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POPIS UPOTREBLJENIH OZNAKA I KRATICA

AP - od lat. antero-posteriorno

BMP - koStani morfogenetski proteini ( od engl. bone morphogenic protein)
cDNA - komplementarni lanac DNA

CKD - kroni¢na bubrezna bolest

Coll LN - kolagen tipa 1,11

CT - kompjutorizirana tomografija ( od engl. computed tomography)
DNA - deoksiribonulkeinska kiselina ( od engl. deoxyribonucleic acid)
dpp - od engl. decapentaplegic

ECM - izvanstani¢ni matriks ( od engl. extracelluar matrix)

EGF - epidermalni faktor rasta ( od engl. epidermal growth factor)
GAPDH - glicerid-3-fosfat dehidrogenaza

LL - od lat. latero-lateral

MC3T3E1 - prosteoblasticna stani¢na linija kosti misje kalvarije

MRNA - ribonukleinska kiselina ( od engl. messanger ribonucleic acid)
PCP - prokolagen C proteinaza ( od engl. procollagen C proteinasis)
rhBMP - rekombinantni koStani morfogenetski protein

TGFpB - transformirajuci faktor rasta ( od engl. transforming growth factor type 3 )



1. UvOD

Kost je izrazito aktivno tkivo u tijelu kojeg obiljezava proces trajnog preoblikovanja. Taj
se proces manifestira sposobnos¢u regeneracije kosti nakon prijeloma, pokretanjem
cijelog niza stani¢nih procesa sa kona¢nim ciljem stvaranja nove kosti. U posljednja dva
desetljeca je ucinjen znacajan napredak u razumijevanju procesa regeneracije kosti te je
utvrdeno da kost cijeli unaprijed odredenim slijedom dogadaja (1) /Slika 1/. Faze
pregradnje kosti u procesu cijeljenja prijeloma kod odraslog ¢ovjeka uvelike nalikuju
slijedu embrionalnog razvoja kosti. Novostvoreni hrskavi¢ni prijelomni kalus postupno
vaskularizira a potom, u normalnim okolnostima, okosta u prosjecnom vremenu od 24
tjedna od prijeloma. Ukoliko prijelom ne zacijeli u periodu od 8 mjeseci govorimo o
nesraStanju koje zahtijeva dodatne mjere lijecenja.

Kod lijeCenja odlozenog srastanja ili nesrastanja prijeloma u svakodnevnoj klini¢koj
praksi metoda autologne spongioplastike je 1 danas ,,zlatni standard®“. Zasniva se na
stimulaciji cijeljenja prijeloma poticanjem mikrosredine autotransplantacijom kosti u
mjesto nesraStanja prijeloma. Medutim, klinicke studije su pokazale nezadovoljavajuci
uc¢inak ove metode 1 do 30% slucajeva, posebice kod slucajeva vecih kostanih defekata.
Kao nuspojave metode relativno su Cesto tegobe u smislu bolova, neurovaskularnih
ozljeda te infekcije na mjestu uzimanja spongiozne kosti. Moguce se rjeSenje tih
problema ponudilo sredinom 60-tih godina proslog stolje¢a otkri¢em obitelji osteogenih
molekula sa izrazenim osteoinduktivnim ucincima u kosti ali 1 drugim tkivima. Te su
molekule nazvane kosStani morfogenetski proteini (engleski: Bone Morphogenic Proteins,

BMPs). Rijec je o grupi citokina iz nadobitelji transformiraju¢eg faktora rasta  (TGFp)



/Slika 2/. Clanovi BMP obitelji imaju raznoliku ulogu te se smatraju opéim ¢imbenicima
rasta tijekom embriogeneze 1 formiranja organizma. Vecina ¢lanova te grupe (ukljucivo
BMP2, BMP4, BMP6, BMP7, BMP9, BMP12 i BMP13) imaju izrazeno osteoinduktivno
djelovanje u kostima i drugim tkivima kao i vazan utjecaj na stvaranje hrskavice (2-7).
Proteini BMP2 do BMP7 c¢ine jedinstvenu obitelj unutar nadobitelji transformirajuceg
¢imbenika rasta 3 (TGFR). Pored njihove vaznosti u razvoju kostura kraljesnjaka, istice se
i njihovo veliko znacenje u razvoju drugih tkiva i organa koji se stvaraju mezenhimsko-
epitelijalnim medudjelovanjem(8). Nedavna istrazivanja stani¢nog djelovanja BMP
proteina pokazala su da oni imaju vrlo vaznu ulogu kao diferencijacijski ¢imbenici koji
poticu i pojacavaju izrazaj razliCito diferenciranih fenotipova mezenhimalnih stanica.
Dostupnost postupaka molekularne biologije i proteinske kemije, te postojanje prikladnog
zivotinjskog modela omogucilo je otkri¢e gena odgovornih za kodiranje proteina Cija se

funkcija veze uz indukciju kostanog tkiva (9).

zdrava kost hematom i hrskavi¢ni kalus  koStani kalus i remodelirana kost
granulacijsko tkivo ostaci hrskavice

Slika 1. Faze u cijeljenju koStanog prijeloma



Proces stvaranja hrskavice i kosti in vivo kao odgovor na kostane morfogenetske
proteine je vrlo slozen i stupnjevit proces u kome nedvojbeno aktivno sudjeluju brojni
lokalni ¢imbenici rasta i sustavni hormoni. Istrazivanja pojedinacnih koraka u tom
procesu ispitivanjem ucinaka koStanih morfogenetskih proteina na razlicite stanicne
tipove in vitro omogucéila su nam pocetak razumijevanja i razjasnjavanja djelovanja tih
¢imbenika na stani¢noj razini (10). Raznovrsne stanice odgovaraju na koStane
morfogenetske proteine povecanjem ili smanjivanjem proliferacije. Na tretman koStanim
morfogenetskim proteinima osteoblasti¢ne, odnosno, osteoprogenitorske stanice reagiraju
povecanjem proliferacije (11,12). Izvjesno je da su ti ¢imbenici uklju¢eni u mnoge
regulacijske stupnjeve rasta i odrzavanja razli¢itih tipova stanica unutar hrskavic¢nih i
kostanih linija. Prisutnost kostanih morfogenetskih proteina uzrokuje diferencijaciju
mezenhimskih stanica u nekoliko fenotipova te pojacava izrazaj pokazatelja zdruzenih sa
tim fenotipovima. Oni takoder djeluju na hondroblaste, hondrocite i hondroprogenitorske
stanice. Premda su ¢lanovi TGF-B nadobitelji, kosStani morfogenetski proteini i TGF-f

imaju malo zajednickih u¢inaka na stanice in vitro.

Signalni prodomena zreli oblik BMP molekule
peptid
RXXR TGF-B domena

— W _wp —

l CCC CC CC

mjesto vezivanja heparina

Slika 2. Proteinska struktura ¢lanova TGFf nadobitelji.



Kostani morfogenetski proteini in vitro imaju znatne ucinke na stanice tijekom
procesa enhondralnog stvaranja kosti opazenog nakon ugradnje tih proteina In Vivo.
Mehanizmom kemotaksije kostani morfogenetski proteini mogu dovesti stanice na mjesto
ugradnje, potaknuti mezenhimalne progenitorske stanice na diferencijaciju u stanice
sposobne stvoriti hrskavicu i1 kost te utjecati na proliferaciju tih stanica na razli¢itom
stupnju razvojnog procesa. Najizrazeniji a istodobno i najspecifiniji opazeni ucinak
kostanih morfogenetskih proteina jest diferencijacija mezenhimskih progenitorskih
stanica u hondroblaste i osteoblaste (12). Kako kostani morfogenetski proteini ne ostaju
na mjestu ugradnje dovoljno dugo da usmjere sve te procese in Vvivo, izrazaj razlicitih
BMP molekula u razli¢itim stani¢nim tipovima, posebice osteoblastima, upucuje na to da
kaskada izrazaja razlicittih BMP molekula moze barem djelomi¢no regulirati proces
stvaranja kosti koji je zapocet ugradnjom jednog kostano morfogenetskog proteina.

Nakon otkrica BMP molekula i1 njihovih receptora objavljena su brojna izvjes¢a o
njihovoj klinickoj primjeni (13-21). Klini¢ke studije, mada joS broj¢ano slabije u odnosu
na pretklinicka istrazivanja, potvrdile su tvrdnju da su BMP molekule pouzdane, snazne i
primjenjive molekule u regenerativnoj medicini kojima se u kombinaciji sa drugim
faktorima moze poboljsati cijeljenje kosti, ali i drugih tkiva ili organa (12).

Siroka klinicka primjena BMP molekula pokazala je i neke manje ali prisutne
nedostatke. U bioloskom smislu problem je u koristenju nosaca zivotinjskog podrijetla
(govedi kolagen) uz primjenu visokih doza rekombinantnog BMP2 ili BMP7 proteina §to
se odrazava visokom cijenom proizvoda koja je realna zapreka Sirokoj primjeni. S druge
strane postoji mogucénost prijenosa prionskih 1 virusnih bolesti (npr. goveda

spongioformna encefalopatija, tzv. ,,kravlje ludilo*) zbog cega su u odredenom periodu



komercijalni nosa¢i govedeg podrijetla potpuno povuceni sa trziSta. Iz navedenog
proizlazi jasna potreba za razvojem nove osteogene naprave (nosaca) kojom ce se
omoguciti uspjeSno cijeljenje prijeloma zasnovano na bioloski prihvatljivim
komponentama uz prikladnu cijenu za Siroku primjenu. Idealan nosa¢ treba u sebi
posjedovati svojstvo polaganog otpustanja BMP molekula uz ofuvanu osteoinduktivnu
aktivnost, imunolosku inertnost, biorazgradivost, dobra mehani¢ka svojstva te
jednostavnost primjene. Do sada su raznoliki materijali koriSteni kao nosaci: kolagen,
fibrin, kalcijev fosfat, polilakti¢na kiselina, titanski implantati itd. Danas se u
komercijalnoj upotrebi najcesée koriste preparati kolagena. Primjena rhBMP7, BMP2 i
kolagenog nosaca dovodi do uspjesnog cijeljenja segmentalog defekta kosti kod zeceva,

pasa, majmuna, te ljudi (12, 22, 23).

1.1. Epidemiologija

Prijelomi uslijed osteoporoze zauzimaju sve znacajnije mjesto u sveukupnom
morbiditetu stanovniStva razvijenih zemalja ali 1 zemalja u razvoju. Osteoporozom je
zahvac¢eno gotovo 75 milijuna ljudi u Europi, SAD i Japanu (25). Vise od 6 milijuna
osteoporotskih prijeloma godi$nje se zabiljezi u zemljama Europe i SAD-u te oko 13
milijuna u Indiji. Od 1990 do 2000 godine broj prijeloma kuka na svjetskoj je razini
porastao za 25%. Procjenjuje se da ¢e do 2050 godine ucestalost prijeloma kuka (kao
najcesceg osteoporotskog prijeloma) na svjetskoj razini porasti za 310% kod muskaraca 1
240% kod Zena (26). Pritom treba istaknuti da u razvijenim industrijskim zemljama
osteoporoza uzrokuje 70% svih prijeloma kod osoba iznad 45 godina starosti te da su kod

osoba iznad 50 godina starosti prijelomi glavni uzrok hospitalizacije (27). U Europi je



invalidnost uzrokovana osteoporozom vec¢a od one koju uzrokuju zlo¢udni tumori. Kod
zena iznad 45 godina starosti trajanje hospitalizacije zbog osteoporoze je veée nego kod
dijabetesa, infarkta miokarda ili karcinoma dojke (27).

Kod 6 do 10% osteoporoti¢nih prijeloma dolazi do nesrastanja uz razvoj
kroni¢nih simptoma kao $to su bol, funkcionalna i psihosocijalna invalidnost. Takvo
stanje zahtijeva sekundarne kirurSke zahvate uz dugotrajno i skupo lijeCenje. S
produljenjem prosje¢nog Zivotnog vijeka stanovniStva raste i broj bolesti povezanih uz
muskuloskeletni sustav. 2000 godine troskovi lije¢enja osteoporotskih prijeloma u Europi
su iznosili 31,7 milijardi €, a procjenjuje se da ¢e do 2050 godine ti troskovi narasti na
76,7 milijardi € (28).

Rekonstrukcija velikih kostanih defekata jedan je od najtezih problema u
ortopedskoj kirurgiji. Broj koStanih defekata se povecava porastom broja i slozenosti
ozljeda, prvenstveno zbog porasta broja teskih prometnih nezgoda 1 nasilnih incidenata.
Postoji vise metoda putem kojih se nadomjestaju veliki koStani defekti: transplantacija
kosti, segmentalni transport kosti, ugradnja zglobnih endoproteza kod defekata na
zglobnim krajevima kosti te metode tkivnog 1 genetskog inZenjeringa s ugradnjom
nadomjestaka za kost ispunjenih faktorima rasta 1 genetski promijenjenim mati¢nim
stanicama. Autotransplantacija kosti (autospongioplastika) je i danas ,,zlatni standard* u
rekonstrukciji velikih koStanih defekata. Nedostatak metode su morbiditet mjesta
uzimanja spongiozne kosti ( bol, neurovaskularne komplikacije, infekcija ) te ograni¢ene
koli¢ine tako dobivene kosti. To je povecalo ucestalost metode transplantacije kosti sa
covjeka na covjeka (homotransplantacija). Njeni su nedostaci mogucnost prijenosa

virusnih 1 prionskih bolesti, te smanjena sposobnost poticanja stvaranja kosti domacina



kao 1 slabija pregradnja velikih homotransplantata i ksenotransplantata. Provedena su
mnogobrojna istrazivanja s ciljem pronalazenja sintetskih ili prirodnih nadomjestaka za
kosStane transplantate (29). Oni se kombiniraju s osteoinduktivnim tvarima kao §to su
kostani morfogenetski proteini, koStana srz i matiéne mezenhimalne stanice (30). Idealna
metoda u lijeCenju kosStanih defekata bi bila ona koja ¢e omoguditi brzo popunjavanje
defekta uz kvalitetnu anatomsku i funkcionalnu regeneraciju. Pri tome je od velike
vaznosti izbor nosaca koji ¢e svojim odlikama osigurati brzu, sigurnu i potpunu kostanu

regeneraciju, osiguravajuéi time povrat punog integriteta kostanog sustava.

1.2. Uloga kostanih morfogenetskih proteina u embrionalnom razvoju

Nedvojbeno je dokazano da su mnogi kostani morfogenetski proteini i njihovi
srodnici ukljudeni u sloZene razvojne procese tijekom embriogeneze. Stovise, mnogi od
njih imaju kljuéne uloge u razvoju razlicitih 1 vrlo udaljenih vrsta. Opisano je cetrdesetak
¢lanova TGF-B nadobitelji, uklju¢ivo i homologe mnogih BMP molekula, koji su
identificirani ¢ak 1 u vrsta koje ne posjeduju hrskavi¢no ili koStano tkivo. Na primjer,
protein 60A iz vinske musice koji je evolucijski udaljen 700 milijuna godina od ko$tanih
morfogenetskih proteina sisavaca (poput BMP-5, BMP-6, BMP-7) ali njihov slijed
aminokiselina nije bitno razli¢it. Dapace, rekombinantno izrazen protein vinske musSice,
Drosophilae melanogaster, koja nema niti hrskavice niti kosti, moze potaknuti razvoj
hrskavice i kosti kada se ugradi s kolagenskim nosa¢em u potkozno tkivo sisavaca (32).

Dva su c¢lana TGF-B nadobitelji izolirana u Drosophilae. Dorzo- ventralno
oblikovanje u blastodermu Drosophilae uvjetuje transkripcija grupe od sedam gena.

Jedan od njih, gen nazvan Decapentaplegic( dpp), je strukturalno najsrodniji proteinima



sisavaca BMP2 i BMP4 a drugi, 60A, je najsrodniji proteinima BMP5, BMP6, BMP7 i
BMP8. Decapentaplegic je nuzan za specifikaciju dorzalnog ektoderma a takoder i za
diferencijaciju srednjeg crijeva (33). Pretpostavka da BMP2, BMP4 i dpp sluze
analognim funkcijama podkrijepljena je rezultatima koji pokazuju da podrucje proteina
BMP4, koje je odgovorno za vezivanje na receptor, moze u cijelosti zamijeniti ono u
proteina dpp i time vratiti mutantni tip dpp u divlji oblik (34).

Manje je poznato o funkciji gena 60A (35,36) koji je otkriven prvenstveno zbog
homologije sa obitelji BMP a ne zbog genetskih analiza. Zna se da je izrazen tijekom
razvoja te da ima specifiéni maksimalni u¢inak u odredenoj razvojnoj fazi. Izrazaj gena
60A je najprije otkriven na pocetku gastrulacije, mahom u mezodermu rastuceg
germinativnog tracka. Kasnije je izrazaj tog gena uocen i u prednjem i straznjem crijevu.
Kako su dva jedina gena TGF-p obitelji u Drosophilae vjerojatno potekli iz istih genskih
prete¢a kao i podgrupe BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7 i BMP8, a vazni su za
njezin razvoj, BMP molekule su snazni kandidati za razvojno vazne gene sisavaca.

Zanimljivo je napomenuti da Drosophila tolloid, koji posjeduje slican
aminokiselinski slijed i strukturu proteina kao BMP1, iskazuje slican mutantni fenotip
kao i dpp. Taj je gen, kao i dpp, potreban za stvaranje dorzalnih struktura tijekom
embrionalnog razvoja. Nedavni nalazi upucuju na to da tolloid stvara gradijent dpp
aktivnosti (36) te ga na odredenim mehanizmom moze i aktivirati. Navodi se da je to
moguée putem cijepanja prekursora ili inaktivnog oblika pomocu tolloid proteaze (37).
Sli¢no tome, moguce je da BMP1 pojacava aktivnosti drugih koStanih morfogenetskih

proteina, na nacin koji jos$ nije do kraja razjasnjen.



1.3. Kostani morfogenetski protein-1 (BMP1)

U ranim radovima M. Urista iz 1979. godine te potkoznim koStanim esejem iz
1981. godine (3) pokazano je da usitnjena demineralizirana kortikalna kost ugradena
potkozno u Stakora dovodi do stvaranja ektopi¢ne kosti $to je potvrdilo osteoinduktivnu
aktivnost ugradenog materijala. Izdvajanje 1 prepoznavanje pojedinac¢nih proteina pod
zajednickim nazivom kosStani morfogenetski proteini (engl. Bone Morphogenetics
Proteins) zapoceo je 1988. Wozney sa suradnicima (4). Odredivanjem aminokiselinskog
slijeda nekih od komponenti sa morfogenetskim ucinkom, izolirana su tri CDNA klona
koja su nazvana BMP1, BMP2A i BMP3. Analiza aminokiselinskih sekvenci je pokazala
je da BMP2A i BMP3 prema svojoj gradi pripadaju nadobitelji transformirajuc¢eg faktora
rasta B (TGF-B). Nakon toga identificirano je jo$ pet pripadnika iste nadobitelji (BMP 2,
BMP 3, BMP 4, BMP 5, BMP 6, BMP 7) (38,39).

BMPL1 je ubrzo izdvojen iz te grupe jer se svojom gradom vidljivo razlikuje od
pripadnika nadobitelji TGF-f ali i od drugih kostanih morfogenetskih proteina (40).
Njegov aminokiselinski slijed pokazuje da na aminotermalnom kraju ima hidrofobno
podru¢je koje upucuje na to da se radi o sekrecijskom ¢imbeniku. 1987. godine Titani i
suradnici su otkrili da BMP1 ima podruc¢je homologno proteazi u raka roda Astacus (41).
Do danas je to podrucje identificirano u cijelom nizu proteina iz obitelji
metaloendoproteaza koji su nazvani Astacini. Ime su dobili po enzimu astacin koji je prvi
sekvencioniran i biokemijski ras¢lanjen (42). Astacin je izgraden od proteazne domene i
pre-prosegmenta koji sadrzi 49 aminokiselinskih ostataka. Tijekom biosinteze signalni
peptidi usmjeravaju protein u endoplazmatski retikulum Sto potvrduje Cinjenicu da se svi

proteini iz obitelji izlucuju iz stanice ili se vezu na plazma membranu. U studijama na



meprinu misjeg bubrega, digestivnoj proteazi u raka, meprinima iz ljudskog crijeva te
BMP-1 utvrdeno je da svi sadrze domenu astacin-nalik proteaze za kojom slijedi EGF
domena te tri CUB domene. Do sada je otkriveno vise od 20 pripadnika ove obitelji. Za
njih je svojstvena 18- aminokiselinska sekvenca sa pocetnim cink-vezuéim motivom
(HEXXHXXGXXH). Taj je motiv zajednicka odlika nizu cink- ovisnih metalopeptidaza
u koje spadaju astacin, matriks metaloproteinaza, adamalizini (proteinaze zmijskog
otrova) 1 seralizini (bakterijske alkalne proteinaze) koji Cine superobitelj nazvanom
,metzincini“(43). Daljnja istrazivanja su bila usmjerena na djelovanje metaloproteinaza,
posebice BMP1 i njihovu razvojnu ulogu.

BMP1 se sintetizira kao inaktivni proenzim (42) a podrucje odvajanja prodomene
moglo bi biti mjesto aktivacije BMP1. Otvorena je mogué¢nost da se prodomena BMP1
cijepa unutar stanice uz sekreciju aktivne molekule. Pro BMP1 molekula se sastoji od
signalnog peptida, prodomene, kataliticke domene, tri CUB domene i EGF domene. CUB
i EGF su nekataliti¢ke, interakcijske domene koje mogu omoguciti protein - protein i
substrat interakciju. EGF sli¢ne domene se sastoje od otprilike 40 aminokiselina i imaju 6
visoko konzerviranih cisteinskih ostataka koji su vjerovatno povezani interdomenskim
disulfidnim vezama. Nalazimo ih u velikom broju proteaza kao $to su koagulacijske
proteaze (faktor 1X i X, protein C, tkivni plazminogenski aktivator) te u brojnim plazma
membranskim proteinima (trombomodulin, L-selektin, neureksin 1-a, Neu- faktor
diferencijacije). CUB domene se sastoje od 110 aminokiselinskih ostataka i 4
konzervirana cisteinska ostatka za koje se smatra da formiraju anti-paralelni B cilindar,
vrlo slican imunoglobulinskom (38). Uloga prodomene je nejasna iako se pretpostavlja

da je odgovorna za odrzavanje molekule u latentnom stanju. Ekspresija rekombinantnog
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BMP1 bez prodomene pokazuje da njena odsutnost ne znaci prekid sekrecije ¢ime se pak
ne iskljucuje pretpostavljena vaznost prodomene u sekreciji i aktivaciji molekule BMP1.
Ostaje pitanje da li prodomena odrzava BMP1 u inaktivnom obliku dok se ne transportira
na mjesto akcije gdje se potom odstranjenjem prodomene izlucuje aktivni oblik BMP1
(44).

Veliki broj astacina sadrzi produzenu C-terminalnu domenu jednaku onoj kod
BMP1 a nekoliko veéih astacina ima vaznu ulogu u zametanju embrija, dorzo-ventralnom
oblikovanju te u ranim fazama razvoja embrija. Takoder, postoje indirektni dokazi da
vedéi astacini djeluju istim signalnim putevima kao clanovi TGF-f nadobitelji, mozda
kroz izravnu protein-protein interakciju (44). Prokop i suradnici su 1996. izolirali
aminokiselinsku sekvencu peptidnih fragmenata prokolagen C-proteinaze, enzima
odgovornog za procesuiranje prokolagena u fibrilski kolagen (45). Pritom su utvrdili da
je prokolagen C-proteinaza strukturalno identicna BMP1. Do istog je otkri¢a nesto ranije
iste godine dosao i Kessler sa suradnicima (46). Temeljem tog otkri¢a postavljena je teza
da je BMP1 multifunkcionalnog djelovanja jer utjeCe na modifikaciju izvanstani¢nog
matriksa (ECM) ali i mnogobrojne procese te stani¢nu diferencijaciju (47).

Prokolagen C-proteinaza (PCP) je metaloproteinaza koja cijepa karboksil
propeptide (C- propeptide) prokolagena tip I, 11'i 11 i time ih aktivira u zreli oblik koji
formira kolagena vlakna, glavhu komponentu ECM (48). Bez cijepanja C- propeptida
prokolagen ostaje kao djelomicno procesuiran topivi prekursor te se ne inkorporira u
fibrile (49). Nadalje, C-proteinaza in vitro procesuira prekursor lizil oksidaze u aktivni
enzim §to upucuje na njenu mogucu ulogu u sintezi kovalentnih ukrizene sveza koje su

klju¢ne za normalnu tenzijsku snagu vlakana i kolagena i elastina. To znac¢i da PCP ima
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kljuénu ulogu u bioloSkom funkcioniranju strukturalnih proteina koji uvelike odreduju
veli¢inu, oblik i snagu veéine kompleksnih organizama. Brojni su dokazi da BMP1 i PCP
djeluju na isti na¢in (identi¢ne inhibicije, moguénost cijepanja ljudskog prokolagena na
isti nadin bazirano na analizi NH2 sekvence, jednake reakcije u Western blot analizi sa
antitijelima za vezu¢i BMP1 protein, identicna pokretljivost nakon deglikozilacije na
SDS-PAGE gelu). lako jos nije izoliran i sekvencioniran ¢cDNA klon PCP-a, moze se

ustvrditi da su BMP1 i PCP zapravo isti enzim.

A
[ S99 00000 | coL NC2
B C

Slika 3. Shematski prikaz najcesce poznatih BMP 1 substrata: A/ molekule kolagena;
B/ proteini koji ne pripadaju grupi kolagena ali ¢ine proteine izvanstani¢nog matriksa;

C/ drugi proteini koji ne pripadaju molekulama izvanstani¢cnog matriksa (npr. IGFBP3).

U ranim studijama (2,4) BMP1 je funkcionalno povezivan uz razvoj kosti i
hrskavice. Zbog ektopi¢nog stvaranja kosti u Stakora BMP-1 je smatran glavnim dijelom
niza razvojnih procesa, posebno stani¢ne diferencijacije i histogeneze. BMPL1 je tada
izdvojen zajedno sa ostalim ¢lanovima BMP TGF- nadobitelji te se pretpostavlja da se
njegova koStana aktivnost ostvaruje katalitiCkom aktivacijom latentnih oblika TGF-B i

BMP molekula. Nadalje, temeljem studija EGF domena drugih proteina, smatralo se da
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su EGF domene u BMP1 uklju¢ene u protein- protein interakcije. Sve navedeno je
upucivalo na potencijalnu vezu BMP1, faktora rasta i razvojnih signalnih procesa koji
rezultiraju stanicnom diferencijacijom i histogenezom. 1991.godina je bila Klju¢na jer se
neocekivano otkrilo da je produkt dorzalno-ventralnog gena oblikovanja D.
melanogaster, tolloid (TLD), strukturalno povezan sa BMP-1 (39). U blastodermu
Drosophilae, dorzo-ventralno oblikovanje ovisi o transkripciji sedam zigotskih gena.
Jedan od njih je nazvan decapentaplegic /dpp/. Dpp je kljuan za dorzo-ventralno
oblikovanje te je, poput BMP2-7, ¢lan TGF-p nadobitelji (50). Tld je jedan od nekoliko
gena koji reguliraju dpp (51). Kako se razvojne potrebe oblikovanja za Tld mogu zaobici
poviSenjem razine dpp RNA u embrijima, predpostavljeno je da Tld djeluje na nacin da
regulira aktivnost dpp, bilo aktivacijom dpp iz inaktivnog kompleksa ili izravhom
proteolitiCkom aktivacijom (52). Drugim rije¢ima, Tld je potreban jer odreduje gradijent
aktivnosti dpp (38). Novije mutacijske studije upucuju na zakljuc¢ak da C- terminal CUB
domene i EGF domena olaksavaju tolloid-dpp intarakciju, vjerojatno stvaranjem protein-
protein kompleksa u kome dpp aktivira proteoliticka astacin domena TId proteina (53).
Ove studije na Drosophili su pruzile genetsku potporu funkcionalne povezanosti izmedu
astacin metaloproteinaza (TId protein), aktivacije faktora rasta te odredenja osovine i
formacije obrazaca.

Jedinstveni gen u sisavaca stvara alternativno preklopljenu mRNA za BMP-1 i za
veéi protein , to¢nije toloid sisavaca (mTIld), zahvaljujuéi identi¢noj strukture domena
kao u Tld-a (54). Jedinstveni gen je odgovoran i za stvaranje BMP1 i mTld homologa u
Xenopusa (55).Treba pritom re¢i da BMP1/TLD proteaze Xolloid Xenopusa (56) i tolloid

zebraste ribice (57) imaju ventralizirajué¢i ucinak za vrijeme embrionalnog razvoja
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cijepanjem proteina Chordina koji tvori latentne komplekse sa ventraliziraju¢im TGF-f3
nalik BMP2 i BMP4 te BMP 4/7 heterodimerima. Pandan tome u sisavaca je
najvjerojatnije mTLL (engl. Mammalian Toloid like ) za koga su Piccolo i Marques
1997. pretpostavili da je ortolog Xolloidu i Tld-u jer mozZe ostvariti prokolagen-
procesuirajuc¢u aktivnost i djelomi¢no kompenzirati izostanak BMP-1 i mTIld kod
BMP1/mTId null- miseva (54,56, 58). Zbog dokazane aktivnosti aktiviranja PCP-a i
sudjelovanja u oblikovanju fibrila te gore navedenog svojstva cijepanja Chordina, Scott i
suradnici 1999. pretpostavljaju da BMP1 i mTLL-1 imaju dvostruku aktivnost §to znaci
da sudjeluju u organizaciji odlaganja matriksa s jedne strane ali i u procesima aktivacije
TGF-f BMP molekula (59). Cijepanje Chordina i kod BMP1 i kod mTLL-1 je
visokospecifi¢an proces gdje se kod oba enzima taj proces odvija na ista dva mjesta koja
su vrlo nalik mjestima gdje je ranije opisano da BMP1 cijepa C- propeptide prokolagena
I-111 (46).

BMP1 gen se pojavljuje u nekoliko izoformi (,,splicing* transkripti) od kojih su tri
ranije otkriveni i opisani kao BMP1 (BMP1-1), BMP1/His (BMP1-2) i tld (BMP1-3) te
tri novootkrivena oblika BMP1-4, BMP1-5 i BMP1-7 /slika 4/. Njihova ekspresija je
prisutna u razli¢itim tkivima. Za BMP1-3 se smatra da sudjeluje u aktivaciji TGF-
slicnih molekula te da vjerojatno cijepa i druge supstrate. Kod BMP1-2 izoforme je
zadnja domena na C terminalnom dijelu BMP molekule zamijenjena sa dugom histidin
bogatom domenom te se naziva i BMP1/His. BMP1-4 izoforma se razlikuje od ostalih
oblika BMP1 molekule po tome Sto je proteazna domena prekinuta sa dodatnim
egzonom. Pretpostavlja se da se takva molekula moze vezati za ciljanu molekulu ali je ne

moze cijepati. Prema tome bi BMP1-4 bio prirodni inhibitor enzimske funkcije. Kod
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BMP1-5 i BMP1-6 izoformi je proteoliticka domena netaknuta dok je modificirana C
terminalna regija ukljucuju¢i CUB domenu odgovornu za protein-protein interakciju.
Vjeruje se da tri novootkrivene izoforme vezu i procesuiraju supstrat potpuno drugacije
od BMP-1, BMP/His ili Tld. Hipotezu da svaka od navedenih izoformi BMP-1 molekule
djeluje kao samostalna proteaza sa jedinstvenom funkcijom podrzavaju njihovi razli¢iti
ekspresijski izrazaji. Tako je ekspresija BMP1-5 20% u placenti te 50% u bubregu a
BMP1-4 1% u placenti a 9% u ovariju. Razli¢ite uloge BMP-7 u razvoju bubrega, BMP-8
spermatocita i BMP-9 jetre moze sugerirati na funkcijsku povezanost sa koekspresijom
,»splicing™ izoformi BMP1 u tim organima. Jedinstvena struktura BMP-1 gena, njegova
smanjena koli¢ina ekspresije, uloga u morfogenezi i njegova filogenetska ocuvanost ¢ine
taj enzim izglednim kandidatom regulacije tkivne morfogeneze. Za sada je samo BMP-1
(BMP1-1) potvrden na proteinskoj razini prateé¢i njihovu izolaciju iz kosti. Sekvence

ostalih BMP-1 izoformi nisu opisane na proteinskoj razini.
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BMP 1-1 | - -
R B

signalna proteazna CUBI  CUBII  EGFI CUBIIl  703-730 aa
sekvenca domena

BMP 1-3 A
. " EGFIl CUBIV  CUBV 977-986 aa
BMP 1-4 ; /\.

245-302aa
" BMP 1-5
R
589-622aa
BMP 1-7 - / P
1 " B

703-823aa

Slika 4. Shematski prikaz rasporeda domena nekih od izoformi BMP1 molekule.

Nedavno je otkriveno da BMP1-3 (izoforma Bmpl gena) cirkulira u plazmi
zdravih ljudi no u slu¢ajevima izoliranog prijeloma kosti tijekom prva tri tjedna nestaje iz
cirkulacije. To upucéuje da se vrlo vjerojatno veze na krajeve prelomljene kosti. Kako je
BMP1-3 izoforma Bmpl gena, enzima znaCajnog za procesuiranje izvanstani¢nog
matriksa, moguce je da ima utjecaj 1 na brzinu srastanja prijeloma kosti kao i na brzinu
cijeljenja kosStanih defekata. Nekolageni proteini i enzimi u izvanstanicnom matriksu
imaju utjecaja na matriks i regulaciju stvaranja kosti. Cirkuliraju¢i BMP1-3 djeluje kao
bioloski regulator odlaganja kolagena u formiranju koStanog kalusa tijekom procesa
regeneracije kosti. Nedavno je utvrdeno da inhibicija cirkuliraju¢eg BMP1-3 znacajno
usporava stvaranje oziljkastog tkiva u bubregu Stakora sa kronicnom bolesti bubrega (42).

Ako se pokaze da BMP1-3 samostalno potic¢e lokalno stvaranje kosti, postoji moguénost
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njegove komercijalizacije u klini¢koj medicini. Nadalje, ako se dokaze da BMP1-3 i
BMP7 imaju aditivni ili sinergisticki ucinak na zaraStanje defekata kosti, postoji
mogucénost dizajniranja i testiranja nove i u€inkovitije osteogene naprave od onih koje su

trenutacno u klini¢koj primjeni.
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2. HIPOTEZA

Rekonstrukcija velikih kostanih defekata i dalje predstavlja jedan od najveéih problema
u ortopedskoj kirurgiji te do danas jos nije nadeno cjelovito rjeSenje problema.
Cirkuliraju¢i oblik BMP1-3 molekule utjece na kvalitetu izvanstani¢nog matriksa te bi
time mogao imati utjecaj na brzinu cijeljenja prijeloma kosti. U kombinaciji sa koStanim
morfogenetskim proteinima oc¢ekuje se aditivan ili sinergisticki u¢inak na cijeljenje
kostanih prijeloma te popunjavanje velikih kostanih defekata $to bi moglo bitno

doprinijeti naS§em razumijevanju regulacije procesa cijeljenja kosti.
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3. CILJ RADA

Cilj rada je otkriti utjecaj novootkrivene cirkuliraju¢e molekule BMP1-3 na brzinu i
uspjesnost cijeljenja koStanog prijeloma u Stakora i kunic¢a. Pritom ¢e se ispitati BMP1-3
uCinak na izrazaj gena vaznih za funkciju osteoblasta u kulturi tkiva in vitro, ispitati
ucinak neutralizacije cirkuliraju¢eg BMP1-3 na brzinu cijeljenja uporabom specificnog
poliklonskog protutijela u $takora sa akutnim prijelomom bedrene kosti te pratiti
uc¢inkovitost kombinirane primjene BMP1-3 i rhBMP7 molekula na brzinu cijeljenja
kostanih defekata kriti¢ne veli¢ine ulne kuni¢a. Dobiveni rezultati dati ¢e nam odgovor
na pitanje da li je BMP1-3 u¢inkovit u poticanju cijeljenja kostanih prijeloma te da li
BMP1-3 proizveden rekombinantnom tehnologijom ima potencijal razvoja u lijek za

primjenu kod ljudi.
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4. MATERIUAL | METODE

4.1. Stanice - U pokusima je upotrijebljena preosteoblasti¢na stani¢na linija MC3T3-E1,
uzgojena iz kalvarija novorodenih miseva soja C57B1/6 (62,63). Ta stani¢na linija ima
sva osteoblasticna obiljezja kao Sto su sposobnost stvaranja kalcificiranog koStanog
matriksa te kolagenih vlakana in vitro, aktivnost alkalne fosfataze, odgovora na
paratiroidni hormon, prostaglandin E2 i 1,25-dihidroksivitamin D. Stanice su uzgajane u
mediju DMEM, obogaéene fetalnim govedim serumom (10%), ITS mjesavinom (1%),
penicilnom 1 streptomicinom. Uzgajane su u plasticnim posudama za uzgoj stanica (75
cm?®), u vlaznoj atmosferi s 5% CO2, na temperaturi od 37°C te su subkultivirane svakih
tri do pet dana u omjeru 1:3 do 1:6 s pomocu otopine tripsina-EDTA.,

Kulture stanica podijeljene su u dvije eksperimentalne grupe: kontrola bez terapije
i grupu kojoj je svaki drugi dan primijenjen BMP1-3 ( 50ng/ml ). Nakon tri tretmana
ukupna je RNA izdvojena sa TRIzol-om (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA).
4.2. Antitijela- Poliklonska protutijela protiv zrele BMP1, BMP1-3 domene i BMP1
prodomene proizvedena su u kuni¢a imuniziranjem specifiénim sintetskim peptidima:
BMP1-1(aa 705-717); CRPALQPPRGRPHQ); BMP1-3 (aa759-772;
CTSPNWPDKYPSKKE); i BMP1 prodomena (aa97-108; CQSTNGQPQRGA). Peptidna
specifi¢na antitijela su procis¢ena prema srodnosti (Multiple Peptide Systems) te su
ispitane krizne reakcije i neutralizacijski ucinci (rezultati nisu objavljeni).
4.3. Kloniranje i ekspresija BMP-1 isoformi- Ljudska BMP1-3 cDNA je sintetizirana iz
RNA ljudske placente koriStenjem Super Script TMIII First-Strand Synthesis System

(Invitrogen). BMP1-3 protein kodirajua sekvenca je pojatana s prednjim
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(5-GCAGGATATCCTGGACTTGGCCGAACTACACC-3) i reverznim
(5 GCATGCGGCCGCCCTTCC-TGCTGTGGAGTGTGTCC-3) primerima
koriStenjem Platinum ® Taq DNA Polymerase High Fidelity. Specifi¢ni genski produkti
su klonirani u pENTR221 plazmid i sekvencionirani. Za stvaranje pcDNATwm 3.2/V/5-
DEST ekspresijskog klona , slijed potvrden sa pENTR221/BMP1-3 je rekombiniran sa
pcDNATM 3.2/VV5-DEST vektorom u LR rekombinacijskom procesu (Invitrogen
Gareway® technology). Ekspresijski plazmid sisavaca pSec Tag2 Bmpl-3 je prebacen u
Freestyle TM CHO stanice koriStenjem Free Style TM MAX transfekcijskog reagensa.
Protein je procis¢en prema srodnosti kroz BMP1-3 kolonu specifi¢nih antitijela.

4.4. Analiza genske ekspresije — Ukupna RNA je izolirana iz MC3T3 stanica koristenjem
TRIzol (Invitrogen). cDNA je sintetizirana i uvecana iz 1pg ukupne RNA koristenjem
Super Script 11 First-Strand Synthesis System (Invitrogen). Ciljana genska ekspresija je
mjerena uporabom Light Cycler Fast Start DNA SYBR Green kit u Light Cycler
instrumentu (Roche Diagnostics), kako je opisano (64). Gapdh je koristen kao gen za
normalizaciju rezultata. Rezultati su prikazani kao ,,fold promjene na uporednom nivou

ekspresije. Lista pocetnica koji su koriSteni u reakcijama prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Slijed pocetnica koriStenih za analizu genske ekspresije

Ciljani Uzvodno 5'- 3' Nizvodno 5'- 3'
gen

Bmpl-3 | CCCTGAGTATCCCAATGGCTA CCACATAGTCATACCAGCACAG
Bmp-4 GACTTCGAGGCGGACACTTTCTA | GCCGGTAAAGATCCCTCATGTAA

Bmp-6 | CAACGCCCTGTCCAATGAC ACTCTTGCGGTTCAAGGAGTG
Bmp-7 | ACGGACAGGGCTTCTCCTAC ATGGTGGTATCGAGGGTGAA
go:al GCTCCTCTTAGGGGCCACT CCACGTCTCACCATTGGGG

o ; ¥ | TGACCTCACAGATCCCAAGG GTCTGATAGCTCGTCACAAGG

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
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4.5. Ljudsko tkivo, imunohistokemija i morfometrijska analiza- Ljudski embriji i fetusi u
rasponu 5-14 tjedna gestacije koji su koriSteni u ovoj studiji, prikupljeni su na
Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu pod kontrolom Internog nadzornog odbora
1 etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Imunohostokemija je provedena
koriStenjem imunoperoksidaza detekcijskog sistema (Zymed, San Francisco, CA) a
snimke su ucinjene Olympus Provis mikroskopom (Campbell, CA). Za pracenje
formiranja kosti kod kriticnog defekta ulne u kunica, kostani uzorci su dekalcificirani 1
uklopljeni u parafin. Nakon rezanja uzorci su obojani trikromskim bojilom po Goldneru
te hematooksilin eozinom (HE). Rezovi su u¢injeni uzduz longitudinalne osi lakatne kosti
kunica.

4.6. Model slomljene bedrene kosti u Stakora - U istrazivanju smo koristili muske
Sprague-Dawley Stakore ( 250-300 grama) kojima je u opcoj anesteziji elektricnom
cirkularnom pilom ucinjena osteotomija proksimalne tre¢ine bedrene kosti. Ulomci su
potom reponirani nakon ¢ega je ucinjena intramedularna osteosinteza Kirschnerovom
Zicom. Stakori su nasumiéno podijeljeni u sljedeée grupe od po 8 &lanova ( N=8):

A/ kontrola, samo osteotomija

B/ osteotomija uz davanje ne-imunogenog Stakorskog IgG

C/ osteotomija uz davanje rhBMP1-3 i.v. 3x tjedno u dozi od 3 pg

D/ osteotomija uz davanje BMP1-3 antitijela i.v. 3x tjedno u dozi od 50 ug

Ucinak lijeCenja smo pracen je rendgenskim snimanjima mjesta prijeloma svaka dva
tjedna od operacije do Sestog tjedna kada su Zivotinje Zrtvovane.

4.7. Model kriticnog defekta lakatne kosti u kunica - Za ovaj sSmo model Kkoristili odrasle

muske Novozelandske kuni¢e ( 3-4 kg tjelesne tezine ) radi procjene djelotvornosti
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BMP1-3 u kostanom cijeljenju kriticnog defekta lakatne kosti. Kriti¢ni je prijelom
napravljen pod opéom anestezijom na lijevoj lakatnoj kosti kuni¢a uz prijeoperativnu
antibiotsku i analgetsku profilaksu. Nakon incizije koZe i potkoZja te prikaza kosti, u
srediSnjem dijelu lakatne kosti pilom je napravljen defekt kosti veli¢ine 15 mm. U taj
smo defekt ugradili komercijalni nosag te potom ranu zatvorili po slojevima. Zivotinje su
poslije operacije kroz narednih 7 dana dobivale antibiotik i analgetike. rhBMP1-3 (20pg)
sa ili bez thBMP7 (100 ng) dodan je na komercijalni kolagenski nosa¢ (Helistat).
Zivotinje su potom nasumié¢no podijeljene u &etiri ravnomjerne skupine (n = 8) :

A/ kontrola, defekt kosti ispunjen samo komercijalnim nosacem,

B/ defekt kosti ispunjen komercijalnim nosac¢em i hBMP1-3 (20 pg),

C/ defekt kosti ispunjen komercijalnim nosa¢em i rhBMP7 (100 pg),

D/ defekt kosti ispunjen nosacem i kombinacijom rhBMP1-3 (20 pg i thBMP7 (100 pg).
Ovaj je protokol odobren od strane nadleznih etickih tijela.

4.8. MicroCT — Tomografsko snimanje se temelji na usmjeravanju rendgenskih zraka
prema predmetu iz viSe smjerova (kutova) te mjerenju smanjenja intenziteta emitiranih
zraka. Kompjuterizirana tomografija (CT) je neinvazivna radioloska metoda koja koristi
kompjuter za rekonstrukciju slike od ravnine popre¢nog presjeka (slice) kroz predmet.
UtiSavanje rendgenskih zraka primarno je funkcija energije rendgenskih zraka te gustoce
i kompozicije materijala koji se snima (65). Kod rekonstrukcije CT slika koriste se
posebni algoritmi za rekonstrukciju distribucije utiSanosti rendgenskih zraka u volumenu
koji se snima. CT umjesto dvodimenzionalnih elemenata, piksela (slikovni elementi)
sadrzi voksele (volumni elementi) koji stvaraju trodimenzionalnost dobivene slike (66 ).

CT metoda je prvi put razvijena 70-tih godina 20. stolje¢a (67). U usporedbi sa
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konvencionalnim radioloskim metodama koje su ograni¢ene na dvodimenzionalne slike,
CT omogucava vizualizaciju i kvantifikaciju unutarnje strukture promatranog predmeta.
Za snimanje i predoCavanje kostanih struktura dovoljna je razlucivost od nekoliko
desetaka pm. S obzirom na razinu razlucivosti CT uredaji dobivaju prefiks pa smo tako u

nasem istrazivanju koristili mikro CT (nCT) uredaj (slika 5).

-

Slika 5. uCT uredaj 1076 SkyScan. Konstrukcija uredaja omogucava in vivo kao i ex vivo
snimanje uzoraka.

Za snimanje ze€jih kostiju koristili smo uCT uredaj 1076 tvrtke SkyScan (Kontich,
Belgija). Snimanje uzoraka kosti izvodilo se na prostornoj razlu¢ivosti od 18 um sa
aluminijskim filtrom debljine 0.5 mm, radi homogeniziranja energije rendgenskih zraka,
te rotacijskim pomakom od 0.6° u podruéju od 190°. Snimljene slike su rekonstruirane
NRecon programom (SkyScan). Skeniranje analizirane kosti je zapoceto tocno iznad
pocetka kriticnog defekta 1 nastavilo se u dorzoventralnom smjeru obuhvacajuci cijeli
defekt lakatne kosti 1 zdravu pal¢anu kost. Daljnju analizu novonastale kosti napravili

smo pomo¢u CTAn programa (SkyScan) kojim smo iz rekonstruiranih slika dobili
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podatke o koStanom volumenu (BV) i odnosu tkivnog i koStanog volumena (BV/TV).
Stakorske kosti su bile skenirane na Scanco pCT 40 uredaju (Scanco, Svicarska) u 500
slojeva debljine 5um. Nakon utvrdivanja referentne tocke (srediste prijeloma) uc¢injeno je
po 250 presjeka u oba smjera koji su potom rekonstruirani i analizirani radi
objektiviziranja novonastale kosti. Trabekularni ko$tani volumen (BV, mm?®), broj
trabekula (Th. N, mm™), debljina trabekula (Tb. Th, pm) i trabekularno razdvajanje
(Tb. Sp, um) su izmjereni prema prethodno opisanoj metodi (68).

4.9. Pokus stvaranja kostanih cvoriéa in vitro - stanice koStane srzi prikupljene su iz
bedrene i goljenicne kosti iz Cetiri WT miSa 8 tjedana starosti. Stanice su nasadene u
posebne plasticne posude za uzgoj stanica u obliku predmetnica sa 6 zdenaca u
koncentraciji od 7x10e/zdencu i inkubirane u medijskoj formuli aMEM koja sadrzi 10%
fetalnog teleceg seruma(FCS). Polovica medija je izmijenjena treCeg dana.
Diferencijacijski medij koji sadrzi aMEM, 10% FCS, 8 mM B-glicerofosfata , 50 pg/ml
askorbinske kiselina i 10-s M deksametazona je dodan sedmoga dana. Medij je mijenjan
svaki drugi dan do okoncanja kulture. BMP1-3 (150 ng/ml) i BMP1-3 antijela (1 pg/ml)
su dodavani u medij kod svakog hranjenja. Nakon 21 dana stani¢ne kulture, bojanjem po
van Kossi se objektiviziralo formiranje mineraliziranog matriksa. Kvantifikacija
mineraliziranog podrucja je ucinjena uporabom SForm softvera te izrazena u obliku
postotka.

4.10. Biomehanicko testiranje - Biomehanicko ispitivanje kvalitete kosti provedeno je na
sustavu za ispitivanje materijala Model 810 (MTS System Corp, SAD). Provedene su
dvije vrste ispitivanja na bedrenoj kosti Stakora. Kako bi se odredila mehanicka svojstva

bedrene Kkosti proveden je test savijanja u tri tocke (,three-point bending*). Dijafiza

25



bedrene kosti je podvrgnuta progresivhom savijanju u tri tocke do kona¢nog loma uz
brzinu pomicanja od 0.1 mm/s kako su opisali Turner i Burr (70). Maksimalno

optereCenje i krutost kosti su izraunati iz krivulje optereCenja. Testom udubljenja

(,,indentation test) u distalnoj metafizi bedrene kosti su odredena mehanicka svojstva
trabekularne kosti (71, 72). Ulaskom igle u medularni kanal na mjestu distalne metafize
koja putuje brzinom od 0.lmm/s odreduju se parametri mehanicke stabilnosti
trabekularne kosti.

4.11. 1d-1 reporter metoda mjerenja BMP aktivnosti - C2C12-BRE-Luc stani¢na linija je
stabilno transficirana plazmidom koji se sastoji od BMP-specifi¢nih elemenata promotora
Id-1 gena za koji je vezan luciferazni gen izvjestitelj (dobiveno ljubazno$¢u Dr. G.
Inmana iz Beatson Instituta za istraZivanje raka, Glasgow, Skotska).

Dan prije pokusa stanice su nasadene u koli¢ini 2,5x10* po zdencu, u plogicu sa 48
zdenaca. Nakon 24 sata medij je promijenjen te su stanice izgladnjivane u narednih 7 sati
sa medijem koji se sastoji od DMEM/F-12 + 0.1% fetalnog govedeg seruma. Izgladnjene
stanice su potom tretirane sa BMP7 u odgovaraju¢im koncentracijama kroz sljede¢ih
17sati. Potom su stanice isprane sa hladnim PBS-om i lizirane u lizathom puferu
(Promeha, Reporter Lysis Buffer). U lizatima je izmjerena luciferazna aktivnost
koriStenjem reagensa (Promega, Luciferase Assay reagens) (20ul lizata + 100pul
reagensa) na luminometru (Victor Wallack). Dobivene vrijednosti aktivnosti luciferaze su
normalizirane prema koncentraciji ukupnih proteina u lizatima.

4.12. Statistika — Sve su vrijednosti prikazane kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SD). Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) je primijenjena da se odredi

ucinak djelovanja BMPI1-3 i antitijela BMP1-3 na kost. Statisticka analiza stope
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prezivljenja je ucinjena Peto-Wilcoxonovim testom. Rezultati su smatrani statisticki

znacajnima ako je p vrijednost iznosila < 0.05.
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5. REZULTATI

5.1. Cirkulirajuci BmpI-3 potice cijeljenje prijelom u Stakora - Za odredivanje fizioloske
vaznosti cirkulirajuéeg BMP1-3 kod stvaranja kosti u Stakora odabrali smo model
slomljene bedrene kosti. Stakorima sa prijelomom bedrenom kosti smo intravenoznim
putem (iv) davali neutraliziraju¢a poliklonska BMP1-3 antitijela. Kao rezultat je

zamijec¢eno znacajno slabije cijeljenje prijeloma (slika 6).

l

-——I_’

Slika 6. Radioloska snimka $takorske bedrene kosti nakon aplikacije BMP-1 antitijela.

Nakon 8 tjedana prijelom nije zacijelio, prijelomna pukotina je jasno vidljiva.

Suprotno tome, sistemskim davanjem BMP1 i BMP7 proteina kroz vremensko razdoblje

od 6 tjedana u dozi od 3 pg 3x tjedno, zabiljezili smo povecanje koStane mase i ubrzano

cijeljenje prijeloma (slika 7).
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1. BMP1 2. BMP7 3. BMP7 4. BMP1 5. BMP7

Slika 7. Radioloske snimke Stakorskih bedrenih kostiju nakon 8 tjedana. Bedrene kosti
pod brojem 1 i 4 su potpuno zacijelile, prijelomne pukotine se ne prate a vidljiva je i
pregradnja oba kortikalisa. Kod bedrenih kostiju pod brojevima 2, 3 1 5 je doSlo do
cijeljenja prijeloma no prijelomne pukotine su joS zamjetne a nema niti potpune

pregradnje kortikalisa.

Ex vivo mikroCT analiza tretiranih bedrenih kostiju pokazala je da je koStani volumen
(BV) u stakora tretiranih sa thBMP1-3 u dozi od 3 pg 3x tjedno porastao za 20% 1 bio
55% veci u usporedbi sa Stakorima tretiranim sa BMP1-3 antitijelima u dozi od 50 pg 1x

tjedno (tablica 2).
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Tablica 2. Kostani volumen u mjestu prijeloma bedrene kosti u skupinama nakon 8

tjedana.

Terapiia I Volumen  kosti
Pl (BV mm?)

Kontrola (A)|8 78 £ 8

Grupa (B) (8 80+9

Grupa (C) |8 134+ 6%

Grupa (D) |8 58 + g3°

Slika 8. MikroCT snimke §takorskih bedrenih kostiju ex vivo. Stakori su nasumi¢no
podijeljeni u jednu od grupa opisanih u Materijalima i metodama: A/ kontrola, samo
osteotomija ; B/ grupa sa ne-imunogenim Stakorskim IgG ; C/ osteotomija uz davanje

rhBMP1-3 i.v. 3 pg, 3 x tjedno ; D/ osteotomija uz davanje BMP1-3 antitijela i.v. 50 ug
3x tjedno. Kostani volumen (BV); % P< 0.05 u usporedbi sa kontrolnom grupom,
Pp< 0.05 u usporedbi sa grupom tretiranom sa ne-imunogenim Stakorskim IgG
antitijelima,

¢ P< 0.05 u usporedbi sa BMP1-3 grupom.
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5.2. Ekspresija BMP1-3 u razvoju ljudske kosti - Da bi ocijenili potencijalnu lokalizaciju
BMP1-3 u odnosu na ostale kostane morfogenetske proteine, istrazili smo njegovu
ekspresiju tijekom embrionalnog ljudskog razvoja. U prvih 8 tjedana gestacije BMP1-3 i

BMP1-1 su lokalizirani u epitelu ektoderma okrajine u razvoju (slika 9 A-C).

Slika 9. Lokalizacija BMP-1 izoformi u embrionalnom razvoju ¢ovjeka. U desetom
gestacijskom tjednu ekspresija BMP1-3 je zamijeéena u epitelu ektoderma (e), stanicama
progresijske zone (pz), bazalnoj membrani (bm) te u intermitentnom sloju buduce koze
(i) (na snimci B strelice, na snimci C zvjezdica). Snimka A je kontrolna grupa. Snimke

A 1B povecane su 10 puta, snimka C povecana je 40 puta.

Nakon hipertrofije hondrocita a prije urastanja krvnih zila, njihova je ekspresija
zamije¢ena u periostalnom koStanom prstenu, u okolnom izvanstanicnom matriksu te u
stanicama linije osteoblasta ( slika 10 ). U periodu od 10 do 14 tjedna gestacije BMP1-3
je ograni¢en na ektoderm epitela (slika 10B) gdje je zajednicki smjeSten sa BMP7
(podaci nisu objavljeni). BMP1-3 izoforme nisu lokalizirane u podru¢jima

intramembranoznog stvaranja kosti (slika 10B).
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Slika 10. Za vrijeme endohondralnog okostavanja samo je BMP1-1 prisutan u periostu
(strelica, B), osteocitima (zvjezdica B i C) te u kanalikularnom sustavu osteocita (strelice
C). Pre-osteoblasti i osteoblasti (strelice E) u periostalnom ovratniku. (A) i (D) kontrolna

antitijela. (A) i (B) uvecanje X 20; (C, D i E) X 40.

5.3. Lokalna primjena BMP1-3 potice i ubrzava regeneraciju kosti - Temeljem ¢injenice
da je tijekom embrionalnog razvitka BMP1-3 smjesten na istom mjestu kao i BMP7,
ispitali smo njihovu pojedinacnu i zajednicku djelotvornost na modelu kriticnog defekta
lakatne kosti u kuni¢a. BMP1-3 samostalno potice cijeljenje kosti (slika 11 B).

Kombinacija BMP1-3 i BMP7 je pokazala dodatni ucinak na cijeljenje kosti $to je u
vremenu od 6 tjedana nakon operativnog zahvata rezultiralo kortikalnim premostenjem
defekta uz ubrzano remodeliranje trabekularne kosti (slika 11 D). Suprotno tome, u istom
vremenskom periodu pojedinaéni tretmani sa BMP1-3 ili BMP7 nisu rezultirali

premostenjem ulnarnog defekta novostvorenom mineraliziranom kosti (slika 11 B i C).
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MikroCT analiza podrucja kriticnog defekta lakatne kosti u kunica tretiranih sa BMP1-3
/ BMP7 kombinacijom pokazala je 28% povecanje kostanog (BV) i trabekularnog
volumena (TV) (slika 11 D). Histomorfometrija preparata obojenih po Goldneru
potvrdila je rezultate pCT analize, pokazujuci visoki postotak novostvorene kosti (38%)
sa dobro definiranim medularnim kanalom u istoj grupi ( tablica 3 ). S druge strane, 6
tjedana primjene samog BMP1-3 rezultiralo je stvaranjem trabekularne kosti no bez
jasnog kortikalnog premostenja ili remodeliranje trabekularne kosti (slika 11 B). Sli¢no
tome, primjena samo BMP7 je dala novostvorenu trabekularnu kost bez znakova

remodeliranja ili kortikalnog premostenja ( slika 11 C).
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Rentgen Histologija

tjedan
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Slika 11. Rendgenske snimke u dvije projekcije (AP i LL ), mikroCT slojevne uzduzne i
popre¢ne snimke te histoloski preparati kriticnog defekta lakatne kosti u kunica tretiranog
samo sa komercijalnim kolagenskim nosa¢em /Helistat/ ( A ), sa BMP1-3 ( B ), sa BMP7
(C)iBMP1-3 + BMP7 ( D) ucinjene in vivo 2. i 6. tjedana nakon operativnog zahvata.
MikroCT 1 histoloska analiza (bojanjem po Goldneru) kritiénog defekta lakatne kosti su
ucinjeni ex vivo 6 tjedana nakon kirurSkog zahvata; * Kkortikalna kost, X trabekularna

kost.

Tablica 3. Uspjesnost cijeljenja analizom radioloSkog skoriranja (0-6), volumena
novostvorene kosti, podruc¢ja medularnog kanala (Sform softwer) i BV/TV vrijednosti

odredenim pCT-om. * P< 0.05 vs kontrolna grupa; b P < 0.05 vs BMP1-3 + BMP7.

Terapija STIJ('EC:&H | Hadiolofd ;/;Jg:;i,?ale Medularni nCT

> z Kosti (%) kanal (%) BV/TV (%)
Kontrola 0 0 2.9+1.5 0 0
rhBMP1-3 1+0.3 3+0.3% [ 7.3+5.6%" 0% 12.3£5.5®
BMP7 3+0.5 5£0.4% | 28.4+£12.3% [13.5£74%® | 16.4+5.2%
rhBMP1-3 + BMP7 | 4+£0.4 6+0.4% | 37.7£14.5% | 38.2+15.7% |28+6.7°

BMP1-3 znacajno ubrzava regeneraciju kriticnog defekta lakatne kosti u kunica, posebice
u vremenu izmedu 2. i 3. tjedna po aplikaciji (slika 12). Kombinacija BMP1-3 i BMP7 je
periodu od 8 tjedana rezultirala potpunom koStanom sanacijom defekta uz punu kosStanu

pregradnju oba kortikalisa (slika 14).
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dva tjedna tri tjedna

Slika 12. Rendgenske AP i LL snimke kriti¢cnog defekta ulne u kuniéa tretiranog samo
sa BMP1-3 u vremenu dva tjedna (lijeva slika) i tri tjedna (desna slika) po aplikaciji.
Snimke pokazuju ubrzano cijeljenje u usporedbi sa kontrolom gdje je apliciran samo

komercijalni nosa¢ te nema radioloskih znakova cijeljenja (slika 13.)

Slika 13. Kriti¢ni defekt lakatne kosti u kuni¢a 8 tjedana nakon tretmana samo
komercijalnim nosaCem. Radioloski prakticki nema znakova pregradnje defekta niti

kostanog cijeljenja.
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Slika 14. Kriti¢ni defekt lakatne kosti u kunica tretiran sa BMP1-3 i BMP7 u vremenima
od 4 tjedna po aplikaciji ( A/AP i B /LL projekcije ) te 8 tjedana po aplikaciji ( C/AP i
D/LL projekcije). Nakon 8 tjedana vidljivo je potpuno koStano popunjavanje defekta uz

pregradnju oba kortikalisa.

5.4. BMP1-3 utjece na diferencijaciju osteoblasta in vitro - BMP1-3 potice
diferencijaciju progenitornih mezenhimalnih stanica (MSC) koStane srZi u osteoblaste §to
je rezultiralo povecanjem nakupina mineraliziranih koStanih ¢vori¢a u usporedbi sa

kontrolnom kulturom stanica (bojanje po van Kossi) (slika 15B i 16A). Tretiranje MSC
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BMP1-3 antitijelima imalo je suprotni u¢inak na formiranje mineraliziranih koStanih

¢vorica (slika 15C 1 16A).

Slika 15. BMP1-3 utjece na stvaranje koStanih ¢vori¢a iz mezenhimalnih progenitornih
stanica (MSC) koStane srzi (BM). MSC su uzgojene u razlicito tretiranim medijima:
kontrolna grupa ( A ); BMP1-3 ( 150ng/ml ), 8mM B-glicerofosfata i 50 pg/ml

askorbinske kiseline ( B ); BMP1-3 antitijelo ( C ). Povecanja 2x ( lijevo ) i 20x ( desno ).
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Slika 16. (A) Graficki prikaz kvantifikacije koStanih ¢vori¢a bojanjem po van Kossi,
(B) MC3T3 misji preosteoblasti, relativna genska ekspresija nakon tretmana sa 50 ng
BMP1-3

* P < 0.05 vs kontrolna grupa; # P < 0.05 vs BMP1-3 terapijska grupa.

Analiza genske ekspresije MC3T3EL pre-osteoblasta tretiranih sa BMP1-3 proteinom
ukazala je na porast ekspresije prokolagena, BMP1-3 i osteokalcina te smanjenje
ekspresije Bmp6 i Bmp7 (Slike 16B, 17, 18 i 19). To upucuje da se pojacano sazrijevanje

MSC u osteoblaste ne odvija putem BMP molekule dok porast razine ekspresije BMP1-3
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moze podrzavati ubrzanje cijeljenja prijeloma kod Stakora i kuni¢a procesuiranjem
izvanstani¢nog matriksa (ECM). BMP1-3 antitijela dodana u kulturu MC3T3EL1 stanica

dovode do porasta ekspresije Bmp 6 i Bmp7 gena (rezultati nisu objavljeni).
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Slika 17. BMP1-3 inhibira ekspresiju BMP6 i BMP7. Primjenom neutraliziraju¢ih

poliklonskih  BMP1-3 antitijela doslo do povecanja ekspresije i BMP6 i BMP7. To
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upucuje da BMP1-3 potice stvaranje izvanstani¢nog matriksa te time snizuje ekspresiju

BMP6 i BMP?7.
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Slika 18. BMP1-3 jednako povisuje razinu prokolagena I i prokolagena I1.
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Slika 19. Primjena BMP1-3 povisuje ekspresiju osteokalcina.

5.5. BMP1-3 potice aktivnost BMP7 in vitro — Kada se C2C12 stani¢na linija, stabilno
transfektirana sa BMP elementom odgovora (BRE) (od ld-1 genskog promotora),
fuzionira sa luciferaza genom te se potom doda BMP1-3, on nema nikakvog ué¢inka na
indukciju luciferaze. No, ako se BMP1-3 kombinira sa BMP7 onda znacajno povecava
BMP7 aktivnost (Slika 20). Stoga smo misljenja da BMP1-3 djeluje kao ko-aktivator

BMP7 no mehanizam aktivacije jos valja istraziti.
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Slika 20. Uc¢inak poboljsanja sa BMP1-3 na BMP7 posredovanu Id-1 aktivaciju
promotera. Stanice su tijelom 17 sati tretirane sa : BMP7, BMP1-3 i BMP7 + BMP1-3.
U kombinaciji, BMP1-3 je preinkubiran 3 sata na 37°C a potom je dodan BMP7.
Kontrolni peptid je posluZio kao kontrolna grupa. Medij sa 0.1% FBS je upotrijebljen kao
negativna kontrola, n = 4. Reprezentativni rezultati jednog od tri odvojena pokusa su

prikazani. *P< 0.05 vs kontrolna grupa; ** P< 0.05 vs BMP7.
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6. RASPRAVA

Cijeljenje kostanih prijeloma je povezano s nizom enzimskih aktivnosti na mjestu
prijeloma Sto se odrazava i na promjenu koncentracije brojnih enzima u plazmi. Kod
bolesnika sa akutnim prijelomom nisu pronadene cirkuliraju¢e BMP molekule u plazmi.
Nepostojanje molekule BMP1 u uzorku plazme kod akutnog prijeloma pokazuje njenu
potencijalnu ulogu u procesuiranju izvanstanicnog matriksa u kosStanoj regeneraciji i
obnovi tijekom formiranja kostanog kalusa.

Nedavno je potvrdeno da dugi oblik alternativno rascijepljenog Bmp-1 gena,
BMP1-3, cirkulira u plazmi Covjeka i Stakora u fizioloski relevantnim koncentracijama
(62) . Prisutnost BMP1-3 u plazmi upucuje na njegov op¢i sistemni uc¢inak te smo stoga,
slijedeci lokalizaciju BMP1-1 i BMP1-3 tijekom razvoja skeleta covjeka, ispitali njegovu
djelotvornost na zivotinjskim modelima koStane regeneracije i1 bubrezne funkcije.
Pripadnici BMP nadobitelji su izvorno purificirani i odredeni iz kosti (2,4). Tijekom
purifikacije je otkriven i BMP1 koji ne pripada morfogenima ve¢ je prokolagenska
proteaza (8,73,74). BMP-1 nije autenti¢ni pripadnik BMP proteinske obitelji ve¢ po gradi
pripada astacin/BMP1/toloid sli¢noj obitelji cink metaloproteinaza koje su klju¢ne u
razvoju i formiranju izvanstani¢nog matriksa (1,2,80,81).

Cirkuliraju¢a BMP1-3 izoforma u Covjeka je aktivna i ne sadrzava prodomenu
Sto je potvrdeno in vitro procesuiranjem dentin matriks proteina (DMP-1). Poznato je da
prodomena BMPL/TLD-sli¢ne proteinaze mora biti proteoliticki odstranjena da se
postigne puna aktivnost proteinaze (76). Takav aktivni cirkulirajuc¢i protein ima ulogu u

regulaciji ekspresije 1 odlaganja izvanstanicnog matriksa Sto, izmedu ostalih, moze
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rezultirati 1 fibrozom kod odredenih bolesti. Ova je teza testirana ispitivanjem uloge
BMP1-3 kod zivotinjskog modela kroni¢ne bolesti bubrega (CKD). Renalna fibroza je
glavni pokazatelj progresije CKD a karakterizirana je prekomjernim nakupljanjem
komponenti izvanstani¢nog matriksa Sto vodi ka glomerulosklerozi, tubulointersticijalnoj
fibrozi, upalnoj infiltraciji, gubitku bubreznog parenhima i kroni¢nim promjenama na
bubreznim krvnim zilama. Molekularni mehanizam renalne fibroze nije u cijelosti
rasvijetljen ali se smatra da ga odreduje nivo ekspresije TGFB1 (77). Smanjenje fibroze
kod CKD u stakora primjenom BMP1-3 antitijela je izravno povezano sa snizavanjem
koncentracije cirkuliraju¢eg TGFB1 za vise od 50%. Kako je od ranije poznat njegov
snazni fibrinogeni ucinak stimuliranjem stvaranja izvanstani¢nog matriksa iz toga slijedi
da BMP1-3 u plazmi moze imati ulogu fizioloSkog regulatora nivoa cirkulirajuceg
TGFB1 (62). Pozitivni ucinak BMP1-3 na progresiju CKD se ocituje u prevenciji
aktivacije TGFB1 u plazmi iz njegove latentne forme ( 78, 79, 80) a time i smanjenjem
stvaranja izvanstani¢nog matriksa.

Vaznost BMP-1 u procesu regeneracije kosti do sada nije opisana. U originalnom
otkricu Wozney-a i suradnika (4) opisano je da rekombinantni BMP1 na govedem
kolagenskom nosacu u Stakorskom subkutanom eseju uzrokuje stvaranje nove kosti.
Medutim, naknadno je ustanovljeno da je rije¢ o artefaktu hondrocita Stakorske ploce
rasta koji su zaostali u procesu izolacije demineraliziranog koStanog matriksa (82). Nasa
hipoteza o vaznosti BMP1 u cijeljenju kosti proizlazi iz ¢injenice da proces cijeljenja
prijeloma kosti slijedi kaskadu skeletnog razvoja u kojem BMP1-3 ima veliku ulogu u
razvoju ekstremiteta. Koriste¢i model prijeloma Stakorske bedrene kosti te kulturu

diferencijacije osteoblasta, ovaj rad pokazuje da inhibicijom molekule BMP1-3
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specificnim protutijelima dolazi do znacajnog usporavanja procesa cijeljenja Kkosti.
Pokazali smo da BMP1-3 ima vaznu ulogu u procesima diferencijacije osteoblasta i
stvaranja kosti. Poznavaju¢i lokalizaciju BMP1-3 za vrijeme embrionalnog razvoja
pretpostavka je da BMP1-3 u cirkulaciji moze sistemski utjecati na ubrzanje odlaganja
izvanstani¢nog kostanog matriksa (ECM). Dokazano je da rhBMP1-3 izoforma utjece na
stvaranje kosti a u kombinaciji sa rhBMP-7 se postize sinergisticki ucinak. Vaznost
rhBMP1-3 u kosStanoj regeneraciji se prvenstveno ocituje u procesuiranju ECM proteina
potrebnih za formiranje kalusa, potom u pojatanom stvaranju osteoblasta iz MSC (83)
kao 1 suprimiranju osteoklasta ¢ime se u konacnici ubrzava stvaranje kostanog kalusa.
Biomehanickim testiranjem prelomljenih Stakorskih bedrenih kostiju kroz proces
cijeljenja dokazano je da sistemski primijenjen rhBMP1-3 ostvaruje glavni ucinak na
trabekularnoj kosti. Sistemska primjena specifiécnih BMP1-3 antitijela usporava proces
cijeljenja kosti potvrduju¢i time da je koli¢ina cirkulirajuéeg BMP1-3 vazna za
skeletogenezu.

Za potpuno stvaranje kosti vazni su funkcijski meduodnosi izmedu proteinaza,
faktora rasta i koStanih stanica jer su svi oni potrebni za normalnu osifikaciju i proces
remodeliranja izvanstani¢nog matriksa (84). Za migraciju stanica kroz matriks tijekom
procesa cijeljenja nuzno je rastvaranje matriksa oko migrirajucih stanica. Pocetni korak
angiogeneze zapocinje migracijom endotelijalnih stanica uz proteoliticko rastvaranje
izvanstanicnog matriksa.

Kombinacija BMP1-3 i BMP7 primijenjena lokalno poti¢e stvaranje Kkosti.
Njihovim se udruzivanjem kombiniraju i dva neovisna ali sinergisticna uc¢inka klju¢na za

proces cijeljenja kosti: stimulacija proliferacije 1 diferencijacije stanica koju potice BMP7
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1 olakSavanje migracije stanica proc¢is¢avanjem komponenti matriksa na Sto utjece BMP1-
3. Zbog toga se kombinacija BMP1-3 i BMP7 moze uspjeS$no koristiti za poticanje
procesa regeneracije i cijeljenja kosti (85). Osim toga, BMP1-3 pospjesuje aktivnost Id-
genske ekspresije BMP7 u C2C12 mioblastima in vitro $to bi moglo i in vivo doprinijeti
uspjesnom cijeljenju prijeloma. Mogué¢i doprinos BMP1-3 kostanoj regeneraciji je u
stimuliranju sinteze i procesuiranja ECM proteina te poticanju formiranja osteoblasta iz
MSC. BMP1-3 pozitivno utjeCe na formiranje kostanih ¢voric¢a kao i diferencijaciju
osteoblasta. Poznato je da proteinaze (MMPs) S§tite osteoblaste od apoptoze te odrzavaju
vitalnost osteocita. U procesu koStanog razvoja remodeliranje izvanstani¢nog matriksa je
neophodno za diferencijaciju osteoblasta. Taj je proces uvelike uvjetovan proteolitickom
aktivnoS¢u MMPs koja igra glavnu ulogu u procesu migracije osteoblasta. Ekspresija
kolagena tipa I u osteoblastima kalvarije stani¢ne linijje MC3T3 nakon tretmana sa
BMP1-3 mozZe rezultirati odlaganjem kolagenskog matriksa tipa I §to je karakteristicno za
period brze diobe stanica. Djelovanjem BMP1-3 pojacava se ekspresija kolagena tipa | i
osteokalcina. Osteoblasti, matriks jezgre, DNA- vezuci proteini sa kapacitetom vezanja
DNA prepoznaju receptore na promotorima osteokalcina i kolagenu tipa I. Time se stvara
fizicka veza izmedu gena ECM osteoblasta i stani¢nih struktura (86). Stimulacija genske
ekspresije osteokalcina u uvjetima brze pretvorbe matriksa upucuje na kompleksnije
mehanizme regulacije osteokalcina. Moguce je da se osteokalcin regulira ¢imbenicima
koji se oslobadaju iz osteoblasta matriksa dok prolazi visoku preobrazbu. Kolagen tipa |
moze pritom izravno djelovati na stanic¢ne receptore ili biti potreban tek kao reSetkasti
nosac za druge proteine matriksa pomocu kojega oni direktno djeluju na stanicu. TocCan

mehanizam djelovanja BMP1-3 u tome jo$ valja podrobno utvrditi.
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Sistemskom  primjenom specificnih BMP1-3 antitijela potiskuje se proces
cijeljenja kosti sto potvrduje da je odredena koli¢ina cirkuliraju¢eg BMP1-3 nuzna za
proces cijeljenja kosti. Tome treba pridodati snizavanje cirkulirajuéeg nivoa TGF-B1 za
50% (62,87) sto zbog njegovog poznatog ucinka na proliferaciju osteoblasta dodatno
utjeCe na slabljenje cijeljenja prijeloma. Proces odloZzenog srastanja ili nesrastanja
prijeloma je mogucée povezan sa promjenama u MMP sistemu. Odredivanje koli¢ine
BMP1-3 u plazmi bolesnika sa prijelomom kosti se moze upotrijebiti kao precizan
pokazatelj procesa cijeljenja kosti. Konaéno, ovaj rad donosi nove in vivo i in vitro

dokaze o velikoj ulozi BMP1-3 u procesu cijeljenja kostanih prijeloma.
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7. ZAKLJUCCI

Iz navedenih istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. BMP1-3 izravno utjeCe na cijeljenje prijeloma kako je pokazano na
modelu prelomljene bedrene kosti u Stakora, a u kombinaciji sa BMP7
postiZe puni sinergisticki uc¢inak

2. Davanjem policiklonalnih BMP1-3 antitijela zamijeéeno je znacajnije
slabije cijeljenje prijeloma na istom Zivotinjskom modelu.

3. Lokalno primijenjen BMP1-3 potice i ubrzava regeneraciju kosti kako je
pokazano na modelu kriti¢nog defekta lakatne kosti u kuni¢a. Primijenom
sa BMP7 u kratkom se roku postiglo puno remodeliranje kortikalne kosti
uz bikortikalno premostenje defekta.

4. BMP1-3 utjece na diferencijaciju progenitornih mezenhimalnih stanica
(MSC) kostane srzi u osteoblaste Sto rezultira povecanjem broja
mineraliziranih kostanih ¢voric¢a. Primjenom BMP1-3 antitijela oéekivano
je postignut suprotan uéinak koji se o¢ituje u znatno smanjenom broju
novostvorenih ko$tanih ¢vorica.

5. BMP1-3 potice aktivnost BMP7 in vitro. Na modelu stanica misje
kalvarije C2C12 aktivnost luciferaze se postigla kombinacijom BMP1-3 sa
BMP7 sto upucuje na zaklju¢ak da BMP1-3 znacajno povisuje aktivnost

BMP7, odnosno da djeluje kao ko-aktivator BMP7.
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8. SAZETAK

Clanovi astacinske nadobitelji cink-ovisnih metaloproteinaza imaju znatan utjecaj
na morfogenezu, izmedu ostaloga procesuirajuci sazrijevanje proteina izvanstani¢nog
matriksa te viSe faktora rasta kao $to su TGFp3, BMP2, BMP4 i GFDS8. Nedavno je
otkriveno da izoforma Bmp-1 gena, BMP1-3, cirkulira u plazmi uz znacajno povisenje
koncentracije kod svjezih koStanih prijeloma. U ovom je radu istraZzena uloga BMP1-3 u
procesu cijeljenja kosti in vivo i in vitro. Na modelu prijeloma bedrene kosti u Stakora i
modelu kriticnog defekta lakatne kosti u kunica sistemskim se davanjem postigao u¢inak
ubrzanog cijeljenja prijeloma koji se sinergisti¢ki pojacao kada je uz BMP1-3 davan i
BMP7. Suprotno tome, neutralizacija BMP1-3 specifi¢nim poliklonskim antitijelima je
rezultirala odgodenim cijeljenjem ili izostankom cijeljenja. In vitro, BMP1-3 je u kulturi
MC3T3 stanica povisio ekspresiju kolagena tip I te osteokalcina i pojacao stvaranje
mineraliziranih koStanih ¢vori¢a iz mezenhimalnih stanica koStane srzi.

Istrazivanja u ovom radu su pokazala vaznost BMP1-3 kao ¢imbenika u procesu
cijeljenja kosti ali 1 kao potencijalnog biomarkera. Odredivanjem njegove koncentracije u
plazmi u bolesnika sa prijelomom kosti moglo bi se kvalitetno pratiti tijek 1 uspjeSnost
cijeljenja. UsavrSavanjem nosaca otvara se mogucnost Siroke lokalne primjene BMP1-3

sa nesumnjivim poboljSanjem konacnog ishoda cijeljenja kosStanih prijeloma.
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9. SUMMARY

Members of the astacin superfamily of zinc-dependent metalloproteinases regulate
morphogenesis by processing precursors to mature functional extracellular matrix proteins as
well as several growth factors such as TGF, BMP2, BMP4 and GFDS. It has been recently
discovered that BMP1-3 isoform of the Bmp-1 gene circulates in the human plasma and is
significantly increased in acute bone fractures. Circulating BMP1-3 regulates collagen
deposition in the process of bone callus formation.

In this paper role of BMP1-3 in the process of bone healing in vivo and in vitro has
been evaluated. When administred systemically to rats with a femur fracture and locally to
rabbits with critical size defect of ulna, recombinant BMP1-3 enhanced healing. On the
opposite side, neutralization of the BMP1-3 by specific polyclonal antibody resulted in a
delayed union or bone non-union. In vitro, BMP1-3 increased the expression of collagen type
I and osteocalcin in MC3T3EL osteoblast-like cells and enhanced mineralized bone modules
formation from bone marrow mesenchymal stem cells.

This paper shows the importance of BMP1-3 in the process of bone healing and its
potential as a novel bone biomarker. By developing BMP1-3 specific assays we could
monitor specific variations of its level in plasma, which could reflect on the possibility of a

wide local implemantation of BMP1-3 in combinantion with other morphogens.
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