredivanja ukupne
koli¢ine otpusStenog proteina sa svojih nosaca. Osteoinduktivni implantati pripremljeni su
standardnim postupkom (vidjeti poglavlje 4.2.3.) pri ¢emu je kona¢na doza rhBMP2 odnosno
rhBMP6 bila 1 ug po implantatu. Pripremljeni implantati stavljeni su u plasti¢ne ploce s 24
jazice U kojem je smanjena adsorbcija proteina (Corning, NY, SAD). Uzorcima je dodan medij

(0.1 M Soerensenov pufer s dodatkom 1%BSA) (Tablica 1) koji je uzorkovan u razli¢itim
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vremenskim to¢kama, odnosno Koncentracije otpustenih proteina s njihovih nosaca mjereni su

u vremenskim tockama od Oh, 1h, 3h, 6h, 12h, 24h, te 72h.

Tablica 1 Priprema 0.1M Soerensenovog pufera

Otopina Priprema Volumen | pH
Otopina A | 3.12g NaH2P0O4.2H,0 + 100 mL diH20 | 19 mL 24
Otopina B 2.84g Na2HPO4 +100 mL diH20 81 mL '

Nakon svakog uzorkovanja, medij je skupljen i pohranjen na -20 °C, te je zamjenjen svjezim
medijem u istom volumenu. Po vremenskoj tocki broj uzoraka bio je Cetiri, a mjerenja su
provedena u tehni¢kim duplikatima. Kao metoda detekcije koristili su se ELISA setovi
kemikalija za detekciju rhnBMP2 (Human BMP-2 DuoSet ELISA, DY 355, R&D Systems, MN,
SAD) odnosno rhBMP6 (Human BMP-6 DuoSet ELISA, DY507, R&D Systems, MN, SAD).
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4.2. In vivo pokusi: Nastajanje koStanog tkiva na ektopi¢nom mjestu
nakon potkoZne ugradnje osteoinduktivnih implantata u aksilarnu regiju
Stakora

4.2.1. Dizajn pokusa

In vivo pokusi podijeljeni su na tri glavna pokusa koja ukljucuju karakterizaciju stanica
koje sudjeluju u ranoj osteogenezi te upalnom odgovoru proto¢nom citometrijom (Pokus 1),
zatim usporedba rhBMP2 na kolagenskoj spuzvici (rhBMP2/ACS) i rhBMP6 u autolognom
krvnom ugrusku (rhBMP6/ABC) u vremenu (Pokus 2), te usporedba rhBMP2 i rhBMP6 na

istom nosacu u tri razlic¢ite doze (Pokus 3).

4.2.1.1. Pokus 1: Karakterizacija stanica proto¢nom citometrijom

Stani¢ne populacije koje sudjeluju u ranoj osteogenezi te upalnom odgovoru organizma
na osteoinduktivne implantate ispitane su u vremenskim tockama od 24h i 72h, te su odredeni
stani¢ni markeri limfoidnih (CD3, B220), mijeloidnih (CD11b, GR) te mezenhimalnih
populacija (CD44, CD90, CD140a).

Tablica 2 Opis pokusnih skupina i broj implantata po skupinama i vremenskim tockama
pracenja

Eksperimentalna skupina 24h 72h
rthBMP2 (20 pg) + ACS 10 10
rhBMP6 (20 pug) + ABC 10 10

Broj implantanata: 40; broj stakora: 20

4.2.1.2. Pokus 2: Usporedba rhBMP2 na kolagenskoj spuzvici i rhBMP6 u
autolognom krvnom ugrusku
U Pokusu 2 usporedena je dinamika stvaranja ektopi¢ne kosti u potkoznom eseju kod
Stakora primjenom ,,zlatnog standarda“, thBMP2 na kolagenskoj spuzvici te thBMP6 u
autolognom krvnom ugrusku, ¢ija se primjena trenutno ispituje u klini€¢kim istrazivanjima.
Stvaranje kosti praceno je u dvije razlic¢ite doze za oba proteina (5 ug i 20 pg) kroz cetiri
razli¢ite vremenske tocke u kojima su ujedno pokusne zivotinje i terminirane - 7, 14, 35, 50
dana nakon ugradnje osteoinduktivnih implantata. Nakon terminacije Zivotinja, implantati su

eksplantirani te su snimljeni mikroCT uredajem i histoloski obradeni.
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Tablica 3 Opis pokusnih skupina i broj implantata po skupinama i vremenskim toc¢kama
praéenja

Eksperimentalna skupina Dan 7 Dan 14 Dan 35 Dan 50
rthBMP2 (5 pg) + ACS 10 10 10 10
rthBMP2 (20 pg) + ACS 10 10 10 10
rthBMP6 (5 pg) + ABC 10 10 10 10
rthBMP6 (20 pg) + ABC 10 10 10 10

Broj implantanata: 160; broj Stakora: 80

4.2.1.3. Pokus 3: Usporedba rhBMP2 i rhBMP6 na istom nosacu u tri razlicite
doze

U ovom pokusu ispitana je uc¢inkovitost rekombinantnih proteina, rhBMP2 i rhBMP6,

u tri razli¢ite doze (5, 20 1 50 pg) na jednakom nosacu u jednoj vremenskoj tocki (14 dana
nakon ugradnje). Nosa¢ se sastoji od autolognog krvnog ugruska kojem je dodan matriks
otporan na kompresiju (engl. Compression Resistant Matrix, CRM) u obliku biokompatibilnih,
bifazi¢nih (TCP/HA 80/20), sinteti¢kih keramickih Cestica u rangu veli¢ine 500 — 1700 um radi
poboljSanja biomehanickih svojstava. Nakon terminacije Zivotinja, implantati SU izvadeni i

snimljeni mikroCT uredajem 1 histoloSki obradeni (deskriptivna i1 kvantitativna analiza).

Tablica 4 Opis pokusnih skupina i broj implantata po skupinama

Eksperimentalna skupina Dan 14 Eksperimentalna skupina Dan 14
thBMP2 (5 pg) + ABC + CRM 6 thBMP6 (5 pg) + ABC + CRM 6
thBMP2 (20 pug) + ABC + CRM 6 thBMP6 (20 pug) + ABC + CRM 6
thBMP2 (50 pg) + ABC + CRM 6 thBMP6 (50 pg) + ABC + CRM 6

Broj implantanata: 36, broj zivotinja: 18
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4.2.2. Priprema osteoinduktivnih implantata

rhBMP2 (InductOs, Wyeth, UK) i rhBMP6 (Genera Istrazivanja, Hrvatska) koji su
koristeni u istrazivanju nalaze se u liofiliziranom obliku u vijalama koje su pohranjene na -
20°C. Neposredno prije pripreme implantata rhBMP2 odnosno rhBMP6 otopljeni su u vodi za
injekcije, te otpipetirani u odgovaraju¢cem volumenu u plasti¢cnu tubu u cilju dobivanja

odgovarajuce doze.

A. thBMP2 na kolagenskoj spuzvici (INFUSE) (Pokus 1i 2)

U sterilnim uvjetima kolagenska spuzvica je izrezana na veli¢inu 12 X 7 X 7 mm, te je

natopljena otopinom rhBMP2 u volumenu od 100 uL kako bi kona¢na doza u implantatu
bila 5 pg odnosno 20 pg (Slika 6A).

B. rhBMP6 u autolognom krvnom ugrusku (OSTEOGROW) (Pokus 1i 2)
Svaki implantat je pripremljen iz 500 pL krvi koja je pomijesana s otopinom rhBMP6 kako

bi kona¢na doza u implantatu bila 5 ug odnosno 20 ug, te je implantat ostavljen da koagulira

na sobnoj temperaturi unutar 60 minuta (Slika 6B).

C. rhBMP2 ili rhBMP6 na nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska i matriksa

otpornog na kompresiju (Pokus 3)

Svaki implantat sadrzavao je 100 mg sinteti¢kih keramickih Cestica uz dodatak 500 pL krvi
koja je pomijesana s otopinom rhBMP2 ili rhBMP6 kako bi kona¢na doza u implantatu bila
5, 20 ili 50 pg. Implantati su ostavljeni da koaguliraju na sobnoj temperaturi unutar 60
minuta (Slika 6C).
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Slika 6 Postupak pripreme osteoinduktivnih implantata. (A) rhBMP2/ACS: (1) Otopina
rhBMP2 nanosi se na kolagensku spuzvicu; (B) thBMP6/ABC: Otopina rhBMP6 dodaje se u
autolognu krv (1) te se navlaci u $pricu od 2 mL (2) gdje koagulira (3); (C) Otopina rhBMP2
ili rhBMP6 mijesa se s krvlju (1) i CRM-om (2) u $prici od 2 mL (3) gdje koagulira (4).
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4.2.3. Eksperimentalne Zivotinje

Laboratorijski Stakori (lat. Rattus Norvegicus) soja Sprague Dawley iz vlastitog uzgoja
(nastamba HR-POK.001), muZzjaci, tjelesne mase 250-300 grama, starosti 6-8 tjedana koristeni

su u pokusima u sklopu ove disertacije.

4.2.4. Kirurski postupak

Neposredno prije kirurSkog postupka, laboratorijske Zivotinje bile su anestezirane
injekcijom ketamina (60 mg/kg) i ksilazina (100 mg/kg) intraperitonealno (i/p). Operativna
procedura provedena je prema svim pravilima sterilnosti, a zivotinje su tijekom operativnog
zahvata bile prekrivene sterilnim platnom uz prikaz i pristup samo operativnhom polju. U
medijalnoj liniji prsnog kosa napravljen je rez duzine 1 cm. Laganim odvajanjem koze i
potkoznog tkiva od muskulature prema podruéju aksilarne regije formiran je prostor u blizini
torakalne arterije (dobro vaskularizirana regija) u koji je ugraden osteoinduktivni implantat
(Slika 7). Postavljanjem jednog kirurskog Sava u blizini nosaca osigurana je pozicija nosaca na
navedenom mjestu, dok je sredisnji rez kiruski zaSiven. Prema klinickim znacima skale boli,

koristen je analgetik buprenorfin u dozi 0,05 mg/kg i/p.
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Slika 7 PotkoZna ugradnja osteoinduktivnih implantata u aksilarnu regiju u blizini
torakalne arterije (dobro vaskularizirana regija) u koji su ugradeni osteoinduktivni
implantati: (A) rthBMP2 na kolagenskoj spuzvici i (B) thBMP6 u autolognom krvnom
ugrusku kao nosacu.
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4.2.5. Terminacija Zivotinja

Laboratorijski $takori eutanazirani su prekomjernom dozom anestetika primjenom 80
mg/kg ketamina intraperitonealno (i/p). Nakon toga napravljen je rez u medijalnoj ravnini te je
nakon eksploracije aksilarne regije izvaden implantat odnosno novonastala kost koja je nadalje
fiksirana i uklopljena u parafinske blokove te proslijedena na daljnju histolosku analizu u cilju
pracenja trazenih parametara stanicnog odgovora na ugradeni implantat. Eutanazirane
laboratorijske Zzivotinje Su potom neskodljivo uklonjene. U slucaju razvijanja patnje ili

nepredvidenih popratnih pojava eksperimentalnog postupka, zivotinje su odmah eutanazirane.

4.2.6. Proto¢na citometrija (Pokus 1)

Osteoinduktivni implantati, rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC pripremljeni su kako je
prethodno opisano te su implantirani u aksilarnu regiju Stakora. 24h i 72h nakon kirurskog
zahvata, implantati su sakupljeni u Falcon tube s puferom PBS, na ledu. Nadalje, implantati su
mehanicki (upotrebom sterilnih $kara) i enzimski (koriStenjem kolagenaze tipa I, 37 °C)
homogenizirani. Dobivena suspenzija filtrirana je kroz mrezicu u FACS epruvete koje su potom
centrifugirane. Supernatant je uklonjen i talog je resuspendiran u PBS-u. Stani¢ne suspenzije
obiljezene su sljede¢im Stakorskim protutijelima: CD3-PE, B220, GR-FTIC, CD11b-APC,
CD44-AF647, CD90-APCCy7 i CD140a. Obiljezavanje je provedeno na temperaturi 2-8 °C, u
tami. Nakon obiljezavanja, suviSak protutijela uklonjen je ispiranjem puferom PBS s dodatkom
2% FBS-a (engl. Fetal Bovine Serum, FBS), a uzorcima obiljezenim protutijelima koja su
vezana na biotin dodan je streptavidin konjugiran s fluorescentnom bojom te su suspenzije
inkubirane dodatnih 25 minuta u tami na 2 — 8 °C, a suviSak streptavidina je potom uklonjen
ispiranjem u puferu PBS. Stanice su nakon centrifugiranja resuspendirane u puferu PBS s 2%
FBS. Svakom uzorku dodan je 7-AAD (engl. 7-amino-actinomycin, 7-AAD) koji obiljezava
mrtve stanice vezu¢i se na DNA ulaze¢i U citoplazmu kroz oSteenu stani¢nu membranu.
Stani¢na suspenzija je nakon toga propustena na proto¢nom citometru Attune (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, MA, SAD), a dobiveni podatci analizirani su pomoc¢u
programa FlowJo (FlowJo, Oregon, SAD). Za korekciju preklapanja signala emisijskih spektara
razli¢itih fluorokroma te za odredivanje okvira za analizu koriste se neobiljezene stanice i
stanice obojane kombinacijom protutijela u kojima nedostaje fluorokrom za kojeg se odreduje

prag pozitivnosti (engl. Fluorescence Minus One, FMO).
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4.2.7. MikroCT - snimanje i analiza dobivenih snimaka (Pokus 2 i 3)

Implantati su snimljeni pomoc¢u SkyScan 1076 MicroCT uredaja (Bruker, MA, SAD)
na 18 mm rezoluciji. Parametri skeniranja bili su postavljeni na 50 k\V/200mA, aluminijski filter
(0.5 mm), te 0.5° rotacioni pomak. Dobivene snimke rekonstruirane su putem Nrecon (Bruker,
Belgija) softvera, a kvantifikacija, odnosno kostani volumen i trabekularni parametri dobiveni
su putem CTAnN (Bruker, MA, SAD) softvera. Osim kosStanog volumena, za novonastalu kost
odreden je i broj, debljina te razmak izmedu trabekula. 3D modeli novonastale ektopi¢ne Kosti
dobiveni su putem CTVox (Bruker, MA. SAD) softvera.

4.2.8. HistoloSka analiza

Nakon fiksacije u formalinu, implantati su stavljeni u otopinu za dekalcinaciju -
etilendiamintetraoctenu kiselinu (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA). Po zavrsetku
dekalcinacije napravljeni su histoloski rezovi debljine 5 pm. Najmanje jedan histoloski preparat
od svakog implantata obojen je hematoksilin-eozinom dok su odabrani histoloski preparati
ovisno o vremenskoj tocki obojeni Goldnerovim bojenjem ili toluidinskim modrilom.
Histoloski preparati analizirani su deskriptivno (7. i 14. dan) ili kvantitativno
(histomorfometrija) ovisno o eksperimentalnoj skupini. Minimalno 3 uzorka po skupini iz 3

razlicite Zivotinje koriSteni Su za histoloSke analize.

4.2.8.1.Imunohistokemija (Pokus 2)

Imunohistokemija provedena je nakon deparafinizacije i rehidracije tkiva. Toplinski
inducirana revitalizacija epitopa (engl. Heat-induced epitope retrieval, HIER) provedena je u
natrij citrat puferu (pH 6,0) u mikrovalnoj pe¢nici kroz 15 minuta, te 30 minuta hladenja na
(Abcam, UK) bio je koristen za detekciju u svim pokusima. Stakalca su inkubirana sa
primarnim protutijelima na Sox-9, Osterix, te kolagen tipa Il preko no¢i na 4 °C u vlaznoj
komori. Kao sekundarno protutijelo koristeno je sekundarno protutijelo u kombinaciji s
peroksidazom hrena (engl. Horseradish peroxidase, HRP), a detektirano je koristenjem
diaminobenzidin (DAB) kromogena. Stakalca su obojena u hematoksilinu i fiksirana pomocu
ImmunoHistoMount™ (Sigma-Aldrich, MO, SAD). Histoloski preparati na kojim je
napravljena imunohistokemija su deskriptivno analizirani (3 uzorka po skupini iz 3 razli¢ite

zivotinje).
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4.2.8.2.Histomorfometrija (Pokus 3)

Histoloski preparati obojani su Goldnerovim bojanjem, pri ¢emu se kost boji tirkizno
zeleno, a matriks otporan na kompresiju se boji bijelom bojom. Preparati su vizualizirani putem
mikroskopskog sustava Olympus - Olympus SZX10 lupe i Olympus BX53 mikroskopa sa
DP27 kamerom (5 megapiksela, 15 fps) putem cellSens Dimension programa (Olympus,
Japan). Podruc¢ja od interesa (kost, matriks otporan na kompresiju) selektirani su i maskirani
distinktivnom bojom nakon ¢ega je izmjerena njihova povrsina putem Fiji ImageJ programa
(National Institute of Health, MD, SAD).

4.2.9. Statisticka obrada podataka

Gaussova raspodjela podataka testirana je Kolmogorov — Smirnovljevim testom te
pomoc¢u QQ-dijagrama (engl. quantile-quantile plot, QQ-plot). U slu¢aju normalne distribucije
primijenjena je jednostrana ili dvostrana analiza varijance (ovisno o eksperimentu), a u sluc¢aju
nejednakih standardnih devijacija primijenjen je test po Welchu uz Dunnet T3 post-hoc test. U
slu¢aju ne-Gaussove raspodijele, primijenjeni su neparametrijski testovi (Kruskal-Wallis test)
uz odgovarajuée post-hoc testove. Rezultati su prikazani kao prosjeéna vrijednost Sa
standardnom devijacijom (+/-) ili kao medijan s rasponom od minimalne do maksimalne
vrijednosti unutar pokusne skupine. Rezultati su smatrani statisticki znacajnim kad je
vjerojatnost pogreske (P) manja od 0,05. Sve statisticke analize provedene su statistickim

programom GraphPad Prism (GraphPad Software, CA, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Invitro pokusi: aktivnost i dinamika otpustanja

5.1.1. Aktivnost rhBMP2 i rhBMP6 u C2C12-BRE-Luc stani¢nom eseju

Aktivnost rhBMP2 i rhBMP6 izmjerena je u C2C12-BRE-Luc stani¢nom eseju pri cemu
je stabilno transfecirana stani¢na linija misjih mioblasta tretirana s rasponom koncentracija od
1 do 400 ng/mL rhBMP2 odnosno rhBMP6 (Slika 8). U nizim koncentracijama, od 1 do 40
ng/mL, rhBMP2 pokazao je slabiju luciferaznu aktivnost u odnosu na thBMP6, medutim pri

visim koncentracijama, od 100 do 400 ng/mL, razlike u aktivnosti nije bilo.
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Slika 8 Specificna aktivnost rhBMP2 i rhBMP6 izmjerena je u C2C12-BRE-Luc
staniénom eseju. Aktivnost je testirana u rasponu koncentracija 1 do 400 ng/mL koje su
prikazane na x osi, dok je aktivnost izrazena u relativnim svjetlosnim jedinicama (RLU) na y
osi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom.
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5.1.2. Invitro dinamika otpustanja

U cilju razumijevanja dinamike otpustanja thBMP2 s apsorbiraju¢e kolagenske
spuzvice te thBMP6 iz autolognog krvnog ugruska provedene su serije pokusa otpustanja pri
¢emu su determinirane koli¢ine otpusStenih proteina s njihovih nosaca u medij. Koncentracije
otpustenih proteina s njihovih nosa¢a mjereni su u sljede¢im vremenskim to¢kama — Oh, 1h, 3h,
6h, 12h, 24h, 72h. Takoder, osim determiniranih koli¢ina odnosno koncentracija u navedenim

vremenskim tockama izracunato je i kumulativno otpustanje kroz 72h.

Za dinamiku otpustanja hBMP2 s apsorbirajuce kolagenske spuzvice karakteristi¢no je
naglo otpustanje (engl. “burst release”) prilikom inicijalnog ispiranja (vremenska toc¢ka Oh), te
nakon 1h, gdje se otpustilo 39,05% odnosno 63,63% sveukupne koli¢ine rhBMP2 s nosaca.
Nakon toga slijedi sporija dinamika otpustanja gdje se u konac¢nici nakon 72h u medij otpusti
84,99% sveukupne koli¢ine thBMP2 s kolagenskog nosaca (Slika 9). S druge strane, za
dinamiku otpustanja rhBMP6 iz autolognog krvnog ugruska nije uoc¢eno naglo otpustanje u

inicijalnim vremenskim tockama kao kod thBMP2 s kolagenske spuzvice. Naime, prilikom
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Slika 9 Profil otpustanja u pojedinoj vremenskoj to¢ki te kumulativno otpustanje
rhBMP2 iz apsorbiraju¢e kolagenske spuZvice (plava boja) i rhBMP6 iz autolognog
krvnog ugruska (crvena boja) koji su mjereni setom kemikalija za ELISA-u. Mjerenje je
provedeno u tehnickim duplikatima po uzorku (n=4).
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inicijalnog ispiranja (vremenska tocka Oh), te nakon 1h, otpustilo se svega 6,10% odnosno
10,25% sveukupne koli¢ine thBMP6 iz krvog ugruska, dok se kumulativno kroz 72h otpustilo
15,00% (Slika 9).
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5.2.  Invivo pokusi: Nastajanje koStanog tkiva na ektopi¢nom mjestu nakon
potkoZne ugradnje osteoinduktivnih implantata u aksilarnu regiju
Stakora

5.2.1. Karakterizacija stanica koje sudjeluju u ranoj osteogenezi te upalnom
odgovoru proto¢nom citometrijom (Pokus 1)

Stanicne populacije prisutne u osteoinduktivnim implantatima koji se sastoje od
rhBMP2 na kolagenskoj spuzvici (rhBMP2/ACS) i thBMP6 u autolognom krvnom ugrusku
(rhBMP6/ABC) determinirane su 24h odnosno 72h nakon potkozne ugradnje u aksilarnu regiju
Stakora primjenom proto¢ne citometrije. U cilju utvrdivanja stani¢nih populacija u ranoj
osteogenezi ektopi¢nog kostanog tkiva, proto¢nom citometrijom je analiziran udio limfoidnih,
mijeloidnih i mezenhimalnih stani¢nih populacija. Stanice su za proto¢nu citometrijsku analizu
obiljezene protutijelima usmjerenim na biljege limfoidnih (CD3, B220), mijeloidnih (CD11b,
GR) te mezenhimalnih populacija (CD44, CD90, CD140a).

Analiza udjela hematopoetskih stani¢nih populacija pokazala je kako su CD3" i B220*
pozitivne populacije odnosno limfoidne populacije (T-limfociti i B-limfociti) u znacajno ve¢em
broju prisutne kod osteoinduktivnih implantata koji se sastoje od rhBMP6 i autolognog krvnog
ugruska (rhBMP6/ABC) u odnosu na rhBMP2 na kolagenskoj spuzvici (thBMP2/ACS) 24h i
72h nakon potkozne ugradnje u aksilarnu regiju kod Stakora. Mijeloidna populacija, odnosno
populacija koja izrazava GR'CD11b* fenotip bila je u znacajno veéem broju prisutna u
rhBMP2/ACS nego u rhBMP6/ABC implantatima nakon 24h odnosno 72h (Slika 10A).
Analiza udjela mezenhimalnih stani¢nih populacija pokazala je kako u obje pokusne skupine
nakon 24h odnosno 72h ne postoji razlika u broju CD44 pozitivnih stanica. Rani progenitori,
odnosno CD90 pozitivne stani¢ne populacije u ve¢em broju prisutne su kod rh BMP6/ABC nego
u rhBMP2/ACS implantatima 24h nakon ugradnje. Medutim, nakon 72h broj CD90 pozitivnih
stanica opada i ne postoji znacajna razlika izmedu pokusnih skupina, odnosno thBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC implantata. CD140a pozitivne populacije odnosno usmjereni progenitori

prisutni su u znacajno veéem broju u rhBMP6/ABC implantatima nakon 24h od potkozne
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ugradnje u odnosu na rhBMP2/ACS implantate, premda 72h nakon ugradnje broj CD140a

pozitivnih stanica opada i ne postoji znacajna razlika izmedu pokusnih skupina (Slika 10B).
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Slika 10 Udestalost stani¢nih populacija u osteoinduktivnim implantatima 24h i 72h
nakon potkoZne ugradnje. (A) Ucestalost limfoidnih (CD3", B220") i mijeloidnih populacija
(GR'CD11b") medu pojedina¢nim, Zivim hematopoetskim (CD45") stanicama prisutnih u
osteoinduktivnim implantatima koji se sastoje od rhBMP6 i autolognog krvnog ugruska
(rhBMP6/ABC) te thBMP2 na kolagenskoj spuzvici (thBMP2/ACS) 24h i 72h nakon potkozne
ugradnje. (B) Ucestalost mezenhimalnih stanica (CD44), ranih progenitora (CD90) i
usmjerenih progenitora (CD140a) prisutnih medu pojedinac¢nim, Zivim, nehematopoetskim
(CD45CD31°Ery) stanicama u rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC implantatima 24h i 72h nakon
potkozne ugradnje. Podatci su prikazani kao kutijasti dijagram (engl. Box and Whisker plot) sa
rasponom od minimalne do maksimalne vrijednosti unutar pokusne skupine, medijanom te p
vrijednostima (Kruskal-Wallis test s post-hoc testom po Conoveru) koje su oznaCene na
grafovima.
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Mezenhimalne stani¢ne populacije analizirane su s ciljem utvrdivanja promjena u
sastavu populacija kostanih i hrskaviénih progenitora. Prvom kombinacijom protutijela
usmjerenim na mezenhimalne biljege su unutar svih nehematopoetskih stanica, odnosno stanica
negativnih na leukocitne (CD45), endotelne (CD31) i eritroidne (Ery) biljege analizirani udjeli
stanica koje izrazavaju biljege CD90 i CD140a. Nadalje, CD90" stanice su nadalje podijeljene
prema ekspresiji CD24 stani¢nog biljega; stani¢ni fenotip CD90*CD24" smatra se najranijim
multipotentnim progenitorima ili mati¢nim stanicama (engl. Early Multipotent Progenitors,
EMP), stani¢ne populacije CD90*CD24 fenotipa smatraju adipogenim progenitorima (engl.
Adipogenic  Progenitors, APC) dok se osteohondrogenim progenitorima (engl.
Osteochondroprogenitors, OCP) smatraju se stanice koje izrazavaju CD90"CD140a" fenotip
(Slika 11).
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Slika 11 Strategija odredivanja okvira (engl. gating) stani¢nih populacija. Odredivanje
mati¢nih stanica (engl. Early Multipotent Progenitors, EMP), adipogenih progenitora (engl.
Adipogenic Progenitors, APC) te  osteohondrogenih progenitora  (engl.
Osteochondroprogenitors, OCP) kod nehematopoetskih stani¢nih populacija koje izrazavaju
CD45 CD31Ery fenotip.

Mati¢ne stanice, koje izrazavaju CD90*CD24" fenotip, u najve¢em broju prisutne su u
rthBMP6/ABC implantatima 24h nakon ugradnje. Nakon 72h, nema znacajne razlike u broju
stanica koje izrazavaju CD90"CD24" fenotip u rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC implantatima
(Slika 12). Suprotno tome, adipogeni progenitori koji izrazavaju CD90*CD24 fenotip, u

najveéem broju prisutni su u thBMP2/ACS implantatima, 24h nakon potkozne ugradnje. Nakon
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72h, nema znacajne razlike u broju adipogenih progenitora kod rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC
implantata (Slika 12). Nadalje, u testiranim osteoinduktivnim implantatima, rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC, nakon 24h odnosno 72h, ne postoji razlika u broju osteohondrogenih
progenitora koji izrazavaju stani¢ni fenotip CD90°CD140a"* (Slika 12).
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Slika 12 Udestalost najranijh multipotentnih progenitora (CD90*CD24*), adipogenih
progenitora (CD90"CD247) te osteohondrogenih progenitora (CD90-CD140a*) kod
nehematopoetskih stani¢nih populacija CD45-CD31 Ery  fenotipa. Podatci su prikazani kao
kutijasti dijagram (engl. Box and Whisker plot) sa rasponom od minimalne do maksimalne
vrijednosti unutar pokusne skupine, medijanom te p vrijednostima (Kruskal-Wallis test s post-
hoc testom po Conoveru) koje su oznacene na grafovima.
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5.3.2. Usporedba rhBMP2 na kolagenskoj spuzvici i rhBMP6 u autolognom
krvnom ugrusku (Pokus 2)

5.3.2.1.MikroCT analiza
Dan 7

Proces ektopi¢nog stvaranja kosti i struktura novostvorene kosti evaluirani su mikroCT
analizom osteoinduktivnih implantata u zadanim vremenskim to¢kama. Osim toga, za sve
eksperimentalne skupine napravljene su 3D rekonstrukcije implantata. Sedmoga dana nakon
potkozne ugradnje osteoinduktivnih implantata, rhBMP2/ACS u dozi od 5 pg pokazuje jedva
zamjetnu indukciju kosti, dok su kod primjene vec¢e doze (20 pg) suptilna podrucja okostavanja
bila vidljiva na perifernim dijelovima implantata. Kolagen (ACS) koji je nosa¢ za hBMP2 jos
uvijek je prisutan u velikoj koli¢ini u osteoinduktivnim implantatima. Nadalje, rhBMP6/ABC
u dozi od 5 pg pokazuje zamjetno viSe kosti u odnosu na osteoinduktivni implantat
rhBMP2/ACS u istoj dozi, a sli¢na situacija je i kod primjene veée doze od 20 pg (Slika 13B).
Observacije na 3D rekonstrukcijama potvrdene su mikroCT analizom (Slika 13A).
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Slika 13 Novonastala ektopi¢na kost 7 dana nakon potkoZne ugradnje. (A) 3D
rekonstrukcija novonastale ektopi¢ne kosti (crvena boja) primjenom osteoinduktivnih
implantata rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC; kolagen (ACS) koji je nosa¢ za rhBMP2 jos uvijek
je prisutan u velikoj koli¢ini u osteoinduktivnim implantatima (bijela boja). (B) Kvantifikacija
kostanog volumena (mm?®) novonastale ektopi¢ne kosti primjenom implantata rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 pg. Podatci su prikazani kao kutijasti dijagram (engl. Box
and Whisker plot) s rasponom od minimalne do maksimalne vrijednosti unutar pokusne
skupine, medijanom te p vrijednostima (Kruskal-Wallis test s post-hoc testom po Dunnu) koje
su oznacene na grafovima *(P < 0.05), **(P <0.01), ***(P < 0.001).
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Dan 14

U periodu izmedu sedmog i ¢etrnaestog dana dolazi do intenzivne osifikacije te je 14.
dan bila prisutna znacajna koli¢ina kosti u svim implantatima. U thBMP2/ACS implantatima i
dalje su prisutne odredene koli¢ine kolagena kao nosaca, a na slikama 3D rekonstrukcije vide
se podrucja okostavanja na perifernim dijelovima implantata koje je intenzivnije kod primjene
vece doze thBMP2 (Slika 14A). Osteoinduktivni implantati thBMP6/ABC u dozi od 20 ug

doveli su do stvaranja najvece koli¢ine koStanog volumena (Slika 14B).
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Slika 14 Novonastala ektopi¢na kost 14 dana nakon potkoZne ugradnje. (A) 3D
rekonstrukcija novonastale ektopi¢ne kosti (crvena boja) primjenom osteoinduktivnih
implantata hBMP2/ACS i thBMP6/ABC; kolagen (ACS) koji je nosa¢ za thBMP2 joS§ uvijek
je prisutan u u osteoinduktivnim implantatima (bijela boja). (B) Kvantifikacija koStanog
volumena (mm3®) novonastale ektopi¢ne kosti primjenom implantata rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 pg. Podatci su prikazani kao stupcasti dijagram (engl. Bar
plot), sa srednjom vrijednosti, standardnom devijacijom te p vrijednostima (dvosmjerna
analiza varijance (ANOVA) s post-hoc testom po Tukey-Krameru) koje su oznacene na
grafovima - *(P <0.05), **(P <0.01), ***(P <0.001).
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Dan 35

35. dan nakon potkozne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora, osteoinduktivni implantati
koji su stvorili najvise kosti bili su oni s koristenih 20 pg rekombinantnog proteina, bez obzira
0 primijenjenom osteoinduktivnom sustavu, rhBMP2/ACS ili rhBMP6/ABC (Slika 15B). Na
3D presjecima vidljivo je kako novonastala ektopi¢na kost prisutna u svim pokusnim
skupinama, a morfoloski izgleda gotovo jednako, s naglaSenom kortikalnom kosti i trabekulama
u unutras$njosti. Takoder, na 3D presjecima na izdvojenim implantatima rhBMP2/ACS nema

prisutnog kolagenskog nosaca (Slika 15A).
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Slika 15 Novonastala ektopi¢na kost 35 dana nakon potkoZne ugradnje. (A) 3D
rekonstrukcija novonastale ektopi¢ne kosti (crvena boja) primjenom osteoinduktivnih
implantata rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC. (B) Kvantifikacija ko$tanog volumena (mm?)
novonastale ektopicne kosti primjenom implantata thBMP2/ACS i rhBMP6/ABC u dozama od
5120 pg. Podatci su prikazani kao kutijasti dijagram (engl. Box and Whisker plot) s rasponom
od minimalne do maksimalne vrijednosti unutar pokusne skupine, medijanom te p
vrijednostima (Kruskal-Wallis test s post-hoc testom po Dunnu) koje su oznacene na grafovima
- *¥(P <0.05), **(P <0.01), ***(P <0.001).
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Dan 50

50. dan nakon potkozne ugradnje, novonastala ektopi¢na kost prikazana na 3D
rekonstrukcijma, prisutna je u svim pokusnim skupinama, a morfoloski izgleda gotovo jednako,
s naglasenom kortikalnom kosti i trabekulama u unutrasnjosti (Slika 16A). Osteoinduktivni
implantati rhBMP6/ABC u dozi od 20 pg doveli su do stvaranja najvec¢eg koStanog volumena,
dok je thBMP2/ACS bio superiorniji u odnosu na skupine s koristenom dozom od 5 pg (Slika
16B).

5ug

Slika 16 Novonastala ektopi¢na kost 50 dana nakon potkoZne ugradnje. (A) 3D
rekonstrukcija novonastale ektopicne kosti (crvena boja) primjenom osteoinduktivnih
implantata rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC. (B) Kvantifikacija kostanog volumena (mm?3)
novonastale ektopi¢ne kosti primjenom implantata rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC u dozama od
5120 pg. Podatci su prikazani kao stupcasti dijagram (engl. Bar plot), sa srednjom vrijednosti,
standardnom devijacijom te p vrijednostima (dvosmjerna analiza varijance (ANOVA) s post-
hoc testom po Tukey-Krameru) koje su oznacene na grafovima - *(P < 0.05), **(P < 0.01),
**EP <0.001).
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Trabekularni parametri

Osim kostanog volumena koji je glavni parametar mikroCT analize, mjereni su i
trabekularni parametri kosti koji ukljucuju debljinu, separaciju i broj trabekula. Trabekularni
parametri nisu mjereni 7. dan nakon potkozne ugradnje s obzirom na to da je formacija kosti

tek u pocetku (endohondralna osifikacija) te sukladno tome trabekule jo$ nisu formirane.

14. dana nakon potkozne ugradnje, najtanje trabekule bile su prisutne u rhBMP2/ACS
u dozi od 5 pug u odnosu na druge pokusne skupine. Debljina trabekula 35. dan nakon potkozne
ugradnje raste u odnosu na 14. dan, a 50. dan nakon ugradnje najdeblje trabekule su prisutne
kod rhBMP6/ABC s primjenjenom dozom od 5 pg (Slika 17).
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Slika 17 Debljina trabekula u novonastaloj ektopi¢noj kosti 14., 35., i 50. dan nakon
potkoZne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora. Podatci su prikazani kao stupcasti dijagram
(engl. Bar plot), sa srednjom vrijednosti, standardnom devijacijom te p vrijednostima
(dvosmjerna analiza varijance (ANOVA) s post-hoc testom po Tukey-Krameru) koje su
oznacene na grafovima - *(P <0.05), **(P <0.01), ***(P < 0.001).
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Separacija trabekula, odnosno udaljenost izmedu njih mjerena je 14., 35., 1 50. dan
nakon potkozne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora. Separacija trabekula Cetrnaestog dana
nakon ugradnje najveca je kod implantata u kojima je koriStena doza od 20 ug, a 35. dan i 50
dan najveca je u thBMP6/ABC u dozi od 20 ug po implantatu (Slika 18).
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Slika 18 Separacija trabekula u novonastaloj ektopi¢noj kosti 14., 35., i 50. dan nakon
potkoZne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora. Podatci su prikazani kao stupcasti ili kutijasti
dijagram - srednja vrijednost sa standardnom devijacijom ili medijan sa rasponom od
minimalne do maksimalne vrijednosti unutar pokusne skupine te p vrijednostima (dvosmjerna
analiza varijance (ANOVA) s post-hoc testom po Tukey-Krameru ili Kruskal-Wallis s post-hoc
testom po Dunnu) koje su oznacene na grafovima - *(P <0.05), **(P <0.01), ***(P <0.001).

Broj trabekula u novonastaloj ektopi¢noj kosti mjeren je 14., 35. i 50. dan nakon
potkozne ugradnje. Cetrnaest dana nakon ugradnje, najmanji broj trabekula bio je prisutan u
implantatima thBMP6/ABC u dozi od 20 pg, kao i 35. te 50. dan (Slika 19).
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Slika 19 Broj trabekula u novonastaloj ektopi¢noj kosti 14., 35., i 50. dan nakon potkoZne
ugradnje u aksilarnu regiju stakora. Podatci su prikazani kao stupcasti dijagram (engl. Bar
plot), sa srednjom vrijednosti, standardnom devijacijom te p vrijednostima (dvosmjerna analiza
varijance (ANOVA) s post-hoc testom po Tukey-Krameru) koje su oznac¢ene na grafovima - *(P
<0.05), **(P <0.01), ***(P <0.001).
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Kostani volumen i trabekularni parametri u vremenu

Kostani volumen i trabekularni parametri ektopi¢ne kosti nastale primjenom
osteoinduktivnih implatanata, rhBMP2/ACS i thBMP6/ABC, u dozama od 5 i 20 pg bio je
promatran u nekoliko vremenskih tocaka — 7., 14., 35. 1 50. dan nakon potkozne ugradnje u

aksilarnu regiju Stakora.

Sedam dana nakon ugradnje, kostani volumen (mm?®) ne razlikuje se unutar pokusnih
skupina, a proces okostavanja je u pocetnoj fazi. Izmedu 7. i 14. dana dolazi do intenzivne
osifikacije te je 14. dana bila prisutna znacajna koli¢ina kosti u svim implantatima u odnosu na
7. dan, a najveca koli¢ina novostvorene ektopicne kosti bila prisutna kod rhBMP6/ABC u dozi
od 20 pg. Kostani volumen 14. dana dolazi do svog maksimuma u svim pokusnim skupinama
osim u thBMP2/ACS u dozi od 5 ug u kojem maksimum postize 35. dan, a nakon toga kostani
volumen 35. odnosno 50. dan nakon ugradnje ostaje nepromijenjen u svim pokusnim
skupinama (Slika 20). U konac¢nici, rhBMP6/ABC u dozi od 20 pg stvorio je najvise Kosti
prilikom potkozne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora mjeren u vremenskim tockama 14., 35. 1

50. dana nakon ugradnje (Tablica 5, 6).
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Slika 20 KoStani volumen (mm® novonastale ektopiéne kosti ugradnjom
osteoinduktivnih impantata, rhBMP2/ACS (plava boja) i rhBMP6/ABC (crvena boja) u
dozama od S i 20 pg u aksilarnu regiju Stakora. Podatci su pokazani kao tocke koje
predstavljaju srednju vrijednost uz standardnu devijaciju, a pokusne skupine u vremenu
povezane su ravnim (20 pg) odnosno isprekidanim (5 pg) linijama.
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Tablica 5 Prikaz znacajnosti i P vrijednosti za koStani volumen novonastale ektopi¢ne kosti
primjenom osteoinduktivnih implantata, hBMP2/ACS i thBMP6/ABC u dozama od 51 20 ug
po danima. Vrijednosti su analizirane dvosmjernom analizom varijance s odgovaraju¢im post-
hoc testom po Tukey-Krameru.

Kostani volumen (mm?) — pokusne skupine u danu
Tumy?;?:ﬁ;g?é;giemmki Znacajno? | Oznaka P
Dan 7
5 pg BMP2 vs. 20 ng BMP2 Ne - 0,99
5 pg BMP2 vs. 5 ug BMP6 Ne - >0,99
5 pg BMP2 vs. 20 ug BMP6 Ne - 0,13
20 pg BMP2 vs. 5 upg BMP6 Ne - >0,99
20 pg BMP2 vs. 20 ug BMP6 Ne - 0,26
5 ug BMP6 vs. 20 ung BMP6 Ne - 0,17
Dan 14
5 ug BMP2 vs. 20 ug BMP2 Da falake <0,001
5 ug BMP2 vs. 5 ug BMP6 Ne - 0,31
5 ug BMP2 vs. 20 ug BMP6 Da falaied <0,001
20 pg BMP2 vs. 5 pg BMP6 Ne - 0,06
20 ug BMP2 vs. 20 ug BMP6 Da ** 0,003
5 ng BMP6 vs. 20 ug BMP6 Da falaal <0,001
Dan 35
5 ug BMP2 vs. 20 ug BMP2 Da ** 0,005
5 ng BMP2 vs. 5 ug BMP6 Ne - 0,51
5 ng BMP2 vs. 20 ng BMP6 Da faleiel <0,001
20 ug BMP2 vs. 5 ug BMP6 Da falel <0,001
20 pg BMP2 vs. 20 pg BMP6 Da ** 0,005
5 ng BMP6 vs. 20 ug BMP6 Da falaal <0,001
Dan 50
5 ng BMP2 vs. 20 ng BMP2 Da * 0,03
5 ng BMP2 vs. 5 ug BMP6 Ne - >0,99
5 ug BMP2 vs. 20 ng BMP6 Da Fkx <0,001
20 pg BMP2 vs. 5 ug BMP6 Da * 0,02
20 pg BMP2 vs. 20 ug BMP6 Da il <0,001
5 ng BMP6 vs. 20 ng BMP6 Da faleial <0,001
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Tablica 6 Prikaz znacajnosti i P vrijednosti za koStani volumen novonastale ektopi¢ne kosti
primjenom osteoinduktivnih implantata, hBMP2/ACS i thBMP6/ABC u dozama od 5120 pg
kroz vrijeme. Vrijednosti su analizirane dvosmjernom analizom varijance s odgovaraju¢im
post-hoc testom po Tukey-Krameru.

Kostani volumen (mm®) — pokusne skupine kroz vrijeme
Viestt tos weporedbe | Z1e€a0? | Oznaka | P
5 pg BMP2
Dan 7 vs. Dan 14 Ne - 0,11
Dan 7 vs. Dan 35 Da * 0,02
Dan 7 vs. Dan 50 Ne - 0,16
Dan 14 vs. Dan 35 Ne - 0,92
Dan 14 vs. Dan 50 Ne - >0,99
Dan 35 vs. Dan 50 Ne - 0,85
20 ug BMP2
Dan 7 vs. Dan 14 Da Fxk <0,001
Dan 7 vs. Dan 35 Da Fxk <0,001
Dan 7 vs. Dan 50 Da kol <0,001
Dan 14 vs. Dan 35 Ne - >0,99
Dan 14 vs. Dan 50 Ne - 0,37
Dan 35 vs. Dan 50 Ne - 0,52
5 ug BMP6
Dan 7 vs. Dan 14 Da Fxx <0,001
Dan 7 vs. Dan 35 Ne - 0,51
Dan 7 vs. Dan 50 Ne - 0,28
Dan 14 vs. Dan 35 Ne - 0,06
Dan 14 vs. Dan 50 Ne - 0,16
Dan 35 vs. Dan 50 Ne - 0,98
20 ug BMP6
Dan 7 vs. Dan 14 Da ekl <0,001
Dan 7 vs. Dan 35 Da bkl <0,001
Dan 7 vs. Dan 50 Da bkl <0,001
Dan 14 vs. Dan 35 Ne - 0,97
Dan 14 vs. Dan 50 Ne - 0,95
Dan 35 vs. Dan 50 Ne - >0,99
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Trabekularni parametri mjereni su za sve vremenske tocke promatranja osim 7. dana
nakon ugradnje, s obzirom na to da je formacija kosti tek u zacetku pa trabekule jo$ nisu
formirane. Debljina trabekula (mm) u vremenu odnosno 14., 35. i 50. dan nakon ugradnje raste
u svim pokusnim skupinama. Udaljenost izmedu trabekula (mm) najvec¢a je u rhBMP6/ABC u
dozi od 20 pg, a najmanja udaljenost je izmedu thBMP2/ACS u dozi od 5 pg, Sto odgovara
proporcijama veli¢ine odnosno koStanom volumenu novonastale ektopi¢ne kosti. Udaljenost
odnosno separacija trabekula unutar pokusnih skupina kroz vrijeme ostaje ista. Suprotno
parametru debljine trabekula, broj trabekula (1/mm) u vremenu opada, pri ¢emu je broj

trabekula najmanji u thBMP6/ABC u dozi od 20 pg (Slika 21).
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Slika 21 Trabekularni parametri novonastale ektopicne kosti ugradnjom
osteoinduktivnih implantata, rhBMP2/ACS (plava boja) i rhrBMP6/ABC (crvena boja) u
dozama od 5 i 20 pg wu aksilarnu regiju Stakora. Podatci su pokazani kao tocke koji
predstavljaju srednju vrijednost uz standardnu devijaciju, a pokusne skupine u vremenu
povezane su ravnim (20 pg) odnosno isprekidanim (5 pg) linijama.
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5.3.2.2. Histolo$ka analiza
Dan 7

Sedam dana nakon potkozne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora, u implantatima
rhBMP2/ACS u dozi od 5 pg nije primijecena osifikacija (Slika 22, A-D), a na histoloskim
preparatima vidljiva su kolagenska vlakna koja su kolonizirale Osx i Sox-9 pozitivne stanice
na periferiji implantata (Slika 24, A-B; Slika 25, A-B). Na histoloskim preparatima implantata
rthBMP2/ACS u dozi od 20 pg vidljive su sitne zone osifikacije (Slika 22, E-H), odnosno
Mmineralizacije, a kolonizirane stanice izmedu kolagenskih vlakana su kao i kod implantata s
primijenjenom manjom dozom, pozitivne na Osx i na Sox-9, ali u puno ve¢em broju (Slika 24,
C-D; Slika 25, C-D).

Implantati thBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 pg pokazuju puno vece zone
endohondralne osifikacije u perifernim dijelovima implantata u odnosu na rhBMP2/ACS
implantate (Slika 23). Histoloski preparati hBMP6/ACS u dozi od 5 pg pokazuju najveéi broj
Osx pozitivnih stanica (Slika 24, E-F). U implantatima u kojima je primijenjena veca doza
rhBMP6 ima manje pozitivnih stanica na periferiji gdje su ve¢ u velikom broju diferencirani
hondrociti (Sox-9 pozitivne) (Slika 24H; Slika 25, G-H), dok se u unutra$njosti preparata nalazi
ve¢i broj Osx pozitivnih stanica. Kolagen tipa II lokaliziran je izmedu hondrocita na

rhBMP6/ABC preparatima (Slika 26, A-D).
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Slika 22 Histologija osteoinduktivnih implantata rhBMP2/ACS u dozi od 5(A-D) i 20 (E-
H) pg sedam dana nakon potkoZne ugradnje. U implantatima rhBMP2/ACS u dozi od 5 pg
(A-D) nije primijecena osifikacija, a na histoloskim preparatima vidljiva su kolagenska vlakna
medu kojima su se kolonizirale stanice na periferiji. U implantatima gdje je primijenjena veca
doza (20 pg) (E-H) vidljive su zone osifikacije (crni kvadrat) na periferiji, a kolagenska vlakna
unutar implanata (Zuti kvadrat). HistoloSki preparati su obojeni hemalaun-eozinom (A-C),
toluidinskim plavilom (D) te po Von Kossi (E-H). Kolagenska vlakna oznacena su Zutim
strelicama. Mjerila su oznacena u donjem desnom kutu.
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Slika 23 Histologija osteoinduktivnih implantata rhrBMP6/ABC u dozi od 5 (A-D) i 20 (E-
H) pg sedam dana nakon potkoZne ugradnje. U implantatima rhBMP6/ABC u dozi od 5 pg
(A-D) vidljive su zone endohondralne osifikacije (zelene strelice). U implantatima gdje je
primijenjena vec¢a doza (20 pg) (E-H) vidljive su velike zone endohondralne osifikacije (crni
kvadrat) 1 hondrociti (zelene strelice). Histoloski preparati su obojeni toluidinskim plavilom
(A-D,G) i hemalaun-eozinom (E,F,H). Mjerila su 0zna¢ena u donjem desnom kutu.
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Slika 24 Imunolokalizacija Osterix-a u osteoinduktivnim implantatima rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 pg sedam dana nakon ugradnje. U rhBMP2/ACS
implantatima u obje doze prisutne su stanice pozitivne na Osterix. U implantatima
rhBMP6/ABC u dozi od 5 ug (E,F) vidljiva je intenzivna imunolokalizacija Osterix-a, kao i
kod 20 pg u unutra$njosti implantata (G) i nesto slabije na periferiji gdje su ve¢ diferencirani
hondrociti (H). Na imunohistokemijskim preparatima kao kontrastno bojenje upotrijebljen je
hematoksilin. Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom kutu.
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Slika 25 Imunolokalizacija Sox-9 u osteoinduktivnim implantatima rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 pg sedam dana nakon ugradnje. U rhBMP2/ACS
implantatima s obje doze u manjem broju prisutne su stanice pozitivne na Sox-9. U
implantatima rhBMP6/ABC u dozi od 5 i 20 pg (E.,F,G,H) vidljiva je intenzivna
imunolokalizacija Sox-9. Na imunohistokemijskim preparatima kao kontrastno bojenje
upotrijebljen je hematoksilin. Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom kutu.
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Slika 26 Imunolokalizacija kolagena tipa 2 u osteoinduktivnim implantatima
rhBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 ng sedam dana nakon ugradnje. U implantatima
rhBMP6/ABC kolagen tipa II lokaliziran je izmedu hondrocita. Mjerila su ozna¢ena u donjem

desnom kutu.
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Dan 14

Cetrnaest dana nakon potkone ugradnje, novostvorena kost bila je prisutna u svim
osteoinduktivnim implantatima bez obzira na koriStenu vrstu osteoinduktivnih implantata i
dozu. NarhBMP2/ACS implantatima u dozi od 5 pg vidljive su zone endohondralne osifikacije
(Slika 27, A-D), i kolagenska vlakna medu kojima su kolonizirane Osterix (Slika 29, A-B) i
Sox-9 (Slika 30, A-B) pozitivne stanice. U rhBMP2/ACS implantatima s primijenjenom ve¢om
dozom, vidljive su velike zone endohondralne osifikacije na periferiji, gdje su vidljivi jasno
diferencirani hondrociti izmedu kojih je jasno vidljiv proces mineralizacije (Slika 27, E-H).
Neosificirani dio kolagenskog nosaca nalazi se unutar implantata gdje se izmedu vlakana nalaze

Osterix (Slika 29, C-D) i Sox-9 (Slika 30, C-D) pozitivne stanice.

Histoloski preparati rhBMP6/ABC u dozi od 5 pg nakon 14 dana pokazuju jasno
vidljive zone endohondralne osifikacije i razvoj kostanih trabekula (Slika 28, A-D). Takoder
vidljiva je intenzivna imunolokalizacija Osterix-a (Slika 29, E-F), kao i kod 20 pg u
unutra$njosti implantata (Slika 29, G-H). Novonastala ektopi¢na kost primjenom rhBMP6/ABC
u dozi od 20 pg karakterizirana je gustom mrezom trabekula (Slika 28, E-H), ali na nekim
dijelovima implantata vidljiv je i dalje proces endohondralne osifikacije (Sox-9 pozitivne
stanice) (Slika 30, G-H). Takoder, na nekim implantatima vidljiv je i nastanak kortikalne Kosti,
medutim ona nije bila jasno diferencirana u svim implantatima. Novonastala ektopi¢na kost bila

je prokrvljena brojnim krvnim Zilama, bez obzira na primijenjenu dozu rhBMP6 (Slika 28D).
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Slika 27 Histologija osteoinduktivnih implantata rhBMP2/ACS u dozi od 5 (A-D) i 20 (E-
H) pg Cetrnaest dana nakon potkozne ugradnje. U implantatima rhBMP2/ACS u dozi od 5
ug (A-D) vidljiva je lokalizirana zona osifikacije (crni kvadrat i strelice) te neosificirana
kolagenska vlakna (zute strelice). U implantatima gdje je primijenjena veca doza (20 ug) (E-
H) vidljive su velike zone osifikacije na periferiji implantata i kolagenska vlakna unutar
implanata. HistoloSki preparati su obojeni po Goldneru (A-D), te po Von Kossi (E-H).
Kolagenska vlakna ozna€ena su zutim, a hondrociti zelenim strelicama. Mjerila su oznacena u
donjem desnom kutu.
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Slika 28 Histologija osteoinduktivnih implantata rhBMP6/ABC u dozi od 5 (A-D) i 20 (E-
H) ng cetrnaest dana nakon potkozne ugradnje. U implantatima rhrBMP6/ABC u dozi od 5
ug (A-D) vidljiva je lokalizirana zona endohondralne osifikacije (crni kvadrat) te su vidljive
krve zile (D). U implantatima gdje je primijenjena veéa doza (20 ug) (E-H) vidljive su velike
zone osifikacije na periferiji implantata i hondrociti (zelene strelice). Histoloski preparati su
obojeni po Goldneru (A-F), te po Von Kossi (G,H). Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom
kutu.
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Slika 29 Imunolokalizacija Osterix-a u osteoinduktivnim implantatima rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 pg Cetrnaest dana nakon ugradnje. rhBMP2/ACS
implantatima u obje doze prisutne su stanice pozitivne na Osterix. U implantatima
rhBMP6/ABC u dozi od 5 pg (E,F) vidljiva je intenzivna imunolokalizacija Osterix-a, kao i
kod 20 pg u unutraS$njosti implantata (G). Na imunohistokemijskim preparatima kao
kontrastno bojenje upotrijebljen je hematoksilin. Mjerila su oznac¢ena u donjem desnom kutu.
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Slika 30 Imunolokalizacija Sox-9 u osteoinduktivnim implantatima rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC u dozama od 5 i 20 pg Cetrnaest dana nakon ugradnje. Najintenzivnija
lokalizacija Sox-9 vidljiva je u rhBMP2/ACS implantatima u dozi od 5 pg. Na

imunohistokemijskim preparatima kao kontrastno bojenje upotrijebljen je hematoksilin.
Mjerila su oznacena u donjem desnom kutu.
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Dan 35150

Nakon 35 (Slika 31,32) i 50 dana (Slika 33,34) od potkozne ugradnje u aksilarnu regiju
Stakora, novonastala ektopi¢na kost morfoloski izgleda relativno slicno bez obzira na
primijenjeni osteoinduktivni implantat (rhBMP2/ACS ili thBMP6/ABC) ili dozu (5 ili 20 pg).
Postoji znacajna histoloska razlika u odnosu na dan 14. od potkozne ugradnje, a to je da su

adipociti postali predominantne stanice u novostvorenoj ektopi¢noj kosti (Slika 31-34).

Zanovonastalu ektopi¢nu kost primjenom osteoinduktivnih implantata, tipi¢ne su jasno
definirane kostane trabekule izmedu koji se nalazi kostana srz s predominacijom adipocita. Na
pojedinim segmentima implantata rhBMP2/ACS i dalje su prisutni neosificirani dijelovi
kolagenskog nosaca (Slika 31, E,G;H), ¢ak i 50 dana nakon potkozne ugradnje u aksilarnu
regiju (Slika 33B). Takoder, na svim implantatima vidljiva je i kortikalna kost, koja je u odnosu
na dan 14 sada jasno definirana i poprili¢no zadebljana (Slika 33,34). Novonastala ektopi¢na
kost bila je prokrvljena brojnim krvnim zilama, neovisno o primijenjenom osteoinduktivhom

implantatu i dozi.
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Slika 31 Histologija osteoinduktivnih implantata rhnBMP2/ACS u dozi od 5 (A-D) i 20 pg
(E-H) 35 dana nakon potkoZne ugradnje. U svim implantatima vidljive su jasno definirane
kostane trabekule izmedu koji se nalazi koStana srz, odnosno adipociti. Na nekim segmentima
implantata i dalje su prisutni neosificirani dijelovi kolagenskog nosac¢a (crni kvadrat), a
kortikalna kost prisutna je na svim implantatima. Histoloski preparati su obojeni po Goldneru
(A-D), te po Von Kossi (E-H). Kolagenska vlakna ozna¢ena su zutim, a adipocitno tkivo
crvenim strelicama. Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom Kkutu.
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Slika 32 Histologija osteoinduktivnih implantata rhrBMP6/ABC u dozi od 5 (A-D) i 20 (E-
H) ng 35 dana nakon potkoZne ugradnje. U svim implantatima vidljive su jasno definirane
kostane trabekule izmedu koji se nalazi koStana srz, odnosno adipociti (crvene strelice).
Kortikalna kost prisutna je na svim implantatima. Histoloski preparati su obojeni po Goldneru
(A-D,H), te po Von Kossi (E-G). Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom kutu.
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Slika 33 Histologija osteoinduktivnih implantata rhBMP2/ACS u dozi od 5 (A-D) i 20 (E-
H) ng pedeset dana nakon potkoZne ugradnje. U svim implantatima vidljive su jasno
definirane koStane trabekule izmedu koji se nalazi koStana srz, odnosno adipociti (crvene
strelice). Na nekim segmentima implantata i dalje su prisutni neosificirani dijelovi kolagenskog
nosaca (Zute strelice), a jasno definirana kortikalna kost prisutna je na svim implantatima.
Histoloski preparati su obojeni po Goldneru (A-H). Kolagenska vlakna oznacena su zutim, a
adipocitno tkivo crvenim strelicama. Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom kutu.
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Slika 34 Histologija osteoinduktivnih implantata rhrBMP6/ABC u dozi od 5 (A-D) i 20 (E-
H) pg pedeset dana nakon potkoZne ugradnje. U svim implantatima vidljive su jasno
definirane kostane trabekule izmedu koji se nalazi koStana srz, odnosno adipociti (crvene
strelice), a jasno definirana kortikalna kost prisutna je na svim implantatima. Histoloski
preparati su obojeni po Goldneru (A-H). Mjerila su oznac¢ena u donjem desnom kutu.
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5.3.3. Usporedba rhBMP2 i rhBMP6 na istom nosacu u tri razli¢ite doze (Pokus
3)

U naredno opisanim pokusima koristen je matriks otporan na kompresiju (engl.
Compression Resistant Matrix, CRM) u obliku granulirane sinteticke keramike, raspona
veli¢ina od 500 do 1700 um, a koja je po kemijskom sastavu bifazi¢na, odnosno kombinacija
hidroksiapatita i B — trikalcij fosfata u omjeru 20/80. Dodatkom CRM-a u autologni krvni
ugrusak, osim §to se poboljSavaju biomehanicka svojstva (173), postize se i veci prinos
novonastalog kostanog volumena u odnosu na ishodisnu formulaciju — rhBMP6/ABC (Slika

35) (161).
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Slika 35 Dodatak CRM-a (granulirana bifazi¢na sinteticka keramika u rasponu veli¢ine
0d 500 do 1700 pm) nosacu autolognog krvnog ugruska povec¢ava prinos novostvorenog
kostanog volumena. Podatci su prikazani kao kutijasti dijagram (engl. Box and Whisker plot)
sa rasponom od minimalne do maksimalne vrijednosti unutar pokusne skupine, medijanom te
p vrijednostima (nespareni t-test s Welchovom korekcijom) koje su oznacene na grafovima
*(P<0.05), **(P<0.01), ***(P <0.001).

5.3.3.1.MikroCT analiza

U cilju ispitivanja ucinkovitosti osteoinduktivnih proteina rhBMP2 i rhBMP6,
osteoinduktivni implantati formulirani su u tri razlicite doze (5, 20 i 50 ug) na jednakom nosacu
koji se sastoji of 500 uL autolognog krvnog ugruska kojem je dodano 100 mg CRM-a.
Novonastala ektopicna kost, zajedno s biokeramiCkim cesticama, tvori cjelinu odnosno

kosStano-keramicku strukturu (161). Novostvorene koStano-keramicke strukture evaluirane su
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mikroCT analizom Cetrnaest dana nakon potkozne implantacije u aksilarnu regiju Stakora. Osim

toga, za sve eksperimentalne skupine napravljene su 3D rekonstrukcije implantata.

Najmanja koli¢ina novostvorene kosti nastala je primjenom doze od 5 pug, bez obzira na
koriSteni osteoinduktivni protein (Slika 36A). U dozi od 5 pg, nije postojala razlika izmedu
rhBMP2 i thBMP6 u novonastalom kostanom volumenu u sklopu kostano-keramicke strukture.
Primjenom osteoinduktivnog implantata rhBMP6/ABC+CRM u dozi od 20 pg nastalo je
znacajno vise kosti u odnosu na manju dozu (5 pg), bez obzira na primijenjeni protein, za
razliku od rhBMP2/ABC+CRM u dozi od 20 ug gdje to nije bio slucaj. U dozi od 20 pg, nije
postojala razlika izmedu thBMP2 i thBMP6 u novonastalom koStanom volumenu. Najveca
kolicina novostvorene kosti nastala je primjenom osteoinduktivnin  implantata
rhBMP6/ABC+CRM u dozi od 50 pg (Slika 36A). U najvecoj dozi (50 pg), rhBMP6 je bio
superiorniji u odnosu na rhBMP2. Volumen CRM-a je u svim pokushim skupinama bio jednak
(Slika 36B).

Na 3D rekonstrukcijama (Slika 36C) prikazana je novostvorena kost (crvena boja) i
keramicke Cestice (plava boja) u sklopu kostano-keramicke strukture nastale Cetrnaest dana
nakon potkoZne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora. Jasno je vidljivo kako primjenom najmanje
doze (5 pg) nastaje najmanje kostanog volumena, dok je najveca koli¢ina novostvorene kosti
nastala primjenom osteoinduktivnih implantata thBMP6/ABC+CRM u dozi od 50 pg.
Novonastala  koStano-keramicka struktura primjenom osteoinduktivnih  implantata
rthBMP6/ABC+CRM u dozi od 50 pg karakterizirana je diferenciranom kortikalnom kosti, a
novostvorena kost se ve¢im dijelom nalazila izmedu keramickih Cestica, a manjim dijelom u

porama unutar Cestica (Slika 36C).
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Slika 36 Novonastala ektopi¢na kost 14 dana nakon potkoZne ugradnje primjenom
osteoinduktivnih implantata s rhnBMP2 ili rhBMP6 u razlic¢itim dozama (5, 20, 50 pg) na
nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska (ABC) i sintetiCke keramike (CRM).
(A) Kvantifikacija kostanog i (B) CRM volumena (mm?®) primjenom implantata u dozama od
5,20 1 50 ug. Podatci su prikazani kao stupcasti dijagram (engl. Bar plot), sa srednjom
vrijednosti, standardnom devijacijom te P vrijednostima (dvosmjerna analiza varijance
(ANOVA) s post-hoc testom po Tukey-Krameru) koje su oznacene na grafovima - *(P < 0.05),
**(P <0.01), ***(P <0.001). (C) 3D rekonstrukcija novonastale ektopi¢ne kosti (crvena boja)
1 keramickih cCestica (plava boja) primjenom osteoinduktivnih implantata s thBMP2 ili
rhBMP6 u rasponu doza na jednakim nosacima.
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Osim kostanog volumena koji je glavni parametar mikroCT analize, mjereni su i
trabekularni parametri kosti koji ukljuc¢uju debljinu, separaciju i broj trabekula. 14. dana nakon
potkozne ugradnje, najtanje trabekule bile su prisutne u kostano-keramickim strukturama gdje
je primijenjena najmanja doza (5 ug) rhBMP6 (Slika 37). Razlika u debljini trabekula nastalih
primjenom doze od 20 odnosno 50 pg (rhBMP2 ili rhBMP6) nije se razlikovala unutar pokusnih
skupina. Separacija trabekula, odnosno udaljenost izmedu njih, najveca je u koStano-
keramickoj strukturi nastaloj primjenom implantata rhBMP6/ABC+CRM u dozi od 50 ug
(Slika 37). Broj trabekula najmanji je u koStano-keramickoj strukturi nastaloj primjenom
rthBMP6/ABC+CRM kojima je koriStena doza od 50 pg (Slika 37). Medutim, vazno je
spomenuti da se mikroCT analizom ne moze ustvrditi distinkcija izmedu kostanih trabekula

koja nastaju izmedu keramickih Cestica i novostvorene kosti na povrsini Cestica.
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Slika 37 Kvantifikacija trabekularnih parametra (debljina, separacija i broj trabekula)
novonastale ektopicne kosti 14 dana nakon potkoZne ugradnje primjenom
osteoinduktivnih implantata s rhBMP2 ili rhBMP6 u razli¢itim dozama (5, 20, 50 ng) na
nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska (ABC) i sinteti¢ke keramike (CRM).
Podatci su prikazani kao stupcasti dijagram (engl. Bar plot) sa srednjom vrijednosti,
standardnom devijacijom te P vrijednostima (dvosmjerna analiza varijance (ANOVA) s post-
hoc testom po Tukey-Krameru) koje su oznacene na grafovima - *(P < 0.05), **(P < 0.01),
k(P <0.001).
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5.3.3.2. Histomorfometrijska i histoloSka analiza

Cetrnaest dana nakon potkoZne ugradnje, novostvorena kost bila je prisutna u svim
osteoinduktivnim implantatima odnosno kostano-kerami¢kim strukturama nastalih primjenom
rhBMP2 i rhBMP6 na istom nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska s dodatkom
sinteticke keramike bez obzira na primijenjenu dozu. Histomorfometrijska analiza pokazala je
kako je thBMP6 superiorniji u odnosu na thBMP2 u dozama od 5 i 50 pg, medutim nije bilo
razlike u dozi od 20 pg (Slika 38). Na histoloSkim preparatima implantata, neovisno o
koriStenom osteoinduktivnom proteinu i dozi, novostvorena kost prisutna je u obliku trabekula
izmedu keramickih Cestica, ali i na njihovoj povrSini. U novostvorenim kostano-keramickim
strukturama (Slika 39-41), novonastala kost bila je okruzena ko$tanom srzi u kojoj se nalazi
vrlo malen broj adipocita, te su bile prisutne brojne novostvorene krvne zile. U
osteoinduktivnim implantatima gdje je primijenjena doza od 5 pg, kortikalna kost jos nije jasno
definirana (Slika 39). Kortikalna kost, koja okruzuje novonastalu kostano-keramicku strukturu,
bila je najprominentnija u osteoinduktivnim implantatima gdje je primijenjen rhBMP6 u dozi
od 50 pg (Slika 41E).
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Slika 38 Histomorfometrijska analiza novonastale ektopi¢ne kosti 14 dana nakon potkoZne
ugradnje primjenom osteoinduktivnih implantata s rhBMP2 ili rhBMP6 u razli¢itim
dozama (5, 20, 50 pg) na nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska (ABC) i
sinteticke keramike (CRM). Analizirani histoloski preparati obojani po Goldneru i slikani na
10x povecanju.
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Slika 39 Histologija koStano-keramickih struktura nastalih primjenom rhBMP2 i
rhBMP6 u dozi od 5 pg na istom nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska i
sintetiCke keramike etrnaest dana nakon potkoZne ugradnje. HistoloSki preparati su
obojeni hemalaun-eozinom (A,B;D,F) te po Goldneru (C,E,G,H). Novostvorena kost oznac¢ena

je crnim strelicama, a keramicke Cestice asteriskom. Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom
kutu.
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20 pg

rhBMP6/ABC+CRM (500-1700 um)

20 ug

Slika 40 Histologija koStano-keramickih struktura nastalih primjenom rhBMP2 i
rhBMP6 u dozi od 20 pg na istom nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska i
sinteticke keramike Cetrnaest dana nakon potkoZne ugradnje. Histoloski preparati su
obojeni hemalaun-eozinom (B,H) te po Goldneru (A,C-G). Novostvorena kost ozna¢ena je
crnim strelicama, a keramicke Cestice asteriskom. Mjerila su ozna¢ena u donjem desnom kutu.
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50 ug

50 pg

Slika 41 Histologija koStano-keramickih struktura nastalih primjenom rhBMP2 i
rhBMP6 u dozi od 50 pg na istom nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog ugruska i
sinteticke keramike Cetrnaest dana nakon potkoZne ugradnje. Histoloski preparati su
obojeni hemalaun-eozinom (B,E,F) te po Goldneru (A,C,D,G,H). Novostvorena kost ozna¢ena
je crnim strelicama, a keramicke Cestice asteriskom. Mjerila su oznac¢ena u donjem desnom

kutu.

71



6. RASPRAVA

Kostani morfogenetski proteini predstavljaju veliki potencijal kao terapija za regeneraciju
kostiju zbog svojih dobrih osteoinduktivnih svojstava. Medutim, takve potentne molekule
zahtijevaju dobar nosa¢ koji mora imati zadovoljavaju¢e karakteristike koje ukljucuju
biokompatibilnost odnosno neimunogenost, moguc¢nost za dobru vaskularizaciju i
celularizaciju, te jednostavnu i ekonomi¢nu proizvodnju. Osim toga, od esencijalne vaznosti je
posjedovanje adekvatnog profila otpusStanja osteoinduktivnih molekula kako bi se izbjegle
nuspojave poput heterotopicne osifikacije te kako bi se postiglo optimalno cijeljenje. Trenutno,
na trzistu postoji samo jedan proizvod koji kao aktivnu supstancu koristi kostani morfogenetski
protein — INFUSE™ Bone Graft (Medtronic, TN, SAD), koji se sastoji od rekombinantnog
humanog kosStanog morfogenetskog proteina 2 (thBMP2) na nosacu kolagenske spuzvice.
INFUSE™ Bone Graft odobren je za postizanje anteriorne interkorporalne fuzije kraljeznice,
lije¢enje nesraslih prijeloma i za oralne maksilofacijalne rekonstrukcije (128). Medutim, kroz
primjenu u “off-label” indikacijama poput posteriorne i transforaminalne interkorporalne fuzije
kraljeznice, posterolateralne spinalne fuzije te anteriorne cervikalne diskektomije i fuzije
pojavile su se brojene nuspojave koje ukljucuju heterotopi¢nu osifikaciju, disfagiju, radikulitis
te kompresiju zivcanih korijena (128, 132). Navedene nuspojave posljedice su koriStenja
suprafizioloskih doza thBMP2, te neadekvatnog nosac¢a odnosno kolagenske spuzvice koja ne
pruza zadovoljavajuéu retenciju rhBMP2 te nema dobra biomehanic¢ka svojstva (166).Takoder,
s obzirom da je ksenogenog podrijetla, postoji potencijalni rizik za imunolosku reakciju i
prijenos bolesti kao S§to je primjerice goveda spongiformna encefalopatija (engl. Bovine
Spongiform Encephalopathy, BSE) (160, 178-184). S obzirom na veliku potrebu za razvojem
boljih terapeutskih rjeSenja za regeneraciju kostiju, proveden je velik broj pretklinickih
istrazivanja u sklopu kojih su testirane brojne formulacije i razli¢iti materijali u svojstvu nosaca
za kosStane morfogenetske proteine. OSTEOGROW je novo terapeutsko rjesenje za
regeneraciju kosti koje se trenutno testira u klinickim ispitivanjima, a sastoji se od
rekombinantnog humanog kosStanog morfogenetskog proteina 6 i nosaca u formi autolognog
krvnog ugruska (62). Sigurnost i efikasnost ovog terapeutskog proizvoda ispitani su u
indikacijama frakture distalnog radijusa (63) i visoke osteotomije tibije (64), a funkcionalnost
se trenutno ispituje u indikaciji posterolateralne spinalne fuzije uz dodatak kostanog alografta

kao matriksa otpornog na kompresiju.
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6.1. In vitro dinamika otpuStanja

U prvom dijelu ove disertacije ispitivana je in vitro dinamika otpustanja thBMP2 s
kolagenske spuzvice odnosno thBMP6 iz autolognog krvnog ugruska. Adekvatni profil
otpustanja esencijalna je karakteristika dobrog nosaca za osteoinduktivne molekule kako bi se
u konacnici postiglo optimalno cijeljenje kosti bez nezeljenih nuspojava poput heterotopi¢ne
osifikacije, oticanja i upale na mjestu ugradnje (137-139). S druge strane, postoji potreba za
razli¢itim profilima stope otpustanja osteoinduktivnih proteina ovisno o tipu prijeloma ili

indikaciji.

Velik broj studija bavio se ispitivanjem dinamike otpustanja osteoinduktivhih BMP
molekula s razli¢itih nosaca, medu kojima je najdetaljnije ispitana dinamika otpustanja rhBMP2
s kolagenske spuzvice kao nosaca s obzirom da je takva formulacija jedina komercijalno
dostupna BMP terapija za regeneraciju kostiju (185-193). Kao i veéina studija koja se bavila
ispitivanjem dinamike otpustanja rhBMP2, ova serija pokusa takoder pokazuje da je dinamika
otpustanja thBMP2 s kolagenske spuzvice karakterizirana naglim inicijalnim otpustanjem
(engl. “burst release’’). Naime, prilikom inicijalnog ispiranja, te nakon 1h, otpustilo se 39,05%
odnosno 63,63% sveukupne koli¢ine thBMP2 s nosac¢a. Zatim slijedi sporija dinamika
otpustanja gdje se u konacnici nakon 72h u medij otpusti 84,99% sveukupne koli¢ine rhBMP2
s kolagenskog nosaca. Ovi rezultati ukazuju na neadekvatan obrazac dinamike otpustanja koji
kod klini¢kih primjena potencijalno mozZe utjecati na nastanak nezeljenih nuspojava. Literaturni
podaci ukazuju na relativno visoko vezivanje rhBMP2 na kolagen pri pH vrijednostima izmedu
5.2'1 6.5 odnosno 0.1-0.2 mg rhBMP2 po miligramu kolagena, $to je objasnjeno razlikama u
izoelektri¢nim tockama dvaju proteina u interakciji, odnosno kolagena i rhBMP2 (147, 148).
Laub i sur. (194) s druge strane afinitethom kromatografijom pokazuju da rhBMP2 ne pokazuje
stehiometrijsko vezanje visokog afiniteta za kolagen odnosno 107 do 10 mol rhBMP2/mol
kolagena. S druge strane, za dinamiku otpusStanja rhBMP6 iz autolognog krvnog ugruska nije
uoceno naglo otpustanje u inicijalnim vremenskim tockama kao kod thBMP2 s kolagenske
spuzvice. Naime, prilikom inicijalnog ispiranja (vremenska tocka Oh), te nakon 1h, otpustilo se
6,10% odnosno 10,25% sveukupne koli¢ine rhBMP6 iz krvog ugruska, dok se kumulativnho
kroz 72h otpustilo svega 15,00%. Ovakva dinamika otpustanja moze se objasniti dobrim

vezivanjem rhBMPG s proteinima plazme unutar fibrinske mreze.

Cilj in vitro studija je simulacija in vivo uvjeta, ali uz reducirane okolisne faktore koji

mogu utjecati na ishod (147, 195). Medutim, Cesto in vitro studije ne mogu u potpunosti
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simulirati in vivo uvjete. Toc¢nije, potkoZznom ugradnjom osteoinduktivni implantati nisu
izloZeni velikom protoku tjelesne tekucine, dok kretanje pokusne zivotinje moze mehanicki
utjecati na otpustanje. S druge strane, u in vitro uvjetima, kako bi se mogla kvantificirati
koli¢ina otpustenog proteina, osteoinduktivni implantati stavljaju se u odredeni volumen
medija, u ovom slu¢aju 1 mL, $to je znacajno vise tekuéine u odnosu na in vivo uvjete. Takvi
uvjeti konkretno imaju utjecaj na kolagensku spuzvicu, koja u takvoj koli¢ini medija nabubri
Sto posljedi¢no moZe utjecati na stopu otpustanja. Takoder, kompresija koja je prisutna prilikom

in vivo uvjeta, najcesce nije simulirana u pokusima otpustanja.

Vecina studija koje se bave istrazivanjem dinamike otpusStanja terapeutskih proteina s
odgovaraju¢ih nosafa primijenjuju metode detekcije radioaktivnim obiljezavanjem ili
primjenom imunosorbentnih testove za detekciju (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
ELISA). Svaka od navedenih metoda, ima svoje prednosti i mane. Naime, u slucaju
radioaktivnog obiljeZavanja, potreban je zadovoljavaju¢ prostor i educirano osoblje za
rukovanje radioaktivnim materijalima. Osim toga, radioaktivno obiljezavanje nije izvedivo za
finalnu karakterizaciju proizvoda, s obzirom da moze dovesti do promjena proteina $to u
kona¢nici mozZe rezultirati promjenama u interakciji protein-nosa¢ (195). Imunosorbentne
metode, s druge strane nisu u moguc¢nosti uvijek detektirati BMP molekule, s obzirom na to da
lako agregiraju i podlijezu konformacijskim promjenama u fizioloskim uvjetima (144, 186,
196, 197). lako su spomenute promjene najcesce reverzibilne u in vivo uvjetima, one mogu biti
dovoljne da se BMP molekule ne mogu detektirati odgovaraju¢im protutijelima. Osim toga,
uzimanje homogenih uzoraka takvih otopina je prakticki nemoguce zbog slabe topljivost BMP
molekula odnosno zbog stvaranja agregata pri fizioloskom ili luznatom pH (138, 196, 198).
Takoder, bitna stavka je i osjetljivost ELISA metode koja se oslanja na specifi¢ne karakteristike
interakcija izmedu antitijela i antigena. Naime, u ovoj seriji pokusa ispitivanja dinamike
otpustanja thBMP2 odnosno rhBMP6 s njihovih nosaca, pokazalo se da koriSteni setovi
kemikalija za ELISA-u nemaju jednaku osjetljivost prema ispitivanim proteinima. Naime, set
rhBMP2 (0,9-125 ng/mL) u odnosu na set kemikalija za rhBMP6 (>31,25 ng/mL). S obzirom
da su oba osteoinduktivna implantata formulirana kako bi kona¢na doza rhBMP2 odnosno
rthBMP6 bila 1 pg po implantatu, postavlja se pitanje kakvoce detekcije niskih koncentracija
rhBMP6 otpustenog iz krvnog ugruska. Naime, u slucaju otpusStanja rhBMP2 s kolagenske
spuzvice, uzorke je bilo potrebno razrijedivati kako bi se mogla o¢itati apsorbancija odnosno

indirektno koncentracija otpustenog rhBMP2, dok s druge strane, rhBMP6 u dozi od 1 pug po
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implantatu je potencijalno premala doza za raspon osjetljivosti koriStenog ELISA seta za
kemikalije. U daljnjim ispitivanjima, valjalo bi ispitati otpustanje jednog od navedenih proteina

sa oba nosaca kako bi se izbjegla varijabilnost osjetljivosti setova kemikalija za ELISA-u.

Druga bitna stavka istrazivanja dinamike otpustanja je sastav medija u kojima se ispituje
koli¢ina otpustenog. U cilju $to bolje simulacije tjelesne tekucine, koriste se brojni puferi i
mediji koji se koriste pri uzgoju stani¢nih linija, posebice otopine soli puferirane s fosfatom i/ili
karbonatom koje sadrze fizioloSke anione, kao Sto su kloridi ili sulfati, u cilju postizanja
adekvatne osmolalnosti i pH vrijednosti (145, 147, 195, 199). U optimizacijskim pokusima,
izmedu ostalog, kao medij za istrazivanje dinamike otpustanja thBMP2 s kolagenske spuzvice,
odnosno rhBMP6 iz autolognog krvnog ugruska koristio se DMEM, medutim pokazano je da
pri njegovom koristenju nije bilo moguée detektirati ispitivane osteoinduktivne proteine. Glavni
nedostatak koristenja DMEM-a kao medija je $to on kao puferski sustav koristi natrij bikarbonat
(3.7 g/L) i stoga zahtijeva okolinu od 5-10% CO> za odrzavanje fizioloskog pH. Problem se
javlja kod skladi$tenja uzoraka na -20°C gdje nema dotoka CO; pa takvi uvjeti direktno utjecu
na pH, odnosno pH iz neutralnog prelazi u luznato, a takvi uvjeti imaju negativan utjecaj na
topljivost proteina s obzirom na njegovu izoelektri¢nu to¢ku od 8.2. S obzirom da protein u
uzorku postaje slabo topiv dolazi do agregacije, pa je koli¢inu prisutnog rhBMP2 u uzorku
nemoguce detektirati. Geiger i sur. (147, 195) pokazali su kako topljivost rhBMP2 uvelike ovisi
0 ionskoj jakosti odnosno koncentraciji fosfata u mediju koji se koristi za ispitivanje dinamike
otpustanja. Naime, niska koncentracija fosfata (9.6 mM) u Dulbeccovom PBS-u rezultirala je
znatnom precipitacijom rhBMP2, dok je u izotoni¢cnom Soerensenovom puferu s visokom
koncentracijom fosfata (140 mM) rhBMP2 bio potpuno topiv pri pH vrijednosti 7.4 (195)
(Geiger PhD). Prema tome, vazno je u obzir uzeti da medij u kojem se ispituje dinamika
otpustanja ima odgovaraju¢ pH i ionsku jakost. Osim toga, vazan je odabir materijala od kojeg
je napravljeno laboratorijsko posude u kojem se provodi pokus otpustanja. Naime, prilikom
provodenja pokusa postoji mogucnost adherencije ispitivanog proteina na povrSinu
laboratorijskog posuda, pa je stoga krucijalno odabrati adekvatan materijal kako bi se smanjila
pogreska prilikom provodenja pokusa (145, 200-203). U ovom pokusu ispitivanja dinamike
otpustanja koriStene su ploce s 24 jazice koje na polistirenskoj povr$ni imaju kovalentno vezan

sloj hidrogela koji u¢inkovito minimizira apsorpciju proteina.

U cilju §to bolje simulacije in vivo uvjeta moze se koristiti serum (humani ili govedi) (204)
ili dodatak albumina govedeg seruma odgovaraju¢em puferu (205, 206). Osim toga, albumin

se pokazao kao svojevrsni protektant u cilju sprijeCavanja agregacije proteina (207), a
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Surenderman i sur. (145) pokazali su kako dodatak albumina poboljsava topljivost rhBMP2 te
da utjece na njegovo elektroforetsko ponasanje. Nekoliko studija pokazalo je da rhBMP2 ima
visok afinitet za vezanje na pozitivno i negativno nabijene povrsine te hidrofobne povrsine (208,
209). Takvi naboji prisutni su na samom proteinu, pa postoji tendencija da molekule rhBMP2
medusobno stupaju u interakciju u odredenim okoliSnim uvjetima i na taj nacin stvaraju
agregate. Medutim, afinitet vezanja na dodani albumin ¢ini se dovoljno visokim da u odredenoj
mjeri sprije¢i samointerakciju rhBMP2 molekula. Interakcija rhBMP2 i albumina mogla bi biti
posljedica hidrofobnih i ionskh interakcija s obzirom nato da rhBMP2 i albumin imaju suprotan
neto naboj pri fizioloskoj pH vrijednosti (145, 208, 210). U kona¢nici, kao medij za ispitivanje
dinamike otpustanja thBMP2 i thBMP6 odabran je 100 mM Soerensonov pufer (195), a s
obzirom na pozitivna svojstva albumina, izabranom mediju dodan je albumin govedeg seruma

(1%), u cilju sprijeCavanja nastanka agregata.
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6.2. Karakterizacija stanica koje sudjeluju u ranoj osteogenezi i upalnom odgovoru

U drugom dijelu ove disertacije po prvi put napravljena je serija eksperimenata potkozne
ugradnje u aksilarnu regiju Stakora kako bi se medusobno usporedila dva osteoinduktivna
sustava, komercijalno dostupni hBMP2 na kolagenskoj spuzvici te novi osteoinduktivni lijek
koji se trenutno ispituje u klini¢kim ispitivanjima, rhBMP6 u autolognom krvnom ugrusku kao
nosacu. U cilju evaluacije stvaranja ektopicne kosti pod utjecajem rhBMP2/ACS i
rhBMP6/ABC koriSten je ektopi¢ni model nastanka kosti odnosno potkozna ugradnja
osteoinduktivnih implantata u aksilaru regiju Stakora. Ektopi¢ni modeli nastanka kosti iskazuju
apsolutni osteinduktivni kapacitet ispitivanog materijala zbog relativnog nedostatka stimulacije
od strane koStanih citokina, koStanotvornih i mati¢nih stanica koje formiraju kost. Izmedu
ostalog, ovakvi modeli relativno su izolirani od mehanic¢kog utjecaja na kost koji moze inicirati
dogadaje koji dovode do formiranja kosti odnosno mehanotransdukcije. Prema tome, ektopi¢ni

modeli moguéavaju u velikoj mjeri kontrolirani in vivo eksperiment stvaranja kosti (168).

Prvi dio serije pokusa potkozne ugradnje bavio se ispitivanjem stani¢nih populacija koje
sudjeluju u ranoj osteogenezi (24 odnosno 72 h nakon potkozne ugradnje) ektopi¢nog kostanog
tkiva primjenom spomenutih osteoinduktivnih implantata, pri ¢emu je proto¢nom citometrijom
analiziran udio limfoidnih, mijeloidnih i mezenhimalnih stani¢nih populacija. Osteoinduktivni
implantati odnosno koStani nadomjesci dobiveni tkivnim inZenjerstvom mogu biti razliitog
sastava. Nakon implantacije, prisutnost biomaterijala i/ili neautolognih stanica c¢esto moze
pojacati upalni odgovor i na kraju utjecati na ishod procesa cijeljenja prijeloma. Prilikom
kirur§kog zahvata potrebnog za ugradnju osteoinduktivnih implantata na mjesto implantacije,
integritet tkiva postaje naruSen. Posljedi¢no, ¢ak i ako je materijal od kojeg je nosac
osteoinduktivnih proteina napravljen definiran kao biokompatibilan, sama implantacija moze
potaknuti imunoloski odgovor koji utjee na proces cijeljenja prijeloma (211). U vrlo ranom
periodu nakon implantacije, dolazi do adsorpcije specifi¢nih proteina na povrSinu implanta §to
u konacnici rezultira nastankom provizornog matriksa pretezno fibrinskog sastava koji se
formira oko biomaterijala (212-214). Kao i kod cijeljenja prijeloma, prve stanice koje se
pojavljuju na mjestu implantacije su neutrofili (212-215). Neutrofili su sposobni za fagocitozu
I razgradnju stranih supstanci, mrtvih stanica te izlu¢uju signalne molekule za regrutiranje
makrofaga na mjesto ozljede. Populaciju CD11b*Gr-1* ¢ine granulociti, ve¢inom neutrofili, te
klasi¢ni monociti, makrofagi, neki tipovi dendritickih stanica i MDSC (engl. Myeloid-derived
suppressor cells, MDSC) (216). Mijeloidna populacija, odnosno populacija koja izrazava

GR'CD11b" fenotip bila je u znaajno veéem broju prisutna u rhBMP2/ACS nego u
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rhBMP6/ABC implantatima nakon 24h odnosno 72h. Ovakvi rezultati ukazuju da je kolagen
kao nosac ipak izazvao ja¢i odgovor imunosnog sustava, u odnosu na krvni ugrusak koji je
autolognog podrijetla. Kolagenska spuzvica (engl. Absorbable Collagen Sponge, ACS)
napravljena je od govedeg kolagena tipa I izoliranog iz Ahilove tetive (87, 217-219). Cisti
kolagen uglavnom je inertan, medutim problem predstavljaju necistost odnosno kontaminacija
drugim ne-kolageneskim komponentama poput stanica i ostataka stanica, artefakti koji su
nastali ,,cross-linking* reakcijama koristenjem agenasa poput glutaraldehida ili formaldehida,
ali i njegove razgradne komponente (217-223). Osim navedenih nedostataka, problem
predstavlja i prisutnost odredenih epitopa (telopeptidi) na kolagenu tipa | koji mogu izazvati
reakciju imunoloskog sustava (220). S druge strane, autologni krvni ugrusak je permisivan
nosa¢ slican gelu u kojem je glavna komponenta fibrin koji je isprepleten u hidratiziranu
vlaknastu mrezu, unutar koje su zarobljene krvne stanice (224, 225). Eritrociti (engl. Red Blood
cells, RBC) predstavljaju najzastupljeniju vrstu stanica u krvnom ugrusku kao nosacu (226).
Eritrociti imaju istaknutu ulogu u modulaciji urodene imunosti (212, 224, 227). Primjerice,
eritrociti mogu potaknuti imunolosku aktivaciju kada dode do upale ili oksidativnog stresa, dok
oksidirani ili ostarjeli eritorciti izazivaju diferecijaciju dendritickih stanica (engl. Dendritic
cells, DC) induciranih lipopolisaharidom u potpuno zreli fenotip, $to je u suprotnosti s
funkcijom zdravih eritrocita (224, 228). Takoder, rezidentni makrofagi imaju tendenciju za
uklanjanje starih ili oste¢enih eritrocita, dok hemoglobin i hem oslobodeni iz eritrocita
induciraju polarizaciju makrofaga na proupalni fenotip (M1) koji luce proupalne citokine (224,
229). Osim toga, oksidirani odnosno ostarjeli eritrociti mogu poboljsati proliferaciju i
prezivljenje T-limfocita (230, 231). Vazno je spomenuti da sami kostani morfogenetski proteini
su vrlo slabo imunogeni, s obzirom da nisu animalnog podrijetla ve¢ da su proizvedeni
rekombinantnom tehnologijom (232). Nadalje, velik broj studija sugerira kako su kos$tani
morfogenetski proteini vrlo brzo nestaju iz cirkulacije tako da je njihova sistemska prisutnost
zanemariva (63, 64, 217, 233-235).

Uloga T-limfocita u homeostazi kosti moze biti pozitivna i negativna, ovisno o kojoj
subpopulaciji je rije¢ (236). Primjerice, pomo¢ni T-limfociti 17 (Th17) imaju vaznu ulogu u
resorpciji kosti luce¢i IL-17 koji je potentni stimulator RANKL ekspresije, dok Thl i Th2
primarno inhibiraju maturaciju osteoklasta putem lucenja IFN-y i IL-4 (237-239). Takoder,
poznato je da regulatorni T-limfociti (Treg) izlu¢uju anti-inflamatorne citokine poput IL-4, II-
10 i TGF-P koji suprimiraju osteoklastogenezu (238). S druge strane, B-limfociti su involvirani

u modulaciju ravnoteze izmedu ko$tane depozicije i resorpcije s obzirom na to da su ove stanice
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glavni izvor osteoprotegerina (236, 240). Medutim, malo je poznato o ulozi T-limfocita i B-
limfocita u ranoj osteogenezi izazvanoj osteoinduktivnim implantatima. Rezultati ovog
istrazivanja pokazuju kako je udio limfoidnih stani¢nih populacija, odnosno T-limfocita (CD3")
i B-limfocita (B220") prisutan u zna¢ajno ve¢em broju kod osteoinduktivnih implantata koji se
sastoje od thBMP6 i autolognog krvnog ugruska u odnosu na rhBMP2 na kolagenskoj spuzvici
(rhBMP2/ACS), 24h i 72h nakon potkozne ugradnje u aksilarnu regiju kod stakora. T-limfociti
I B-limfociti imaju vaznu ulogu u signalizaciji prilikom upalne faze i ponovo u fazi
mineralizacije. El Khassawna i sur. (241) pokazali su kako T-limfociti i B-limfociti igraju vaznu
ulogu u mineralizaciji kosti prilikom endohondralnog okostavanja. Naime, pokazano je kako u
limfopeni¢nim RAG1—/— miSevima dolazi do brzeg stvaranja kostanog kalusa u odnosu na WT
miseve, Sto direktno upucuje na ulogu T-limfocita i B-limfocita u osteogenezi. Medutim, takvi
To ukazuje na utjecaj T-limfocita i B-limfocita na organizaciju i formiranje kostanog matriksa,
a time i njihovu ulogu u odredivanju kvalitete kosti odnosno elasti¢nosti koja omogucuje da
kost apsorbira sile pri udaru, ¢ime se sprije¢ava nastanak prijeloma. Cheng i sur. (242) pokazali
su da je u stakorskom modelu kriticnog defekta femura povecana sistemska prisutnost T-
limfocita i B-limfocita koji pozitivno koreliraju, a dok MDSC (engl. Myeloid-derived

suppressor cells, MDSC) negativno koreliraju s cijeljenjem kosti.

Nadalje, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da ne postoji razlika u udjelu
mezenhimalnih stani¢nih populacija (CD44) u obje pokusne skupine nakon 24h odnosno 72h.
S druge strane, rani (CD90) i usmjereni (CD140a) progenitori, u ve¢em broju su prisutni kod
rthBMP6/ABC nego u rthBMP2/ACS implantatima 24h nakon ugradnje. Medutim, nakon 72h
broj ranih i usmjerenih progenitora opada i ne postoji znacajna razlika izmedu pokusnih
skupina, odnosno rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC implantata. Ovakvi rezultati ukazuju da je
autologni krvni ugruSak kao nosa¢ permisivniji u odnosu na kolagensku spuzvicu, te da
progenitorske stanice lakSe penetriraju u nosac i brze zapocinju osteogenezu. Ova hipoteza
potvrdena je 7. dana nakon ugradnje gdje je na histoloskim implantatima thBMP2/ACS joS nije
vidljiva osifikacija, za razliku od rhBMP6/ABC implantata. Ambrosi i sur. (243) pokazali su
kako izolirane specificne ne-hematopoetske (CD45°) i ne-endotelijalne (CD31") populacije
mogu biti nadalje podijeljene prema ekspresiji Scal (engl. Stem cell antigen 1, Scal) antigena.
U ovom istrazivanju koriSten je CD90 antigen, koji je karakteristican za Stakorske
mezenhimalne mati¢ne stanice (244, 245), dok je Scal isklju¢ivo eksprimiran u misjim

mezenhimalnim mati¢nim stanicama. Nadalje, pokazali su da CD45CD31Scal® stani¢na

79



populacija pokazuje visoku adipogenost, uz ograni¢eni osteohondrogeni potencijal. S druge
strane, CD45CD31'Scal stani¢na populacija nije bila adipogena, veé izrazito
osteohondrogena. Zatim je stani¢na populacija fenotipa CD45°CD31'Scal* podijeljena prema
ekspresiji antigena CD24 koji determinira daljnju diferencijaciju prema adipocitnoj lozi.
Naime, CD24" stanice stvaraju populaciju CD24 stanica koje izrazavaju kasne markere
adipogeneze, odnosno gubitkom ekspresije CD24 antigena adipocitni progenitori postaju
dodatno posveéeni lozi adipocita, stvaraju¢i CD24" preadipocite (246, 247). Stani¢na populacija
CD45CD31Scal*CD24" pokazala je izrazitu homogenost multipotentnog fenotipa, gdje su se
takve stanice u uzgoju uspjele diferencirati u sve 3 loze — adipocite, osteoblaste i hondrocite. U
ovom istrazivanju, staniéne populacije fenotipa CD45CD31°CD90'CD24 smatraju se
adipogenim progenitorima (engl. Adipogenic Progenitors, APC) i u najve¢em broju prisutni su
u rhBMP2/ACS implantatima, 24h nakon potkozne ugradnje. Medutim, nakon 72h nema
znacajne razlike u broju adipogenih progenitora kod thBMP2/ACS 1 thBMP6/ABC implantata.
S druge strane matic¢ne stanice (engl. Early Multipotent Progenitors, EMP), koje izrazavaju
CD90"CD24" fenotip, u najveéem broju prisutne su u rhBMP6/ABC implantatima 24h nakon
ugradnje. Nakon 72h, nema znacajne razlike u broju multipotentnih progenitora kod
rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC implantata. Nadalje, u testiranim osteoinduktivnim
implantatima, rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC, nakon 24h odnosno 72h, ne postoji razlika u
broju osteohondrogenih progenitora koji izrazavaju stani¢ni fenotip CD90"CD140a". Ambrosi
i sur. (243) pokazali su kako povecani broj adipogenih progenitora utjeCe na smanjenje
mineralne koStane gustoée (engl. Bone Mineral Density, BMD) na mjestu prijeloma nakon
transplantacije adipogenih populacija u odnosu na kontrolu. S druge strane, transplantacijom
multipotentnih progenitora (engl. Early Multipotent Progenitors, EMP) stani¢nog fenotipa
CD45CD31Scal*CD24" i osteohondrogenim progenitorima (engl. Osteochondroprogenitors,
OCP) fenotipa CD45°CD31 Scal™ nastale su hondrogene i osteogene strukture. Prema tomu,
ova zapazanja ukazuju na negativnu regulativnu ulogu adipogenih progenitora tijekom

cijeljenja prijeloma odnosno regeneracije kosti.
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6.3. Usporedba rhBMP2 na kolagenskoj spuzvici i rhBMP6 u autolognom krvnom
ugrusku

Drugi dio serije pokusa potkozne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora bio je usmjeren
prema istrazivanju dinamike nastanka ektopicne kosti izazvane osteoinduktivnim implantatima
rhBMP2/ACS i thBMP6/ABC u vremenu. Veliki broj istrazivanja proveden je na miSevima i
Stakorima pri ¢emu su ispitivani razlic¢iti osteoinduktivni implantati koji sadrze kostane
morfogenetske proteine (157, 248-267). Medutim, veéina provedenih istrazivanja bila je
usmjerena na procjenu osteoinduktivnosti pojedinih implantata u jednoj vremenskoj tocki te je
mali broj objavljenih radova u kojima se ispitivao sam tijek indukcije ektopi¢nog koStanog tkiva
u vise vremenskih to¢aka. U ovom istrazivanju se po prvi puta usporeduje sam tijek indukcije
ektopi¢nog kostanog tkiva u vise vremenskih tocaka primjenom komercijalno dostupnog
rthBMP2 na kolagenskoj spuzvici 1 novog osteoinduktivnog lijeka za regeneraciju kostiju,
rhBMP6 u autolognom krvnom ugrusku kao nosacu. Prva spoznaja ovog istrazivanja je da
koristenje doze od 20 pg, bez obzira o primjenjenom osteoinduktivhom proteinu, stvara veéu
koli¢nu kostanog volumena u odnosu na dozu od 5 pg, u bilo kojoj danoj vremenskoj tocki.
Takoder, u osteoinduktivnim implantatima rhrBMP2/ACS u dozi od 5 pg, pedeset dana nakon
potkozne ugradnje i dalje su vidljivi dijelovi kolagenskog nosaca. Prema tome, vazno je
spomenuti da se kolagenski nosa¢ na ektopicnom mjestu odnosno u aksilarnoj regiji Stakora
sporije razgraduje u odnosu na autologni krvni ugrusak. Naime, kolagenski nosac je bio prisutan
u nekim implantatima ¢ak i do 50. dana, dok se autologni krvni ugrusak razgradio ve¢ nakon

14. dana od potkozZne ugradnje.

Druga glavna spoznaja je da osifikacija kasni kod primjene rhBMP2 na kolagenskoj
spuzvici u odnosu na rhBMP6 u autolognom ugrusku. Naime, gusta kolagenska mreza usporava
ulazak specifiénog miljea stanica, pa je samim time proces osifikacije odgoden. S druge strane,
krvni ugrusak je permeabilni biokomatibilni nosac koji zbog svoje ¢vrste, ali dovoljno propusne
fibrinske mreze omogucuje penetraciju progenitornih stanica pri ¢emu instantno zapocinje
proces osteogeneze. Iako ne postoji statisticki znacajna razlika u kostanom volumenu izmedu
eksperimentalnih skupina 7. dan nakon potkozne ugradnje, rezultati histoloSke analize
rhBMP6/ABC implantata jasno pokazuju velike zone endohondralne osifikacije u odnosu na
rthBMP2/ACS implantate. Doduse, iako jo§ nema endohondralne osifikacije unutar
rhBMP2/ACS implantata, na histoloskim presjecima vidljiva je relativno velika infiltracija

stanica koje su pozitivne na Sox-9, koji je kljuéni faktor transkripcije u diferencijaciji
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hondrocita i razvoju hrskavice (268), te Osterix koji je bitan transkripcijski ¢imbenik za

diferencijaciju osteoblasta i mineralizaciju kosti (269).

Promatraju¢i nastanak ektopi¢ne kosti kroz vrijeme, uoCeno je da bez obzira na
primijenjeni implantat i dozu, novonastala kost nastaje endohondralnom osifikacijom. Naime,
u navedenim nosacima, kolagenskoj spuzvici i autolognom krvnom ugrusku, pod djelovanjem
rhBMP2 odnosno rhBMP6, dolazi do kondenzacije mezenhimalnih stanica koje diferenciraju u
hondrocite koji oko sebe stvaraju hrskavi¢ni ekstracelularni matriks. Hondrociti tada prelaze u
hipertrofi¢ni  oblik, dramati¢no povecavaju¢i svoj volumen, istovremeno izlucujuéi
ekstracelularni matriks koji u konacnici postaje mineraliziran. Hipertrofi¢ni hondrociti tada
odumiru, pri ¢emu ostaje hrskavi¢ni ekstracelularni matriks u kojeg penetriraju krvne zile
dovodeci osteoklaste i druge prekursorske kosStane stanice. Osteoklasti djelomi¢no uklanjanju
matriks hrskavice, a diferencirajuci osteoblasti koriste ostatke hrskavicnog matriksa kao kalup
za stvaranje ektopi¢ne kosti. U kasnijim vremenskim to¢kama promatranja, dolazi do stvaranja
kosti koja se sastoji od zadebljane kortikalne kosti na periferiji te trabekula okruzenih kostanom
srzi u sredini, u kojoj se od 35. dana nadalje dominantno nalaze adipociti. PreteZito adipogena
novonastala koStana struktura nema zadovoljavajuca biomehanicka svojstva, 0dnosno
predominacija adipocitne koStane srzi Cesto je povezana sa smanjenjem koStane mase §to
rezultira povecanim rizikom od prijeloma (270, 271) (Mackie 2008, Vlug 2018). U naSim
istrazivanjima (174) smo pokazali kako se predominacija adipogene koStane srzi moze sprijeciti
dodatkom bisfosfonata, konkretno zoledronatne kiseline. Naime, pokazali smo da dodatkom
zoledronata (intravenski) ¢etrnaest dana od potkoZne ugradnje, da su broj i debljina trabekula,
ali i kortikalna kost poveéani u odnosu na kontrolu ili kada je intravenska doza zoledronata

primijenjena 35 dana od potkozne ugradnje.

Iako je novonastala ektopi¢na kost morfoloski vrlo slicna, bez obzira na primijenjeni
osteoinduktivni sustav, vazno je za spomenuti da je u konacnici rhBM6/ABC stvorio najvise
kosti u svim promatranim vremenskim tockama. Osim navedenih prednosti autolognog krvnog
ugruska u odnosu na kolagensku spuzvicu kao nosac za osteoinduktivne proteine, potencijalno
objasnjenje superiornosti thBMP6/ABC lezi u inhibiciji spomenutih osteinduktivnih proteina.
Naime, Song i sur. (51) pokazali su da je rhBMP6 rezistentniji na noggin te potentniji u
promicanju diferencijacije kulture osteoblasta in vitro te u indukciji regeneracije kosti in vivo u
usporedbi s rhBMP7 paralogom. Utvrdeno je da noggin ima kriticnu ulogu u regulaciji
negativne povratne sprege za rhBMP7, ali ne i za rhBMP6. Razlog tomu je $to su prolin

odnosno glutamat na poziciji 60 zrele domene rhBMP2 odnosno rhBMP7 u rhBMP6
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zamjenjeni lizinom koji je kljuan za rezistenciju rhBMP6 na noggin. 1z drugog aspekta,
Mizrahi i sur. (272) pokazali su kako mezenhimalne mati¢ne stanice dobivene iz koStane srzi
(engl. Bone-marrow derived mezenhimal stem cells, BMSC) i svinjskog adipoznog tkiva (engl.
Porcine adipose tissue mezenhimal stem cells, ASC) nukleofecirane s rhBMP6 imaju bolji in
Vitro osteogeni potencijal u odnosu na BMSC nukleofecirane s thBMP2. Takoder, ovaj trend je
potvrden u in vivo uvjetima gdje su se obje vrste mezenhimalnih mati¢nih stanica
nukleofecirane s rhBMP6 pokazale ucinkovitije u stvaranju kosti de novo nego nukleofecirane
s rhBMP2. Postoji nekoliko predloZenih mehanizama koji mogu objasniti superiornost hBMP6
nad rhBMP2 u indukciji osteogeneze. Nekoliko studija ukazalo je da rhBMP2 i rhBMP6
spadaju pod razli¢itu podobitel) BMP molekula, a te podobitelji se medusobno razlikuju u
transdukciji signala. Naime, razli¢ite kombinacije serina/treonin kinaznih receptora tipa 1 i Il

omogucavaju razli¢ite signale koje rezultiraju specificnim stani¢nim dogadajima (273-275).
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6.4. Usporedba rhBMP2 i rhBMP6 na istom nosacu u tri razlicite doze

Treci dio serije pokusa potkozne ugradnje u aksilarnu regiju Stakora bavio se ispitivanjem
ucinkovitosti osteoinduktivnih proteina thBMP2 i rhBMP6, pri ¢emu su osteoinduktivni
implantati formulirani u tri razli¢ite doze (5, 20 i 50 ug) na jednakom nosacu koji se sastoji od
autolognog krvnog ugruska kojem je dodan matriks otporan na kompresiju u obliku
biokompatibilnih, sintetickih keramickih ¢estica u rangu veli¢ine 500 — 1700 pm. Novonastala
kostano-keramicka struktura ispitana je 14 dana nakon potkozne ugradnje. U ovom pokusu,
gdje je koristen jednak nosa¢ za oba ispitivana osteoinduktivna proteina, rhBMP6 pokazao se
superiornijim u odnosu na rhBMP2 u dozi od 50 pg. Ovi rezultati ukazuju na ve¢ diskutirana
istrazivanja vezana za inhibiciju osteoinduktivnih proteina nogginom koji ima kriti¢nu ulogu u
regulaciji negativne povratne sprege (51, 272-275). Takoder, vazno je spomenuti da proces
osifikacije osteoinduktivnih implantata s dodatkom keramickih Cestica izgleda drugacije u
odnosu na sam autologni krvni ugrusak kao nosa¢. Naime, u rhBMP6/ABC implantatima, kost
isklju¢ivo nastaje endohondralnom osifikacijom gdje u konacnici nastaje predominantna
kortikalna kost na periferiji pri ¢emu je sredis$nji dio ispunjen trabekulama koje su pretezito
omedene adipocitnom koStanom srzi. Dodatkom keramickih Cestica, kortikalna kost i vec¢ina
novonastale kosti izmedu keramickih Cestica nastaje endohondralnom osifikacijom, dok dio
kosti na povrSini keramickih Cestica nastaje najve¢im dijelom intramembranoznom

osifikacijom (276).

U cilju poboljsanja biomehanic¢hih svojstava autolognog krvnog ugruska potreban je
dodatak matriksa otpornog na kompresiju. Biokompatibilne sintetske keramike mogu biti
gradene od razli¢itih spojeva kalcijevog fosfata; najceS¢e su gradene od hidroksiapatita ili 3-
trikalcij fosfata. Glavna razlika izmedu hidroksiapatita i B-trikalcij fosfata je u njihovoj stopi
resorbabilnosti (277, 278). Naime, hidroksiapatit je puno otporniji na resorpciju u odnosu na f3-
trikalcij fosfat. U cilju regulacije resorpcije sintetske keramike, razvijena je takozvana bifazi¢na
keramika koja se sastoji od razli¢itih omjera hidroksiapatita i -trikalcij fosfata koji ovise o
Zeljenoj dugovijecnosti biokeramike nakon ugradnje u organizam (256, 279). Zeljena stopa
resorpcije ovisit ¢e o indikaciji u kojoj se keramika primijenjuje. U indikaciji posterolateralne
spinalne fuzije (engl. Posterolateral Spinal Fusion, PLF) gdje su pozeljne karakteristike
tvrdoca 1 dugovjecnost novostvorene kosti zbog potrebite potpore transverzalnih nastavaka,
hidroksiapatit je potencijalno bolja opcija (280). S druge strane, ukoliko je rije¢ o segmentalnim
defektima dugih kostiju koji spadaju medu najzahtjevnija stanja u ortopediji (281), nuzno je da

stopa resorpcije bude brza kako bi se medularni kanal brze premostio u cilju potpune
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regeneracije i funkcionalnosti kosti, pa je stoga P-trikalcij fosfat potencijalno bolja opcija.
Primjerice, Pecin i sur. (169) primjenili su rhBMP6 dodan u autolognu krv s biokeramickim
Cesticama gradenim od [-trikalcij fosfata s rasponom veli¢ine 500-1700 pm za tretman
segmentalnog defekta humerusa veli¢ine 3 cm Koji je nastao kao posljedica pogotka metkom.
Prvobitno je segmentalni defekt tretiran vanjskim fiksatorom, ali s obzirom na to da nakon 3
mjeseca nije bilo cijeljenja, odobrena je primjena nove osteoinduktivne terapije u cilju
izbjegavanja amputacije prednjeg uda. Nakon 16 mjeseci pracenja, segmentalni defekt je u

potpunosti premosten $to je vidljivo na rendgenskim i CT snimkama.

Zakljucno, ovo istrazivanje pokazalo je kako rhBMP6 u autolognom krvnom ugrusku
superiorniji u odnosu na rhBMP2 na govedoj kolagenskoj spuzvici kao nosacu prvenstveno
zbog rezistencije na noggin, ali i zbog brojnih prednosti autolognog krvnog ugruska kao nosaca.
Naime, krvni ugrusak s inherentnom biokompatibilno$¢u moze se u¢inkovito metabolizirati in
Vivo bez stvaranja nepoznatih ili toksi¢nih nusproizvoda. Takoder, u seriji pokusa dinamike
otpustanja pokazano je kako apsorbirajuc¢a kolagenska spuzvica nema zadovoljavajuéi profil
otpustanja koji kod klini¢kih primjena potencijalno moze utjecati na nastanak nezeljenih
nuspojava. Osim toga, pokazano je da u ranoj osteogenezi izazvanom primjenom rhBMP6/ABC
sudjeluje viSe mati¢nih stanica (engl. Early Multipotent Progenitors, EMP) u odnosu na
rhBMP2/ACS, dok s druge strane, adipoprogenitori su u vecoj mjeri bili prisutni u
rhBMP2/ACS. Primjenom oba osteoinduktiva implantata novonastala kost isklju¢ivo nastaje
endohondralnom osifikacijom, pri ¢emu u konacnici nastaje kosStana struktura s prominentnom
kortikalnom kosti na periferiji, dok se u centralnom dijelu nalaze trabekule omedene pretezito
adipocitnom kostanom srzi. Takoder, bitna spoznaja je da se s dodatkom matriksa otpornog na
kompresiju, u ovom slucaju bifazi¢ne biokeramike, poboljSavaju biomehanicka svojstva krvog
ugruSka kao nosaca te da se povecava prinos kosStanog volumena. Osim toga, dodatkom
biokeramickih Cestica, mijenja se proces osifikacije; kortikalna kost i dobar dio novonastale
kosti izmedu Cestica nastaje endohondralnom osifikacijom, dok kost na povrSini Cestica nastaje

intramembranoznom osifikacijom.
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7. ZAKLJUCCI

Oba osteoinduktivna sustava inducirala su stvaranje ektopicne kosti, medutim
rekombinantni humani kostani morfogenetski protein 6 (rhBMP6) primijenjen u autolognom
krvnom ugrusku kao nosacu, pokazao se kao superiorniji u odnosu na rekombinantni humani
kostani morfogenetski protein 2 na govedoj kolagenskoj spuzvici kao nosacu Koji je
komercijalno odobren kao terapija za cijeljenje kosti ¢ime je potvrdena hipoteza istrazivanja.
Provedbom istrazivanja ostvareni su postavljeni op¢i i specifi¢ni ciljevi te su sukladno tome

doneseni zakljucci prikazani u nastavku.

e (C2C12-BRE-Luc stani¢ni esej potvrdio je aktivnost oba osteoinduktivna proteina,
rhBMP2 i thBMP6, koji su koristeni u svim daljnjim pokusima.

e Invitro pokusi dinamike otpustanja pokazali su kako se kroz 72h kumulativno otpusti
vise thBMP2 s kolagenske spuzvice (85%) nego rhBMP6 iz autolognog krvnog
ugruska (15%).

e Udio limfoidnih stani¢nih populacija, odnosno T-limfocita (CD3") i B-limfocita
(B220") prisutan je u znacajno vecem broju u rhBMP6/ABC implantatima u odnosu
na rhBMP2/ACS implantate, 24h i 72h nakon potkozne ugradnje u aksilarnu regiju
kod Stakora.

e Mijeloidna populacija, odnosno populacija koja izrazava GR*CD11b" fenotip bila je
u znac¢ajno vecem broju prisutna u thBMP2/ACS implantatima nego u rhBMP6/ABC
implantatima nakon 24h odnosno 72h.

e Udio mezenhimalnih stani¢nih  populacija (CD44") izmedu testiranih
osteoinduktivnih implantata bio jednak, medutim daljnjim sortiranjem pokazano je da
su adipoprogenitori u najve¢em broju bili prisutni u thBMP2/ACS implantatima, dok
su mati¢ne stanice u najve¢em broju prisutne u rhBMP6/ABC implantatima 24h
nakon ugradnje, dok nakon 72h nije bilo znacajne razlike.

e Koristenje doze od 20 pg, bez obzira o primijenjenom osteoinduktivhom proteinu,
stvara vecu koli¢nu kostanog volumena u odnosu na dozu od 5 pg, u bilo kojoj danoj
vremenskoj tocki.

e Kolagenska spuzvica na ektopi¢cnom mjestu odnosno u aksilarnoj regiji Stakora sporije
se razgraduje u odnosu na autologni krvni ugrusak.

e Proces osifikacije kasni prilikom primjene rhBMP2/ACS u odnosu na rhBMP6/ABC

implantate. Razlog tomu je gusta kolagenska mreza koja usporava ulazak specificnog
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miljea stanica, pa je samim time proces osifikacije odgoden u odnosu na krvni ugrusak
koji zbog svoje ¢vrste, ali dovoljno propusne fibrinske mreze omoguéuje penetraciju
progenitornih stanica pri ¢emu instantno zapo¢inje proces osteogeneze.

Bez obzira na primijenjeni osteoinduktivni implantat (rhBMP2/ACS ili
rhBMP6/ABC) i dozu (5 i 20 pg), novonastala kost nastaje isklju¢ivo
endohondralnom osifikacijom gdje u konac¢nici nastaje predominantna kortikalna kost
na periferiji pri ¢emu je srediSnji dio ispunjen trabekulama koje su pretezito omedene
adipocitnom koStanom srzi.

Osteoinduktivni implantat rhBMP6/ABC u dozi od 20 pg stvorio je najvise kosti U
svim promatranim vremenskim tockama.

U dozi od 50 pg, rhBMP6 pokazao se superiornijim u odnosu na rhBMP2 kada je
njihova potentnost testirana na jednakim nosafima koji se sastoje od autolognog
krvnog ugruska i bifazi¢ne keramike u rangu veli¢ina €estica od 500 do 1700 pm.
Proces osifikacije osteoinduktivnih implantata s dodatkom keramickih Cestica izgleda
drugacije u odnosu na sam autologni krvni ugrusak kao nosac. Kortikalna kost i ve¢ina
novonastale kosti izmedu keramickih Cestica nastaje endohondralnom osifikacijom,
dok dio kosti na povrSini keramickih Cestica nastaje najveéim dijelom
intramembranoznom osifikacijom.

Dodatkom sinteti¢kih biokeramika kao matriksa otpornog na kompresiju poboljsavaju

se biomehanicka svojsta autolognog krvnog ugruska.
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8. SAZETAK

Usporedba dinamike nastajanja ektopi¢ne kosti primjenom kos$tanog morfogenetskog
proteina 2 na nosatu kolagenske spuzvice i koStanog morfogenetskog proteina 6 u

autolognom krvnom ugrusku

U cilju razvoja boljih terapeutskih rjeSenja za regeneraciju kostiju, razvijen je novi
osteoinduktivni sustav koji se sastoji od rhBMP6 i nosaca u formi autolognog krvnog ugruska,
koji je novo terapeutsko rjeSenje za regeneraciju kosti koje se trenutno testira u klinickim
ispitivanjima. U sklopu ovog rada istrazena je biologija i vremenski tijek ektopi¢nog stvaranja
kostanog tkiva pod utjecajem rhBMP6 u autolognom krvnom ugrusku (ABC) kao nosacu Koji
je usporeden sa zlatnim standardom za cijeljenje kostiju, rhBMP2 na nosacu kolagenske
spuzvice (ACS), pri éemu su oba osteoinduktivna sustava ispitana na modelu potkozne ugradnje
implantata u aksilarnu regiju stakora. Takoder, u seriji in vitro pokusa dinamike otpustanja
pokazano je kako apsorbiraju¢a kolagenska spuzvica nema zadovoljavajuéi profil otpustanja.
U cilju ispitivanja stani¢nih populacija koje sudjeluju u ranoj osteogenezi (24h i 72h nakon
potkozne ugradnje) koja je inducirana spomenutim osteoinduktivnim sustavima analiziran je
udio limfoidnih, mijeloidnih i mezenhimalnih stani¢nih populacija. Adipoprogenitori su u
najvecem broju bili prisutni u rhBMP2/ACS implantatima, dok su mati¢ne stanice u najve¢em
broju prisutne u rhBMP6/ABC implantatima. Nadalje, superiornost rhBMP6/ABC u odnosu na
rhBMP2/ACS dokazana je u eseju potkozne ugradnje, gdje je u svim promatranim vremenskim
tockama najvecu koli¢inu novostvorene kosti inducirao thBMP6/ABC u dozi od 20 pg.
Primijeceno je da se kolagenska spuzvica kao nosa¢ na ektopi¢nom mjestu sporije razgraduje
u odnosu na autologni krvni ugrusak. Posljedi¢no, proces osifikacije je odgoden prilikom
primjene rhBMP2/ACS zbog guste kolagenske mreze koja usporava ulazak progenitornih
stanica, pa je samim time proces osifikacije odgoden u odnosu na krvni ugrusak. U cilju
ispitivanja efikasnosti koriStenih rekombinantnih proteina, thBMP2 1 rhBMP6, njihov
osteoinduktivni potencijal ispitan je na jednakom nosacu koji se sastoji od autolognog krvnog
ugruska i bifazi¢ne keramike u rangu velicine Cestica od 500 do 1700 um u tri razli¢ite doze (5,
20, 50 pg), pri cemu se thBMP6 pokazao superiornijim u odnosu na rhBMP2 u dozi od 50 pg.
Potencijalni razlog tomu je ve¢ dokazana superiornost thBMP6 na inhibiciju nogginom. Osim
toga, dodatkom biokompatibilne keramike u svojstvu matriksa otpornog na kompresiju
poboljsavaju se biomehanicka svojstva implantata, te je proces osifikacije osteoinduktivnih

implantata s dodatkom keramickih Cestica drugaciji u odnosu na krvni ugrusak sam.
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9. SUMMARY

Comparison of the dynamics of ectopic bone formation using bone morphogenetic protein
2 on a collagen sponge carrier and bone morphogenetic protein 6 in an autologous blood

coagulum; Natalia Ivanjko, 2022.

In order to develop a better therapeutic solutions for bone regeneration, a new osteoinductive
device has been developed consisting of rhBMP6 and autologous blood coagulum as a carrier,
which is currently being tested in clinical trials as a new therapeutic solution for bone repair
and regeneration. Part of this research was focused on the investigation of the biology and time
course of ectopic bone formation induced by rhBMP6 in autologous blood coagulum (ABC)
and compared with the gold standard for bone healing, rhBMP2 on absorbable collagen sponge
(ACS), where both osteoinductive devices were evaluated in the rat subcutaneous assay. Also,
in a series of in vitro experiments release dynamics of both osteoinductive devices was tested
showing that absorbable collagen sponge does not have a satisfactory release profile. In order
to examine the cell populations involved in early osteogenesis (24h and 72h after subcutaneous
implantation) induced by the aforementioned osteoinductive devices, the number of lymphoid,
myeloid and mesenchymal cell populations were analyzed. Adipoprogenitors were most
abundant in rhBMP2/ACS implants, while mesenchimal stem cells were predominately present
in rhBMP6/ABC implants. Furthermore, the superiority of rhBMP6/ABC over rhBMP2/ACS
was demonstrated in a rat subcutaneous assay, where at all observed time points, the largest
amount of newly formed bone was induced by rhBMP6 / ABC at a dose of 20 pg. It has been
observed that the absorbable collagen sponge as a carrier at the ectopic site degrades more
slowly compared to the autologous blood coagulum. Consequently, the ossification process is
delayed when rhBMP2/ACS is used due to the dense collagen meshwork that slows down the
entry of progenitor cells, and thus the ossification process is delayed in comparison to the blood
coagulum. In order to test the efficacy of the recombinant proteins used, rhBMP2 and rhBMP6,
their osteoinductive potential was tested on an equal scaffold consisting of autologous blood
coagulum and biphasic ceramics in the particle size range of 500 to 1700 pum in three different
doses (5, 20, 50 ug), where rhBMP6 was superior to hBMP2 at a dose of 50 ug. A potential
reason for this is already proven resistance of rhBMP6 to noggin inhibition. Also, the addition
of biocompatible ceramics as a compression-resistant matrix improves the biomechanical
properties of implants, and the process of ossification of osteoinductive implants with the

addition of ceramic particles is different compared to the blood coagulum itself.
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