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POPIS KRATICA

M-CSF — faktor koji stimulira stvaranje kolonija makrofaga
RANKL — ligand receptora aktivatora nuklearnog ¢imbenika k3
TRAP — kisela fosfataza otporna na tartarat

RANK - receptor aktivator nuklearnog ¢imbenika kB

OPG — osteoprotegerin

TNF-a — tumor nekrotizirajuci faktor-a

IL-1 — interleukin-1

TGF-p — transformirajuci faktor rasta-3

VEGFC — vaskularni endotelijalni faktor rasta C

LIF — leukemija inhibitorni faktor

IL1ra — antagonist receptora interleukina 1

CCL9 - kemokin ligand 9

PDGF-BB — faktor rasta porijeklom iz trombocita

IGF-1 — inzulinu sli¢an faktor rasta-1

PTH — parathormon

FGF-2 — fibroblastni faktor rasta-2

BMP — koStani morfogenetski protein

CDMP - hrskavi¢ni morfogenetski protein

GDF — faktor rasta i diferencijacije

BMPR-I — receptor tip I za koStane morfogenetske proteine
BMPR-II — receptor tip Il za koStane morfogenetske proteine
EMEA — Europska agencija za evaluaciju medicinskih proizvoda

FDA — agencija za hranu i lijekove



RIA — intramedularna aspiracija
TSH — tireotropin

TPTx — tireoparatireoidektomija
1,25-D — aktivni oblik vitamina D

CSF-1 — faktor stimulacije kolonija-1



1. UVOD

1.1. KoStani metabolizam
1.1.1. Morfologija i sastav kosti

Kostano tkivo izrazito je metabolicki aktivno te karakterizirano procesima izgradnje i
razgradnje, Sto zajedniCki nazivamo koStanom pregradnjom (engl. bone remodeling). Uz
zaStitnu ulogu za velik broj vitalnih organa (mozak, organi torakalne Supljine i zdjelice) i
funkciju u kretanju, kostano tkivo sudjeluje u hematopoezi, metabolizmu kalcija i fosfata,
endokrinoj regulaciji te regulaciji imunoloskog sustava. Kostano tkivo sastoji se od koStanog
matriksa i tri vrste stanica: osteocita, osteoblasta i osteoklasta. KoStani matriks sacinjavaju
organska i anorganska komponenta koje osiguravaju elasticnost, odnosno ¢vrsto¢u kosti.
Anorgansku komponentu predstavljaju kristali hidroksiapatita koje tvore ve¢inom kalcij i
fosfat, dok organsku tvar ¢ine kolagena vlakna, primarno kolagen tipa I (95%) te amorfna tvar
sastavljena od proteoglikanskih agregata i specifi¢nih glikoproteina.

Morfoloski razlikujemo nezrelu, vlaknastu i zrelu, lamelarnu kost. Vlaknasta kost se
pojavljuje u embrionalnom razvoju kod procesa stvaranja koStanog tkiva, a karakterizira ju
nepravilan raspored kolagenih vlakna te slabija biomehani¢ka svojstva. U odraslih nakon
prijeloma prvo nastaje vlaknasta kost, da bi se kasnije pregradnjom stvorila lamelarna kost. Za
stvaranje kosti zasluzan je proces intramembranoznog ili endohondralnog okoStavanja.
Intramembranozno okoStavanje karakteristicno je za embrionalni razvoj gdje se izravnom
transformacijom mezenhimalnih stanica u osteoblaste stvara kost, a ograni¢eno je na kosti
lubanje, odredene kosti lica, dijelove donje ¢eljusti 1 klju¢ne kosti. Ostale kosti u tijelu nastaju
endohondralnim okoStavanjem, kod kojeg se mezenhimalne stanice prvo transformiraju u
hondrocite koji potom stvaraju hrskaviéno tkivo. Nakon mineralizacije hrskavice u to

podrucje migriraju osteoblasti koji pretvaraju mineralizirani hrskavi¢ni matriks u kost te tako



nastaje sekundarno okostalo tkivo. Osnovna gradevna jedinica lamelarne kosti je osteon, u
kojem su vlakna kolagena koncentri¢no rasporedena oko krvne zile. Po nacinu slaganja
osteona mozemo razlikovati kompaktnu ili kortikalnu, odnosno spuzvastu ili trabekularnu
kost. Trabekularna kost ¢ini samo oko 20% ukupne kosStane mase, no istovremeno i vise od
80% ukupne kosStane povrSine. Upravo stoga je trabekularna kost metabolicki aktivnija od
kortikalne kosti te se godiSnje pregradi oko 25% trabekularne i samo 3% kortikalne kosti (1).
Kod kortikalne kosti razlikujemo vanjsku periostalnu i unutarnju endostealnu povrsinu. U
zdrave kosti na periostalnoj povrSini kosStana izgradnja nadilazi koStanu razgradnju i kost
starenjem raste u promjeru. Na endostealnoj povrsSini starenjem aktivnost osteoklasta
nadmasuje onu kod osteoblasta, ¢ime se medularni prostor u kojem je smjestena kosStana srz
Siri. Prema dogovoru kortikalnom kosti smatra se ona kojoj je poroznost manja od 25%, dok
trabekularna kost ima poroznost ve¢u od te vrijednosti (2). Razlika u morfologiji izmedu ova
dva tipa kosti ima uporiSte u primarnoj funkciji - kortikalna kost sluzi kao mehanicka potpora
dok trabekularna ima primarno metabolicku ulogu. Kod poremecéaja metabolizma kosti, kao
npr. kod osteoporoze, dolazi do narusavanja morfoloske strukture kosti posljedi¢no

neravnotezi koStane pregradnje §to dovodi do vece fragilnosti kosti (3).

1.1.2. Kostane stanice

U koStanom tkivu uz ve¢ ranije spomenute osteoblaste 1 osteoklaste nalazimo takoder i
osteocite i rubne stanice.

Osteoblasti su terminalno diferencirane stanice koje svojom aktivno$cu proizvode
razli¢ite komponente koStanog matriksa. Nastaju diferencijacijom osteoprogenitornih stanica
pri ¢emu mijenjaju oblik iz malih vretenastih u velike kuboidne stanice. Osteoblasti imaju
veliku jezgru, dobro razvijen Golgijev aparat i grubu endoplazmatsku mrezicu, §to je

karakteristika stanica koje sintetiziraju veliku koli€inu proteina. Proizvode kolagene i



nekolagene proteine izvanstanicnog matriksa kosti te pokreéu njegovu mineralizaciju
stvaranjem lokalnih uvjeta za nakupljanje iona kalcija i fosfata te luCenjem enzima alkalne
fosfataze koja potie rast mineralnih kristala koji se tada vezu za sastavnice izvanstani¢nog
matriksa. Pronadeni su razli¢iti tipovi osteoblasta na kojima je utvrdeno da osteoblasti
porijeklom iz aksijalnog i perifernog skeleta razliCito reagiraju na citokine, hormonalne i
mehanicke podrazaje (4, 5). Prilikom odlaganja mineralnih kristala pojedini osteoblasti
zaostaju u mineraliziranom matriksu i ¢ine osteocite.

Osteociti su zreli osteoblasti koji se nalaze u lakunama unutar mineraliziranog
matriksa i odgovorni su za njegovu homeostazu. U koStanom tkivu osteociti su i do deset puta
brojniji od osteoblasta (6). Uz sposobnost sinteze izvanstani¢nog matriksa donekle imaju i
kapacitet za resorpciju istog (7, 8). Zbog stacionarnog polozaja u mineraliziranom matriksu
osteociti su razvili kanalikularni sustav pomoc¢u kojeg komuniciraju sa susjednim osteocitima
i okolnim krvnim Zzilama §to im omogucéuje opskrbu hranjivim tvarima i razmjenu plinova.
Osteociti imaju srediSnju ulogu u biomehanickoj regulaciji koStane mase i strukture zbog
sposobnosti otkrivanja mikroostec¢enja i mehanickih opterecenja u kosStanoj strukturi, nakon
¢ega daju signale za pocetak kosStane pregradnje (9, 10).

Kostane rubne stanice su plosnate, izduZene stanice koje prekrivaju koStane povrSine
ispod kojih se nalazi metabolicki neaktivna kost s malim brojem organela u citoplazmi
stanica. Uloga ovih stanica nije do kraja istrazena, no smatra se da komuniciraju s
osteocitima, zapocinju koStanu resorpciju te imaju sposobnost diferencijacije u osteoblaste
(11-13).

Osteoklasti su stanice porijeklom iz monocitno-makrofagne loze sa sposobnoscu lize
mineraliziranog koStanog matriksa (14). Zreli osteoklasti imaju viSestruke jezgre unutar
stanice, koje nastaju spajanjem vise prekursora s jednom jezgrom. Klju¢nu ulogu u njihovoj

diferencijaciji ima ¢imbenik koji stimulira stvaranje kolonija makrofaga (M-CSF, od eng.



macrophage colony stimulating factor) i ligand receptora aktivatora nuklearnog ¢imbenika kf3
(RANKL od eng. receptor activator nuclear factor «f ligand) (15). Prilikom resorpcije kosti
osteoklasti se vezu izravno na njezinu povrsinu putem molekula integrina (4). Adherencijom
na povrsinu kosti stvara se tzv. resorptivna lakuna, a osteoklasti postaju polarizirani, Sto se
ocituje stani¢nom reorganizacijom: Golgijev aparat, gusti mitohondriji i brojni lizosomi, koji
nastaju iz Golgijevog aparata, smjeStaju se blize granici resorpcije, a stani¢ne jezgre se
udaljavaju na suprotnu stranu (16). U resorptivnu lakunu luce se kiseli H+ ioni i enzimi ATP-
aze koji dalje poticu egzocitozu katepsina K, kisele fosfataze otporne na tartarat (TRAP, od
eng. tartarate resistant acid phosphatase) i1 ostalih proteolitickih enzima iz lizosoma. Kiseli
mikro-okoli$ razara mineralni dio kosti dok proteoliticki enzimi razlazu izvanstani¢ni matriks

na mjestu vezanja osteoklasta (17).

1.1.3. Principi kosStane pregradnje

Kost se odlikuje sposobnos¢u regeneracije nakon prijeloma, $to ga ¢ini jedinim tkivom
u tijelu koje na ozljedu reagira nizom kontroliranih aktivnosti koje dovode do stvaranja
jednakovrijednog novog tkiva. To omogucuje proces koji nazivamo kosStana pregradnja (engl.
- bone remodeling) kojim se stvara nova kost nakon prijeloma te odrzava ¢vrstoca kostiju, a
sastoji se od dva medusobno povezana i1 uskladena procesa (18). Za proces koStane izgradnje
zaduzeni su osteoblasti, dok koStanu razgradnju obavljaju osteoklasti. Kostur odrasle osobe
kontinuirano se pregraduje tijekom zivota, tako da se svakih deset godina pregradi Citav skelet
(19). Kostana pregradnja ima vaznu ulogu u odrzavanju strukturne stabilnosti kosti, jer
uklanja mikro prijelome koji nastaju zbog svakodnevnih trauma i koji mogu potencijalno
dovesti do ozbiljnije koStane frakture. Pregradnja kosti u odraslog ¢ovjeka i cijeljenje koStanih

fraktura odvija se slijedom dogadaja koji oponasaju osnovne principe embrionalnog razvoja



kosti. Kontinuirano obnavljanje koStanog tkiva zahtijeva stalnu regrutaciju, proliferaciju i
diferencijaciju osteoprogenitornih stanica.

Uskladena 1 slozena interakcija izmedu osteoblasta i osteoklasta dogada se
svakodnevno na razli¢itim lokacijama unutar koStanog tkiva. Tijekom koStane pregradnje
osteoklastogeneza sluzi kao okida¢ za stimulaciju procesa koStane izgradnje aktivacijom
osteoblasta i taj mehanizam se naziva ,,coupling* (20-22). Nezreli osteoblasti su funkcionalno
vezani uz osteoklaste preko sustava receptor aktivator nuklearnog ¢imbenika kB (RANK od
eng. receptor activator nuclear factor k) - RANKL - osteoprotegerin (OPG) koji stimulira
njihovu diferencijaciju i aktivnost (slika 1) (23-26).

Nedavna istrazivanja otkrila su da se sposobnost preosteoblasta da poti¢u razvoj i
maturaciju osteoklasta rapidno gubi kako napreduje njihova diferencijacija prema zrelim
osteoblastima i to zbog smanjene produkcije RANKL-a i poveéane razine OPG-a (27). To je u
skladu s ¢injenicom da zreli osteoblasti koji su formirali osteoid nemaju sposobnost aktivacije
osteoklasta, jer bi to resorbiralo netom stvorenu kost. M-CSF se veZe na svoj receptor na
preosteoklastima te potic¢e njihovu diferencijaciju (28). RANKL 1 dalje ostaje kljucan faktor u
diferencijaciji osteoklasta, njihovom fuzioniranju u multinuklearne stanice, aktivaciji i
prezivljavanju. OPG ostvaruje negativnu povratnu spregu blokiranjem signalnog puta izmedu
RANKL 1 RANK na nacin da se veZze na RANKL 1 sprjecava njegovu daljnju interakciju s
receptorom. Niz proresorptivnih citokina kao §to su tumor nekrotiziraju¢i faktor-o (TNF-a) i
interleukin-1 (IL-1) moduliraju ovu komunikaciju stimuliraju¢i proizvodnju M-CSF i izravno

povecavajuci ekspresiju RANKL-a (29).
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Slika 1: Komunikacija osteoblasta i osteoklasta u kostanoj pregradnji. Osnovna interakcija RANKL-RANK
sustava podlozna je utjecaju hormona kao §to su PTH, aktivni oblik vitamina D, komponente Wnt signalnog puta
te faktori rasta, to¢nije BMP, TGFB1, IGF-1, PDGF-BB. Nakon kostane resorpcije faktori rasta otpusteni iz
izvanstani¢nog matriksa utjeCu na diferencijaciju stanica koStane srzi prema osteoblasticnom fenotipu. BMP u
kombinaciji s aktivnim oblikom vitamina D stimulira katepsin K i anhidrazu II i tako povecavaju kostanu

resorpciju. (uz dozvolu preuzeto iz Vukicevic S et al, Int Orthop 38:635-647)

Dodatni ucinak na osteoklastogenezu imaju brojni drugi citokini i hormoni koji
reguliraju proizvodnju RANKL i OPG od strane osteoblasta (slika 1): transformirajuci faktor
rasta- B (TGF-B) (povecava razinu OPG) (30), PTH (pove¢ava RANKL/snizava OPG) (31),
aktivni oblik vitamina D (poveéava proizvodnju RANKL-a) (32), glukokortikoidi
(povecavaju RANKL/snizavaju OPG) (33) i estrogen (povecava ekspresiju OPG) (34, 35).
Kalcitonin za razliku od ostalih faktora i hormona ima izravan pozitivan ucinak na
osteoklaste, dok estrogen inducira apoptozu osteoklasta (36-38). TGF-B ima sposobnost
stimulacije ekspresije RANK-a na preteCama osteoklasta te tako povecava njihovu osjetljivost
na RANKL (39).

Zasad nije potpuno jasno da li osteoklasti imaju izravni utjecaj na osteoblaste.
Osteoklasti porijeklom iz koStane srzi u in vitro eseju eksprimiraju mnoge ¢imbenike rasta,

kao Sto su vaskularni endotelijalni faktor rasta C (VEGFC), leukemija inhibitorni faktor (LIF),



antagonist receptora interleukina 1 (IL1ra), kemokin ligand 9 (CCL9) i faktor rasta BB
porijeklom iz trombocita (PDGF-BB). Od navedenih PDGF-BB je pokazao kemotakticki
ucinak na osteoblaste, koje je bilo onemogucéeno utisavanjem RNA (silencing RNA - siRNA)
za PDGFR-B u osteoblastima (40, 41). Tijekom koStane resorpcije otpusStaju se TGFf1 i
inzulinski faktor rasta-1 (IGF-1) te stimuliraju diferencijaciju osteoblasta iz mezenhimalnih
maticnih stanica koStane srzi (42, 43). Zaklju¢no, kaskada orkestriranih dogadaja kontrolira
fetalnu osteogenezu, odrzavanje kosStanog volumena u postnatalnom Zzivotu i enhondralnu

osifikaciju kod cijeljenja prijeloma.

1.2. Cijeljenje kosti
1.2.1. Fiziologija cijeljenja kosti

Cijeljenje prijeloma i regeneracija kostanog tkiva podrazumijeva inicijalnu anabolicku
fazu karakteriziranu povecanjem tkivnog volumena posljedi¢no aktivaciji i diferencijaciji
mati¢nih stanica koje formiraju kostano i vaskularno tkivo.

Odmah nakon ozljede formira se hematom pomocu krvnih stanica iz ozlijedenog 1
okolnih podrucja koje se nakon ekstravazacije zgrusaju. Ove krvne stanice otpustaju razlicite
citokine, ¢cime dodatno povecavaju vaskularnu propusnost. Ubrzo stanice koje ¢ine hematom
nekrotiziraju, a istovremeno zapocinje proliferacija fibroblasta koji tvore granulacijsko tkivo.
Prijelaz u slijedecu fazu dogada se stimulacijom stanica periosta u blizini frakturne pukotine
koje se pretvaraju u hondrocite. Nekoliko dana od prijeloma neposredno oko frakturne
pukotine stvara se hrskavicno tkivo (kalus), dok periferno od pukotine, na krajevima
novoformiranog hrskavi¢nog tkiva dolazi do edema periosta i1 pocetka koStane formacije (44).
U vecini uobicajenih, nekompliciranih fraktura radi se o tzv. sekundarnom koStanom

cijeljenju koje ukljucuje intramembranozno 1 enhondralno okoStavanje (45). Paralelno s



procesom stvaranja hrkavi¢nog tkiva stanice iz periosta i ovojnica okolnog misi¢nog tkiva
stvaraju mlade krvne zile koje ¢e opskrbljivati novostvorenu kost (46). Daljnjom
diferencijacijom hrskavi¢nog tkiva dolazi do mineralizacije matriksa i apoptoze hondrocita,
¢ime zavrsava anabolicka faza cijeljenja (47). Iza toga slijedi dugotrajnija predominantno
katabolicka aktivnost koju karakterizira redukcija volumena novostvorenog kalusa.
Kontrolirana anabolicka aktivnost nastavlja se kroz primarnu angiogenezu. Pregradnja
novostvorenog kostanog tkiva podrazumijeva stimulaciju osteoklasta koji resorbiraju prve
slojeve novog mineralnog matriksa te zapocCinju proces naizmjeni¢ne osteoklasticne i
osteoblasti¢ne aktivnosti s ciljem modeliranja kosti prema originalnoj kortiko-trabekularnoj
strukturi (48). Tijekom ovog procesa dolazi do stvaranja medularnog prostora koStane srzi te
dolazi do ponovne aktivacije hematopoetskog tkiva. U zavrSnom stadiju cijeljenja dolazi do
smanjenja hipervaskularizacije na razinu prije ozljede (49). Gore navedeni procesi se u
fizioloskom tijeku u odredenoj mjeri preklapaju te tako dobro uskladenim djelovanjem

dovode do potpune regeneracije slomljene kosti (slika 2).

[ kortikalna kost
D medularna Supljina/trabekularna kost
fjelom
" B rahs
premostenje frakture
stupanj 0 1 2 3 4 5 6
% zacijeljeno 0 0 0 10 20 45 95

Slika 2: Shematski prikaz faza cijeljenja koji prikazuje i postotak zacijeljene kosti. Rana faza cijeljenja (stupanj
0-3) omogucuje privremenu stabilizaciju prijeloma, na $to se nastavlja enhondralna osifikacija i stvaranje
mekanog kalusa. U drugoj fazi (stupanj 4-5) dolazi do nakupljanja kolagena i mineralizacije. Posljednja faza
(stupanj 6) ukljucuje kostanu pregradnju koja kosti vraéa originalnu strukturu i snagu. (uz dozvolu preuzeto iz

Peric M et al, Bone 70:73-86)



1.2.2. Postojece terapije za ubrzavanje koStanog cijeljenja

Uspjesno cijeljenje kosti zahtijeva uskladenu aktivnost mnogih faktora rasta,
mezenhimalnih stanica te odgovaraju¢ih mehanickih i1 okoliSnih faktora (50). Nedostatak bilo
kojeg od ovih faktora (tzv. ,koncept dijamanta*) potrebnih za cijeljenje moze dovesti do
poremecaja cijeljenja kosti. Neuspjesno srastanje je ¢esta komplikacija nakon fraktura dugih
kostiju, s prevalencijom 2.5 - 46%, ovisno o lokaciji i opseznosti frakture te stanju okolnih
mekih tkiva i krvnih zila (51, 52). Trenutni zlatni standard u lijecenju koStanih defekata i
kostanog nesrastanja je autologni kostani presadak, prvenstveno porijeklom iz ilijacnog dijela
zdjeli¢ne kosti, ali i drugih lokacija kao Sto su distalni femur, proksimalna tibija ili rebra (53).
Unato¢ dobroj imunokompatibilnosti i izvrsnim osteokonduktivnim svojstvima, osnovni
nedostatak autolognog presatka je ogranicena dostupnost i znacajan morbiditet na mjestu
uzimanja grafta. Navedeni problemi pokusali su se premostiti koriStenjem alografta sa
kadavera i ksenograftima sa pojedinih zivotinjskih vrsta, no zbog prevelikog rizika od
prijenosa bolesti i infekcija prekinuta je njihova upotreba. Moderna medicina probleme u
cijeljenju kosti pokuSava rijesiti uvodenjem novih metoda, koje se ugrubo mogu podijeliti na
biofizicke metode 1 metode molekularne biologije (54). Od biofizi¢kih metoda najistaknutija i
istrazena je metoda primjene elektromagnetskog polja i pulsne ultrasonografije niskog
intenziteta (55, 56). Kostana biologija predlaze nekoliko molekula koje imaju sposobnost
ubrzavanja cijeljenja kosti, a njthova primjena moze biti sistemska 1 lokalna. Iako je sistemska
primjena privlacnija zbog Cinjenice da pacijent moZe primiti terapiju u obliku tablete ili
injekcije zasad je takva terapija u klini¢kim studijama 1 nije komercijalno dostupna.
Kandidacijske molekule za ovakvu primjenu su parathormon (PTH), anti-sklerostin
monoklonsko antitijelo i antitijelo na anti-Dickkopf protein 1 (57-60).

Lokalne terapijske opcije za odgodeno kosStano cijeljenje svakodnevno se koriste u

klinickoj praksi, a ukljucuju osteogene materijale, autolognu koStanu srz 1 faktore rasta (61,



62). Napredak biotehnologije omogucio je razvoj sigurnijih metoda za perkutano uzimanje
presatka iz koStane srzi koje se naknadno koncentrira stani¢nim separatorom (63). Hernigou i
suradnici su takav presadak primijenili u 60 pacijenata sa aseptickim nesrastanjem kosti te su
pokazali visoki postotak kostanog zacijeljenih prijeloma (64). Postoje podaci o primjeni tri
faktora rasta na pacijentima: fibroblastni faktor rasta-2 (FGF-2), faktor rasta porijeklom iz
trombocita (PDGF) i kosStani morfogenetski proteini (BMP). Hidrogel koji sadrzi FGF-2
testiran je u 70 pacijenata sa kosim frakturama dijafize goljeni¢ne kosti. U ovoj studiji bilo je
znacajno vise zacijeljenih fraktura u pacijenata tretiranih sa FGF-2 nego u placebo grupi (65).
PDGF-BB u kombinaciji sa B-trikalcij fosfat matriksom pokazao se kao sigurna i efikasna
alternativa autolognom koStanom presatku u randomiziranoj prospektivnoj studiji na 434

pacijenta (66).

1.3. KoStani morfogenetski proteini
1.3.1. Otkriée, definicija i podjela

Marshall Urist je 1965. na glodavcima inducirao stvaranje nove kosti s elementima
koStane srzi nakon implantacije koStanog ekstrakta u potkozno tkivo (67). Tvar za koju je
smatrao da dovodi do fenomena osteoindukcije nazvao je koStani morfogenetski protein (bone
morphogenetic protein - BMP) (68). Drugi autori su u narednim godinama standardizirali ovaj
postupak u Stakora potkoznom implantacijom u aksilarnu regiju Stakora i tako stvorili
reproducibilni test za otkrivanje osteoinduktivnog potencijala mnogih frakcija ne-kolagenih
proteina (69, 70).

Uz pomo¢ tehnika molekularne biologije identificirani su brojni pripadnici BMP
obitelji s oznakama BMP1 do BMP16 te su podijeljeni u nekoliko podgrupa s obzirom na

strukturne sli¢nosti (Tablica 1) (71, 72). Sve molekule BMP-a s iznimkom BMP1 pripadaju
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superobitelji TGF-B koji predstavljaju ¢cimbenike rasta i diferencijacije sa vaznim ulogama u
embriogenezi i regeneraciji brojnih tkiva u postnatalnom periodu (73, 74).

BMP se sintetiziraju unutar stanica u obliku prekursora, koji su i do Cetiri puta veci od
zrelog proteina, a sastoje se od hidrofobnog aminoterminalnog kraja, osnovnog propeptidnog
podrugja, te zrelog dijela koji se nalazi na karboksiterminalnom kraju molekule prekursora, na
kojem se nalazi i sedam cisteinskih ostataka koji su karakteristicni za TGF-f nadobitelj (75).
Proteolitickom obradom prekursora dolazi do stvaranja zrelog, disulfidnom vezom povezanog
dimernog oblika molekule. Najées¢e se ovom obradom formiraju homodimeri, a u nekim
sluajevima nastaju i heterodimerne molekule komponirane od dva razli¢ita BMP-a ili jednog
BMP-a s drugim ¢lanom TGF-f nadobitelji. Za razliku od drugih ¢lanova TGF- nadobitelji
BMP su glikozilirani: BMP2 i BMP3 imaju po jedno glikozilacijsko mjesto za asparaginsku
kiselinu, BMP4 dva, dok BMP5, BMP6, i BMP7 imaju tri glikozilacijska mjesta na bliskim
podru¢jima (75, 76). Prvobitnom purifikacijom osteoinduktivnih sastojaka iz kosti goveda
identificirano je sedam molekula BMP-a te su nazvani BMP1 do BMP7. Analizom
aminokiselinske strukture uo€ena je slicnost Sest molekula BMP-a i njihova pripadnost TGF-f3
nadobitelji. Za BMPI1 se ispostavilo da nije srodan ostalim koStanim morfogenetskim
proteinima te ne pripada TGF-B nadobitelji ve¢ odgovara prokolagen-C-proteinazi koja
svojom aktivno$c¢u regulira stvaranje zrelog kolagena iz prokolagena (77-79).

Na temelju analize aminokiselinskog slijeda BMP-a moZemo ih podijeliti u nekoliko
skupina kao §to je prikazano na Tablici 1 (80). Prva skupina se sastoji od molekula BMP2 i
BMP4 kod kojih je podudarnost aminokiselinskog slijeda u zrelom dijelu molekule 92%.
Drugu skupinu ¢ine BMP5, BMP6 i BMP7 c¢ija usporedna podrucja pokazuju homologiju
aminokiselinskog slijeda od oko 89%. BMP3 Kklasificiran je u zasebnu skupinu te iako ne
pokazuje jasnu osteoinduktivnu aktivnost dijeli strukturnu slicnost s BMP7 molekulom u oko

42% aminokiselinskog slijeda. U kasnijim istraZivanjima pronadeni su vrlo srodni proteini
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opisani pod razli¢itim imenima, ukljucujuéi hrskavicne morfogenetske proteine (engl.
cartilage derived morphognetic proteins - CDMPs) i faktore rasta i diferencijacije (engl.

Growth and differentiation factor - GDF) koji su takoder svrstani unutar BMP obitelji (81).

Tablica 1: Podjela kostanih morfogenetskih proteina prema aminokiselinskoj strukturi

BMP podobitelj Pripadne BMP molekule
BMP2/4 BMP2, BMP4
BMP3 BMP3, BMP3B
BMP7 BMPS5, BMP6, BMP7, BMPS, BMPSB
CDMP/GDF BMP12, BMP13, BMP14
ostali BMP9, BMP10, BMP11, BMP15, BMP16

Geni koji kodiraju BMP S§iroko su rasprostranjeni u ljudskom genomu, §to je mozda
doprinijelo razvoju tkivno-specifi¢nih u€inaka pojedinih ¢lanova obitelji (82, 83). Tako je gen
za BMP2 i BMP7 smjesten na 20. kromosomu, za BMP3 na 4. kromosomu, BMP4 na 14.
kromosomu, BMP5 i BMP6 na 6. kromosomu, BMP8 na 1. kromosomu, GDF5 na 22.
kromosomu, GDF6 na 8. kromosomu, GDF7 na 2. kromosomu i BMP15 na X kromosomu

(84-86).

1.3.2. Stani¢na komunikacija

Molekule BMP ostvaruju svoje unutarstani¢ne funkcije vezanjem za specificne
membranske receptore, analogno principu signaliziranja ostalih ¢lanova TGF-f nadobitelji.
Radi se o receptorima tipa I (BMPR-1A i BMPR-1B) i tipa II na povrSini ciljnih stanica, koji
su transmembranski polipeptidi sa intracelularnom komponentom koja posjeduje serin/treonin
kinaznu aktivnost. Identificirano je 12 podvrsta receptora tipa I i 7 podvrsta tipa Il za ligande

iz TGF-f nadobitel;ji (87, 88), medu kojima 3 iz prve skupine (AcTR-1, BMPR-IA i BMPR-
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IB) i 3 iz druge skupine (AcTR-II, AcTR-IIB i BMPR-II) predstavljaju receptore za koStane
morfogenetske proteine (89). Nakon vezanja liganda BMP receptor tipa Il fosforilira receptor
tipa I koji se na taj naCin aktivira te fosforilira pripadnike Smad obitelji unutarstani¢nih
proteina (90). Heterooligomerni Smad kompleksi odlaze u jezgru, gdje izravno ili u
kompleksu s drugim proteinima utjeCu na transkripciju ciljanih gena (89). Na temelju
funkcionalnih znacajki Smad molekule mogu se podijeliti u tri skupine: (I) molekule
aktivirane receptorom ili R-Smad 1, 2, 3, 51 8; (II) zajednicki medijator ili Co-Smad 4 i (IIT)
inhibitorne molekule, tj. Smad 6 1 7 (91-94). Aktivacijom receptora tipa I dolazi do
fosforilacije molekula iz skupine R-Smad (95). Citoplazmatski homodimeri molekula Smad
skupine I nakon fosforilacije disociraju od receptora i stvaraju heterodimere s molekulama
Smad 4 nakon Cega se signal prenosi u jezgru.

Afinitet Smadova za DNA je ograniCen te upravo radi toga Smad kompleksi ulaze u
medudjelovanja s nizom koaktivatora Sto je uvjet za aktivaciju ciljanih gena. Od
koaktiviraju¢ih molekula poznati su OAZ nuklearni protein, transkripcijski faktori Cbfa (core

binding factor) -1, 213, CBP/p300, SMIF, Zebl/Zthx1a/6EF1 (96, 97).

1.3.3. Antagonisti koStanih morfogenetskih proteina

Aktivnost signalnog prijenosa BMP-a modulirana je preko njihovih antagonista medu
kojima je najpoznatiji Chordin. On se velikim afinitetom veze za homodimere BMP4,
homodimere BMP2 i heterodimere BMP2 (98). Uz Chordin su od velikog interesa jo$ dva
ekstracelularna inhibitora signalnog puta BMP-a: Noggin i Follistatin (99). Nedavna
istrazivanja na niZzim zivotinjskim vrstama prepoznaju Sizzled protein kao negativni regulator
signalnog prijenos BMP, §to postiZe inhibicijom proteolize i inaktivacijom Chordina (100).
Povecavanjem koli¢ine Chordina smanjuje se signalni prijenos BMP-a. Brojna istrazivanja

dolaze do zakljucka da Sizzled regulira signalni prijenos BMP, prvenstveno kroz specifi¢an
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utjecaj na Chordin (101). To¢nije, funkcija Sizzled-a je stabilizacija molekule Chordina, $to
objasnjava njegovu funkciju inhibicije BMP-a. Degradacija Chordina zbiva se posredstvom
BMP1/Tolloid obitelji metaloproteinaza (102, 103). Najnovije studije sugeriraju model BMP
regulacije u kojem protein Sizzled djeluje kao kocnica signalnog puta BMP regulirajuci
razinu Chordina na ventralnoj strani embrija. Aktivnost BMP molekula modulirana je putem
Chordina, ali i putem drugih inhibitora BMP kao §to su ranije spomenuti Noggin i Follistatin.
Noggin se veze na molekule BMP2 i BMP4 s velikim afinitetom i blokira njihovu interakciju
s BMP receptorima (104). Homozigotni Noggin miSevi pokazuju deformacije u aksijalnom i
perifernom skeletu. Sve to proizlazi iz nedostatka Noggin-a koji uzrokuje pojacanu aktivnost
BMP-a nakon pocetka hondrogeneze. Folistatin se veze za aktivin te sprjeCava njegovu
interakciju s odgovarajuéim receptorima, ¢ime neutralizira njegovu aktivnost. Folistatin
takoder veze molekule BMP. Folistatin deficijentni mi§ ima veliki broj embrionalnih

deformacija koje dovode do letalnog ishoda unutar nekoliko sati (105).

1.3.4. Ekspresija komponenata signalnog puta koStanih morfogenetskih proteina u
cijeljenju

Zbog vaznosti BMP signalnog puta u uspjeSnom cijeljenju 1 regeneraciji kosti
ekspresija pojedinih komponenata tog puta u razli¢itim primjerima patoloskih poremecaja
metabolizma od velikog je interesa. Uz veliki broj studija na Zivotinjama postoje 1 ograni¢eni
podaci ekspresije pojedinih BMP-a, njihovih antagonista ili medijatora i na humanim
uzorcima. Kloen i suradnici prvi su objavili podatke dobivene na kalusima 5 pacijenata koji su
podvrgnuti operaciji zbog kompliciranih fraktura (106). Imunohistokemijska analiza
detektirala je intenzivniju prisutnost BMP2 i BMP4 u podru¢ju enhondralne osifikacije,
posebice u matriksu oko novoformiranog osteoida. Istovremeno su BMP3 i BMP7 izrazeni u

osteoblastima unutar novog osteoidnog tkiva. Osteoklasti se nisu narocCito bojali na BMP
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molekule, s iznimkom BMP3, koji je identificiran kao negativni regulator BMP signalnog
puta. BMPR-IA i BMPR-IB su prisutni u svim stanicama od interesa za cijeljenje, to¢nije u
fibroblastima, osteoblastima, hondroblastima i osteoklastima, dok je ekspresija BMPR-II bila
manje intenzivna u osteoblastima i hrkavi¢énom tkivu. Daljnje studije fokusirale su se na
ekspresiju inhibitora BMP signalnog puta u kalusnom tkivu (107). Eksperimenti su bili
fokusirani na Noggin i Chordin, jer je pokazano da njihova blokada povecava osteogeni
potencijal murinih i humanih mezenhimalnih mati¢nih stanica (108, 109). Ekspresija BMP2,
BMP4, Noggin i Chordin molekula bila je naglasena u podru¢ju enhondralne osifikacije, $to
potvrduje njihovu centralnu ulogu u ovoj fazi cijeljenja kosti. Naime, njihova ekspresija bila
je umjerena u pocetku cijeljenja i fazi pregradnje. BMP4 ekspresija potvrdena je u humanom
kalusu, Sto je u skladu s ¢injenicom da njegova inhibicija u miSa tijekom cijeljenja kosti
dovodi do zakasnjele diferencijacije hondrocita (110).

Analiza genske ekspresije BMP-a i njihovih antagonista u uzorcima dobivenim u
razli¢itim danima nakon frakture kosti u Stakora omogucila je objasnjenje otezanog cijeljenja i
posljedi¢nog nesrastanja kao rezultata neravnoteze izmedu BMP-a i njihovih antagonista
(111). Nedavno je sugerirana obrnuta proporcionalnost ekspresije BMP-a i njihovih inhibitora
u normalnom 1 otezanom cijeljenju kosti (112, 113). Prisutnost BMP2 u hondrocitima bila je
znacajno snizena, dok je BMP7 potpuno izostao u tkivu ekstrahiranom s mjesta koStanog
nesrastanja. Istovremeno je njihova ekspresija bila normalna u susjednim osteoblastima.
Inhibitori BMP signalnog puta zadrzali su istu razinu 1 u hondrocitima 1 osteoblastima.
Hipoteza neravnoteZe primarno je podrZana zbog izostanka ekspresije BMP-a u hrskavicnom
tkivu 1 posljedi¢nog manjeg utjecaja na diferencijaciju osteoblasta i osifikaciju.

Zaklju¢no, dostupni podaci o ekspresiji komponenata BMP signalnog puta u
pacijenata s koStanim nesrastanjem 1 onih kojima prijelomi fizioloski cijele djelomicno su

rasvijetlili teoriju neravnoteze BMP-a i njihovih antagonista kao uzroka oteZanog cijeljenja.
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Znacajan nedostatak prikazanih studija na kalusima humanog porijekla je mali uzorak i velika
heterogenost pacijenata, razliite lokacije prijeloma i1 nesrastanja te razliita vremena
ekstrakcije kalusa, $to je od iznimnog znacaja zbog vrlo kratkog perioda aktivnosti pojedinih
komponenti BMP signalnog puta. Pazljivo dizajnirane klinicke studije, eksperimenti na
zivotinjama s izbacenim ciljanim genima i dizajn specificnih inhibitora pojedinih BMP
antagonista klju¢ni su za objaSnjavanje hipoteze neravnoteze, tj. da li je nesrastanje kosti

posljedica povecane koncetracije BMP antagonista, smanjene razine BMP-a ili oboje.

1.4. Pretklini¢ko testiranje koStanih morfogenetskih proteina u cijeljenju kosti

Nakon otkri¢a njihova osteoinduktivnog potencijala BMP2 i BMP7 opsezno su
testirani u razli¢itim indikacijama cijeljenja kosti u mnogih zivotinjskih vrsta. Prema
podacima dostupnima na PubMed-u u razdoblju izmedu 1988. i 2004. u razliitim
pretklinickim istrazivanjima ukljuceno je vise od 17.000 Zivotinja (pretrazivanje po klju¢nim
rije€ima bone morphogenetic protein 2 1 bone morphogenetic protein 7).

Klju¢ne studije testirale su u¢inkovitost ovih faktora rasta na modelima segmentalnog
koStanog defekta, tj. defekta koji zbog kriti¢ne veli€¢ine nikad nece spontano zacijeliti (114).
Takav kostani defekt smatra se zlatnim standardom u pretklinickim istraZivanjima za procjenu

ucinkovitosti odredene terapije (Slika 3).
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Slika 3: Rentgenska snimka kriticnog segmentalnog defekta ulne kunica tretirane sa krvnim ugruskom koji
sadrzi BMP6. Krv je vadena iz marginalne vene uske kuni¢a u epruvetu bez antikoagulansa, u koju je potom
dodan BMP6 kako bi se inkorporirao u ugrusak. Zivotinje su podijeljene u tri grupe (n=5): samo krvni ugrusak
od pune krvi (a,d); krvni ugrusak od pune krvi uz dodatak 50ug BMP6 (b,e); i krvni ugrusak od pune krvi uz
dodatak 200pg BMP6 (c,f). Rentgenske snimke ucinjene su nakon 2 i 6 tjedana od implantacije. Strelice
pokazuju granice kosStanog defekta. Zvjezdica (*) predstavlja potpuno premostenje defekta. (uz dozvolu preuzeto

iz Dumic-Cule I et al, Int Orthop 39:1005-1011)

U ovce je mjesec dana nakon aplikacije BMP2 u femoralni defekt dokazano
okostavanje, dok je premostenje defekta radioloski potvrdeno nakon 3 mjeseca. Godinu dana
od pocetka lijeCenja defekta histoloSkom analizom utvrdena je prisutnost lamelarne kosti
(115). Kompletno zarastanje defekta kalvarije u Stakora postignuto je nakon implantacije
naprave od kravljeg kolagena i BMP2 molekule (116). Kalcifikacija i remineralizacija
kolagenog nosaca primijecena je za samo tjedan dana, nakon Cega je slijedila intenzivnija
kostana formacija. Yasko i suradnici prikazali su cijeljenje defekta bedrene kosti uz pomo¢
BMP2 (117). Defekti donje Celjusti u psa zarasli su tri mjeseca nakon implantacije BMP2
grafta (118). Kvaliteta kosti u vidu biomehanicke ¢vrstoce, stupnja mineralizacije i debljine
kosti zna€ajno se popravila u naredna tri mjeseca.

Brojne studije na Zivotinjama pokazale su efikasnost BMP2 u modelima spinalne
fuzije. Kompletna fuzija kraljeZni¢nog segmenta u pasa razvila se tri mjeseca nakon ugradnje
naprave sa BMP2 (119). BMP2 je testiran i u kombinaciji s drugim polimernim nosacima te je
doveo do uspjesnog cijeljenja u kunica i Stakora (120, 121).

Sliéni podaci dobiveni su i u pretklinickim studijama sa BMP7. Cook i suradnici
pokazali su da BMP7 na kolagenom nosacu uspjeSno nadomjeSta kost u segmentalnom
defektu u kuni¢a i pasa (122, 123). Potpuno cijeljenje, koje prema radioloSkom nalazu
obuhvaca cetiri korteksa, opisano je nakon dva mjeseca u obje vrste. HistoloSka analiza
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pokazala je formiranu lamelarnu kost sa znakovima pregradnje i elementima koStane srzi.
Prosjecna snaga torzije bila je usporediva sa intaktnom kosti. Ista grupa prezentirala je sli¢ne
rezultate i nakon implantacije BMP7 sa nosacem u defekte goljeni¢ne i lakatne kosti u
majmuna (124). BMP7 uspjes$no je regenerirao defekt kalvarije u majmuna nakon tri mjeseca,
s time da je koStana formacija uoc¢ena ve¢ nakon 15 dana (125).

Pretklinicke studije BMP2 i BMP7 provedene su i u maksilofacijalnim indikacijama.
Iznimna efikasnost ovih naprava pokazana je kod podizanja dna paranazalnih sinusa 1 kod
ispunjavanja ekstrahirane alveole (126, 127).

Sve navedene studije ukazuju na ucinkovitost terapije BMP-om te sigurnost njihove

primjene, §to je omogucilo dobivanje odobrenja za pocetak klini¢kih studija.

1.5. Klini¢ka upotreba koStanih morfogenetskih proteina 2 i 7

Nakon opseznih pretklinickih testiranja BMP molekula na razli¢itim zivotinjskim
modelima provedene su klinicke studije kako bi se dokazala njihova ucinkovitost u
ubrzavanju koStane regeneracije i cijeljenja koStanih fraktura te superiornost u odnosu na
trenutno dostupne terapijske opcije. Naprave koje sadrze BMP2 i BMP7 koriStene su u
randomiziranim klinickim studijama koje su ukljucivale pacijente sa frakturama goljeni¢ne
kosti, spinalnom fuzijom 1 nesrastanjem skafoidne kosti. Objavljeno je 1 mnogo
nerandomiziranih studija koje su koristile razli¢ite oblike BMP implantata. Neke od tih
studija, prvenstveno prikazi slu¢aja 1 manje kohorte pokazale su impresivne rezultate koje ¢e
biti prikazane u narednim odlomcima, no treba ih promatrati u okviru njihovih ogranicenja, tj.

malog uzorka i nedostatka kontrolne skupine pacijenata.

18



1.5.1. Prijelomi i nesrastanja kostiju udova

Najveca klinicka studija u kojoj je koristen BMP2 ukljucivala je 450 pacijenata sa
razli¢itim tipovima otvorenih prijeloma tibije (128). Kontrolna skupina pacijenata u ovoj
prospektivnoj, randomiziranoj i jednostruko slijepoj studiji lijecCena je zlatnim standardom
(intramedularna fiksacija i reparacija mekih tkiva), dok je kod preostalih uz standardni
kirurski tretman ugraden implantat sa 6 mg ili 12 mg rekombinantnog humanog BMP2. Ishodi
ove studije pokazali su smanjenje ucestalosti sekundarnih intervencija za 44% u pacijenata s
ugradenom BMP2 napravom u odnosu na kontrolnu skupinu. Ovaj u¢inak pokazao je ovisnost
o dozi primijenjenog BMP2. Pacijenti tretirani viSom dozom BMP2 imali su i manje
registriranih infekcija te brze cijeljenje rane. Studija je utvrdila sigurnost primjene testirane
naprave te superiornost u odnosu na standardni tretman nakon implantacije vec¢e doze BMP2.
Kao osnovno metodolosko ograni¢enje isti¢e se ¢injenica da BMP2 nije koristen kao zasebni
tretman, nego kao dodatak uz standardnu njegu. Rezultati ove studije doveli su do odobrenja
naprave sa BMP2 na kolagenom nosacu (InFUSE® i InductOs®) od strane regulatornih
agencija European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) i Food and
Drug Agency (FDA).

Dokazana ucinkovitost BMP2 u prospektivnoj randomiziranoj klini¢koj studiji
rezultirala je testiranjem u cijeljenju prijeloma drugih cjevastih kostiju. Jones i suradnici
usporedili su efikasnost BMP2 u kombinaciji sa alograftom u odnosu na ilija¢ni autograft kod
pacijenata sa tibijalnim frakturama i1 znacajnim gubitkom kosti (129). U terapijskoj grupi
zacijelilo je 13 od 15 fraktura, dok je u kontrolnoj to bio slu¢aj u 10 pacijenata. Ugradnja
BMP2 naprave povecala je ucestalost edema mekih tkiva i1 eritem, no znacajno je smanjen
gubitak krvi te je izbjegnut postupak uzimanja koStanog presatka. Retrospektivna studija
provedena na 93 pacijenta sa nesrastanjem dugih kostiju bazirala se takoder na dvije grupe:

BMP2 i alograft te autograft iz ilijacne kosti (130). Nije bilo razlike u cijeljenju izmedu ove
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dvije grupe, dok je prema ocekivanju prvu grupu karakteriziralo smanjeno vrijeme operacije i
manyji intraoperativni gubitak krvi.

Devet pacijenta s dugotrajnim nesrastanjem tibije te viSe od 4 neuspjesna zahvata sa
100% uspjesnoscéu tretirani su prema protokolu koji sadrzi RIA presadak (intramedularna
aspiracija — engl. Reamer/Irrigator/Aspirator), intramedularnu fiksaciju 1 BMP2 (131).
Nesrastanje nadlakti¢ne kosti predstavlja joS jedan znacajan izazov za ortopedsku kirurgiju i
Cesto dugotrajnu funkcionalnu nesposobnost za pacijenta. Retrospektivna analiza devet
pacijenata s ovom indikacijom tretiranih sa BMP2 napravom i osteosintetskom ploCicom
pokazala je uspjesno cijeljenje u 8 pacijenata, dok je jedan uspjesno izlijeCen nakon
ponavljanja istog zahvata (132).

Niz klini¢kih studija prethodilo je odobrenjima za upotrebu BMP7 (Osigraft® i OP-1
Putty®) u definiranim klinickim indikacijama od strane EMEA i1 FDA. Friedlander i suradnici
ukljucili su 122 pacijenta s ukupno 124 nesrastanja goljeni¢ne kosti u randomiziranu
kontroliranu i djelomi¢no slijepu klinicku studiju koja je obuhvacdala sedam centara za
traumatologiju u US (133). Osnovni kriterij za uklju¢ivanje u studiju bilo je nesrastanje
goljeni¢ne kosti u trajanju od najmanje 9 mjeseci. Pacijenti su bili randomizirani u dvije
grupe: standardni tretman bila je redukcija i fiksacija s intramedularnim pinom uz dodatak
autologne kosti, dok je u eksperimentalnoj grupi uz redukciju i fiksaciju s intramedularnim
pinom ugraden BMP7 na nosatu od kolagena tipa I. Rezultati nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku izmedu ove dvije grupe, pa je tako nakon devet mjeseci od operacije 81% od
63 pacijenta tretiranih sa BMP7 imalo zacijeljen prijelom prema odgovaraju¢im klinickim
kriterijima, dok je u pacijenata sa standardnom procedurom zacijelilo 85% od 61 operiranog.

Druga randomizirana, prospektivna, dvostruko slijepa studija testirala je u¢inkovitost
rekombinantnog humanog BMP7 na kolagenom nosacu u kriticnom defektu lisne kosti kod 24

pacijenta sa visokom osteotomijom goljeni¢ne kosti, ucinjenom zbog osteoartritisa (134).
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Kriticnim defektom smatra se onaj koji fizioloSkim mehanizmima necée zacijeliti ni u jednom
vremenskom periodu. Studija je imala dvije faze od kojih se svaka dijelila na dvije grupe s
obzirom na tretman. U prvoj fazi je po Sest pacijenata bilo rasporedeno u dvije grupe: kod
prve je defekt bio ispunjen sa demineraliziranom kosti, dok je drugi defekt ostavljen intaktan.
Rezultat je pokazao da ¢e ovakva tehnika nadomjesStanja kostanog defekta omoguciti njegovo
cijeljenje. U drugoj fazi defekt je ispunjen sa BMP7 na kolagenom nosacu ili je ugraden sam
kolageni nosa¢ (takoder po Sest pacijenata u svakoj grupi). Procjena efikasnosti terapije
vrsena je klinickim pregledom, radioloSkim snimanjem i koStanom denzitometrijom u
razdoblju od jedne godine. Nije bilo znakova cijeljenja u grupi sa ugradenim kolagenim
nosacem, dok je uz dodatak BMP7 zacijelilo 5 od 6 defekata. Ugradnja demineralizirane kosti
rezultirala je srastanjem u 4 od 6 pacijenata. Denzitometrija je pak pokazala nesto kvalitetniju
strukturu kosti u pacijenata tretiranih sa demineraliziranom kosti nego u onih koji su primili
BMP7. Demineralizirana kost sadrzi brojne koStane proteine ukljucivsi osteokalcin,
osteopontin i manje koli¢ine BMP-a. Ovom studijom otvorena je diskusija o efikasnijem
koriStenju nizih doza BMP-a od suprafizioloskih koji se nalaze u napravama.

Pregled svih registriranih klinickih primjena BMP7 u Engleskoj uklju¢ivao je 653
slucaja razli¢itih prijeloma, od Cega su 60.5% bile nesrastene frakture (135). Tri Cetvrtine
pacijenata primilo je BMP7 uz autologni koStani transplantat, dok je jedna Cetvrtina bila
tretirana isklju¢ivo sa BMP7 napravom. Ukupna uspjeSnost cijeljenja nakon radioloske i
klinicke evaluacije bila je 82%, uz naglasak na Cinjenici da je kod ovakvog pregleda svih
slucajeva tesko procijeniti stvarni zna¢aj BMP7 za konac¢no srastanje prijeloma. Dodatni limit
predstavlja radioloska evaluacija ovih pacijenata, koju su najceS¢e provodili njihovi kirurzi te
nije uklju¢eno neovisno misljenje radiologa.

Vanjska fiksacija prijeloma distalne tibije nuZna je kad se radi o frakturi u zoni od 5

cm od gleznja (zona 43 prema Orthopaedic Trauma Association) te je Cesto udruZena sa
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otezanim 1 kasnijim cijeljenjem. Implantacija BMP7 ubrzala je cijeljenje u 20 ovakvih
pacijenata u odnosu na grupu bez dodatnog tretmana (136). U BMP7 grupi znacajno vise
fraktura je zacijelilo nakon 16 i 20 tjedana, a takoder se smanjio period izostanka s posla te
vrijeme do uklanjanja vanjskog fiksatora. Sekundarna intervencija zbog otezanog cijeljenja
bila je potrebna u 2 pacijenta tretiranih s BMP7, odnosno u 7 iz kontrolne grupe. Studija nije
bila randomizirana, no nepristranost je omogucena tako §to je od 67 pacijenata prvih 20
tretirano s BMP7, dok su od ostalih 47 izabrane odgovaraju¢e kontrole uzimajuéi u obzir dob,
spol, navike, tip i oblik frakture, defekt tibije, fiksacija eventualne fibularne frakture i pomak
nakon redukcije.

Do danas je objavljena samo jedna randomizirana studija na pacijentima sa
prijelomom kostiju Sake. BMP7 je ubrzao cijeljenje nesrastanja skafoidne kosti sa sklerozom
proksimalnog kraja (137). Ugradnja koStanog grafta sa ili bez unutarnje fiksacije predstavlja
standardni tretman simptomatskog prijeloma skafoidne kosti s prisutnim nesrastanjem. Prema
dostupnoj literaturi ocekuje se uspjesno cijeljenje u samo 47% takvih pacijenata ukoliko je
prisutna kompromitirana cirkulacija (138). U ovoj studiji 17 pacijenata sa devetomjeseCnim
nesrastanjem proksimalnog kraja skafoidne kosti randomizirano je u tri grupe. U prvoj grupi
ugraden je ilijacni koStani presadak, a u preostale dvije je uz autologni, odnosno alogeni graft
implantirano 3.5 mg BMP7. Pokazano je da BMP7 ubrzava cijeljenje proksimalnog pola
skafoida 1 nadomjeSta skleroticno promijenjenu kost nakon inicijalnog povecanja
prokrvljenosti oSte¢enog podru¢ja. BMP7 s autolognim presatkom je skratio vrijeme cijeljenja
na 4 tjedna, u odnosu na 9 tjedana koliko je u prosjeku bilo potrebno pacijentima lijeCenima
samo autolognim koStanim graftom. Upravo ovo skraivanje vremena cijeljenja znacajno
reducira potrebu za imobilizacijom, ¢ime se preveniraju kontrakture, razvoj artritisa ili

eventualno Sudekovog sindroma. Cijeljenje kod pacijenata sa implantiranim alogenim
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presatkom i BMP7 demonstrirano je nakon 8 tjedana, §to je usporedivo sa standardnim
tretmanom, ali se izbjegavaju komplikacije vezane uz uzimanje autologne kosti.

Provedeno je niz manjih studija u kojima je koriSten BMP7 u tzv. ,off-label
indikacijama, gdje su postignuti iznimni rezultati sa velikom dobrobiti za pacijente i iz kojih
smo naucili mnogo o efikasnosti BMP7 naprava i sigurnosti pri njihovoj implantaciji. Vecina
tih pacijenata bila je prethodno lijeCena klasi¢nim kirurSkim tehnikama, no nije postignut
zadovoljavajuéi rezultat, tj. kost nije zacijelila. Pokazana je efikasnost primjene BMP7 u 62
pacijenta sa aseptickim i atroficnim nesrastanjima dugih cjevastih kostiju, i to 16 tibija, 18
klavikula, 11 humerusa, 10 femura, 4 ulne i 3 radiusa (139). Ovi pacijenti imali su u prosjeku
2.1 operaciju zbog nesrastanja kosti, a u 28 ih je neuspjeSno ugraden autologni kostani
presadak prije uklju¢ivanja u studiju. Svima je ucinjena revizijska fiksacija standardnom
tehnikom, koristen je lokalni koStani presadak ukoliko je bio dostupan te je apliciran BMP7
na mjesto nesrastanja. Zaklju¢no, kod 54 od 62 pacijenta uklju¢ena u studiju prijelom je
uspjesno zacijelio. Sli¢nu kohortu pacijenata sa potpunom uspje$noscu tretirala je grupa na
Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu (140).

BMP2 i BMP7 u kombinaciji s kolagenim nosaCem predstavljaju dobru terapijsku
opciju za ubrzavanje cijeljenja problemati¢nih defekata, a istovremeno eliminiraju morbiditet
koji nastaje uzimanjem koStanog presatka. Nedovoljan broj pravilno dizajniranih klini¢kih
studija te manjak podataka o cijeljenju u odredenim drugim indikacijama uvelike ograni¢ava

njihovu upotrebu.
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1.5.2. Spinalna fuzija

Spinalna fuzija s ciljem fiksnog spajanja dva susjedna kraljeska je tretman izbora za
razlicitu spinalnu patologiju kao Sto su deformiteti, trauma i degenerativne promjene poput
degenerativne spondilolisteze. Rekombinantni humani BMP2 je nakon opseznih pretklinickih
studija ukljucivsi one kod primata uspjesno testiran u ljudi te je 2002. odobren od strane FDA
kao zamjena za autologni koStani graft kod prednje lumbalne fuzije segmenta kraljesnice.
Odobrenje je temeljeno na prospektivnoj, randomiziranoj, multicentri¢noj studiji na 279
pacijenata sa degenerativnim promjenama intervertebralnog diska gdje je stopa fuzije iznosila
94.5% u grupi sa BMP2 i titanskim kavezom u odnosu na 88.7% u pacijenta koji su primili
autograft (141). Studija nije detektirala statisticki znacajne razlike izmedu dviju grupa u
preostalim mjerenim ishodima kao $to su bol u ledima i nogama te neuroloski status. Burkus
je naknadno ponudio integralnu analizu dvije studije na ukupno 679 pacijenata podvrgnutih
prednjoj lumbalnoj spinalnoj fuziji (142). Kavez sa BMP2 implantiran je u 277 pacijenata,
dok su drugi primili ilija¢ni presadak. U aspektu trajanja operativnog zahvata, gubitka krvi,
duzine bolnickog lijeCenja, stope sekundarnih intervencija, subjektivno procijenjene boli i
potvrdene fuzije nakon 6, 12 i 24 mjeseca grupa tretirana s BMP2 imala je superiorne
rezultate.

Uskoro su razvijene operativne tehnike za izvodenje spinalne fuzije posteriornim i
transforaminalnim pristupom. U pacijenata sa degeneracijom diska na jednoj razini uspjesno
je implantirana naprava sa BMP2 posteriornim pristupom te je ucinkovitije fuzionirala
tretirani segment u odnosu na koStani presadak (143). Kompjuteriziranom tomografijom
detektirano je povecano nakupljanje kosti izvan prostora diska u pacijenata tretiranih s BMP2,
no to nije koreliralo sa kompresivnim simptomima. Manja klini¢ka studija na 40 pacijenata
testirala je efikasnost BMP2 u odnosu na zlatni standard u spinalnoj fuziji transforaminalnim

pristupom (144). Rezultati su bili podjednaki, tocnije po jedan pacijent u svakoj grupi nije
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postigao zadovoljavajuéu fuziju. Schwender i suradnici postigli su fuziju u svih 49 pacijenata
minimalno invazivnim transforaminalnim pristupom (145).

Uspjesno je provedena i multicentri¢na, prospektivna, randomizirana studija na
pacijentima sa cervikalnom spinalnom fuzijom u jednom ili dva segmenta (146). Primijenjena
je manja koli¢ina BMP2 kako ne bi doslo do prevelikog otpustanja sa kolagene spuzve. Svi
pacijenti postigli su solidnu fuziju. Procjena nakon dvije godine od zahvata pokazala je manju
nestabilnost vrata i intenzitet bolova u pacijenata s ugradenom BMP2 napravom u odnosu na
one s koStanim presatkom.

Brojne klini¢ke studije testirale su sigurnost i efikasnost primjene BMP7 u razli¢itim
tipovima spinalne fuzije, bilo kao samostalnog grafta, bilo u kombinaciji sa autolognim
presatkom (139). FDA je odobrila studiju ucinkovitosti i sigurnosti primjene BMP7 kao
dodatka presatku s ilijaéne kosti u pacijenata s degenerativnom spondilolistezom (147).
Premostenje segmenta potvrdeno je radioloski u 10 od 11 pacijenata, dok nuspojave kao S$to je
sistemska toksicnost, ektopi¢na kosStana formacija ili restenoza nisu zamije¢ene. FDA je ovu
kombinaciju odobrio za upotrebu kod revizije posterolateralne spinalne fuzije.

Nakon uspjeha ove kombinirane implantacije zapocele su klinicke studije s ciljem
usporedbe u¢inkovitosti naprave sa BMP7 u odnosu na koStani presadak. Johnsson 1 suradnici
randomizirali su 20 pacijenata sa degenerativnom spondilolistezom na razini L5-S1 i ugradili
im BMP7 napravu ili ilija¢ni graft, oboje posterolateralnim pristupom (148). Na ovom uzorku
se BMP7 naprava nije pokazala superiornom u odnosu na zlatni standard u aspektu jacine
fuzije. Druga prospektivna, randomizirana, multicentricna studija ukljucila je 36 (32 zadrZana
u studiji) pacijenata sa degenerativnom lumbalnom spondilistezom i spinalnom stenozom
kojima je ucinjena laminektomija i posterolateralna fuzija pomocu autografta (11 pacijenata)

ili BMP7 implantata (21 pacijent) (149).
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1.5.3. Primjena u kirurgiji Celjusti, lica i zubi

Pocetkom 2007.g., nakon odgovarajucih klinickih studija, odobrena je upotreba BMP2
(InFUSE®) za dvije maksilofacijalne indikacije: augmentacija sinusa i augmentacija zubne
alveole. Boyne i suradnici su randomiziranom studijom testirali u¢inkovitost razli¢itih doza
BMP2 u reparaciji dna maksilarnog sinusa (150). Prvoj grupi pacijenata je implantiran
klasi¢ni kostani presadak, dok su preostali primili 0.75 mg/cc ili 1.50 mg/cc BMP2.
Histoloska analiza utvrdila je rast kvalitetne nove kosti, dok je CT pokazao usporedive
rezultate sve tri grupe nakon 6 mjeseci. Nakon definiranja ucinkovite doze (1.50 mg/cc
BMP2) provedena je kljuéna multicentricna, randomizirana studija koja je potvrdila
efikasnost BMP2 naprave u augmentaciji dna sinusa (151). U prvih 6 mjeseci naprava koja
sadrzi BMP2 povecala je visinu kosStanog grebena za 9.46 mm, a u grupi s implantiranim
kostanim presatkom to je povecanje iznosilo 7.83 mm. HistoloSka analiza je potvrdila
znacajnu formaciju nove trabekularne kosti koja bioloski i strukturalno odgovara zdravoj
kosti.

Velika klini¢ka studija istrazila je efikasnost dvije doze BMP2 u 80 pacijenata sa
augmentacijom ekstrakcijske alveole (152). Rezultati su pokazali da se kod defekta tretiranog
sa BMP2 stvorilo dvostruko viSe kosti u odnosu na pacijente lijeCene zlatnim standardom.
Dodatno je koStana histologija pokazala da nema razlike izmedu zdrave kosti 1 one inducirane
pomoc¢u BMP2.

Jedna od vaznijih ,,off-label* maksilofacijalnih indikacija je rekonstrukcija defekata
mandibule. BMP7 uspjeSno je primijenjen u deset pacijenata s mandibularnim defektima
nastalima kao posljedica osteomijelitisa ili uklonjenog ameloblastoma (153). Postoperativni
oporavak proSao je bez problema u svih 10 pacijenata, radioloski je potvrdena koStana
formacija, a nakon godine dana postignuta je potpuna funkcionalnost mandibule uz

zadovoljavajuci izgled. Manja retrospektivna studija od Sest pacijenata potvrduje u¢inkovitost
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BMP2 u reparaciji fraktura mandibule (154). Potpuna rekonstrukcija postavljena je u pet
pacijenata, dok je kod Sestog imunoloski komorbiditet uzrokovao infekciju rane i zahtjevao

ponovnu rekonstrukciju.

1.6. Nuspojave nakon primjene kostanih morfogenetskih proteina 2 i 7

U zadnjih 15 godina znacajno je porastao broj izvedenih spinalnih fuzija, uglavnom
zahvaljujuéi odobrenjima za koriStenje naprava koje sadrze BMP. Lumbalna i cervikalna
spinalna fuzija su najces$ée operacije kraljesnice u SAD kojih se na godi$njoj razini izvede
oko 450.000 (155). Kao $to je prethodno navedeno, FDA je odobrila upotrebu rekombinantnih
humanih BMP2 i BMP7 u humanoj medicini za fuziju segmenata kraljesnice. Odobrenje je
ograni¢eno na specificni nosa¢ za BMP, standardiziran kirurski pristup i definiranu razinu
spinalnog segmenta, dok se sve ostalo smatra ,,off-label” upotrebom. Od 2006. BMP je
koristen u 25% svih fuzijskih zahvata te u 40% lumbalnih fuzija (156). Ovaj trend upotrebe
BMP-a u brojnim indikacijama unaprijedio je stopu uspjeSnosti fuzije, ali i uzrokovao brojne
nuspojave koje su previdene u inicijalnim studijama. Sve veci broj klini¢ara prijavljivao je
razliite nuspojave nakon implantacije ovih naprava s ucestalos¢u 20-70% (157). Najcesce
prijavljene komplikacije su retrogradna ejakulacija, stvaranje seroma, prevelika koStana
formacija, osteoliza 1 povecan rizik karcinoma. U lipnju 2008.g. FDA je izdala upozorenje za
upotrebu BMP-a u kirurgiji cervikalne kraljeSnice zbog mogucénosti izrazite postoperativne
disfagije.

Kako je ve€ina izvornih studija bila sponzorirana javila se potreba za neovisnim
pregledom svih dosad objavljenih studija o upotrebi BMP-a. Tim sa SveuciliSta Yale preuzeo
je od proizvodata BMP naprava detaljne podatke o svim do sada provedenim studijama s

BMP2 te proveo metaanalizu podataka individualnih sudionika studije (individual-participant
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data) (158). Cilj je bio utvrditi stvarni rizik nekontroliranog okoStavanja, stvaranja antitijela
protiv. BMP-a, koStane resorpcije, imunogenosti, urogenitalnih komplikacija i malignog
potencijala. Analiza je ukljucila ukupno 1.408 pacijenata u 11 randomiziranih klinic¢kih
studija u kojima su pacijenti u prosjeku praceni tokom 24 mjeseca. Randomizacija sudionika
bila je adekvatno provedena, ali sudionici nisu bili slijepi na vrstu tretmana. Ukupno gledano,
nije bilo znacajnog poboljSanja u fuziji spinalnog segmenta nakon primjene BMP2 u odnosu
na standardni postupak presadivanjem ilijacnog kosStanog grafta. Registrirana je smanjena bol
u ledima i povecana kvaliteta zivota u pacijenata tretiranih s BMP2 napravom. Smanjivanje
intenziteta boli je doduse ostalo u okvirima klinicki beznacajnih granica (159). BMP2 i
standardni ilijani transplantat imaju sli¢nu ucestalost nuspojava kao S§to su retrogradna
ejakulacija 1 neuroloske komplikacije. Povecani ukupni rizik za nastanak karcinoma nije
dokazan kao statisticki znacajan. Ova metaanaliza pokazala je da uspjesnost nakon kirurSkog
zahvata s BMP napravama uvelike ovisi o iskustvu kirurga i kvaliteti izvedenog zahvata, jer
se mnoge nuspojave javljaju upravo kada BMP negativno utjee na tkivo oko mjesta
operativnog zahvata.

Iz dosadasnjih istrazivanja postoje podaci o bioraspolozivosti BMP-a nakon lokalne
ugradnje, medutim na sistemskom nivou osim potencijalnog stvaranja antitijela nije se
obracala paznja na druge potencijalne nuspojave. Stoga nedostaje podataka o eventualnim
promjenama koStane gusto¢e nakon lokalne implantacije BMP naprava. Glavni cilj naseg
istrazivanja je provjeriti postoji 1i opasnost od sistemskog gubitka koStanog volumena nakon
ugradnje BMP-a s nosacem te da li je taj uc¢inak na koStani volumen ovisan o kalciotropnim

hormonima.
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2. HIPOTEZA

Sistemski otpusteni BMP2 i 7 nakon lokalne primjene djelovati ¢e na koStanu masu.

3. CILJEVI
3.1. Opéi cilj

- pokazati sistemski u¢inak BMP2 i 7 na kostani metabolizam.

3.2. Specificni ciljevi

- dokazati izravni u¢inak BMP2 i 7 na kost, bez posrednog ucinka preko kalciotropnih
hormona

- istraziti in vitro u¢inak BMP2 i 7 na osteoblaste i osteoklaste zivotinja bez Stitne i
dostitnih zlijezda

- utvrditi izostanak negativnog djelovanja na skelet bioraspolozivog BMP2 17
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Zivotinjski model tireoparatireoidektomije

U pokusu su se koristili muski Sprague-Dawley Stakori, starosti 4 mjeseca, prosjecne
tezine 250g. Stakorima su  kirurski uklonjene §titna i  doStitne  Zlijezde
(tireoparatireoidektomija - TPTx). Incizijom koZe i potkoznog tkiva na vratu pristupilo se na
pretrahealnu muskulaturu koja se tupo preparirala. Nakon §to se prikazao dusnik i oba reznja
Stitne zlijezde, ucinila se ekscizija zajedno sa dostitnim zlijezdama. Hemostaza se postigla
kompresijom. Mis$i¢i su se spontano vratili u prvobitni polozaj, dok se potkozje zatvaralo
resorptivnim Savima (Vicryl 4-0). Koza se zatvarala pojedinacnim $avima neresorptivnim
monofilamentnim koncem (Ethilon 4-0). U sluc¢aju lazno operiranih (sham) zivotinja ucinio se
isti operativni zahvat ali su §titna i dostitne zlijezde ostale intaktne. Za anesteziju je koriSten
Rompun (Xylapan 0.6 ml/kg ip.) i Ketamin (Narketan 0.8 ml/kg i.p.). Zivotinje su
postoperativno primile analgeziju ketoprofenom (5mg/kg s.c.). Tijekom anestezije, te
nekoliko sati nakon operacije zivotinje su drzane na toplome, kako ne bi razvile hipotermiju.
Nakon operacije Stakori su imali nesmetan pristup standardnoj hrani, te vodi obogacenoj 1%
kalcij glukonatom, kako bi se izbjegla hipokalcemija.

Nakon tjedan dana oporavka od operacije Zivotinje su raspodijeljene u slijedece
grupe: (1) sham; (2) TPTx; (3) TPTx + BMP2 10ug/kg; (4) TPTx + BMP2 70ug/kg; (5) TPTx
+ BMP2 250ug/kg; (6) TPTx + BMP7 10ug/kg; (7) TPTx + BMP7 70ug/kg; (8) (3) TPTx +
BMP7 250ug/kg. Terapijske grupe primale su BMP2 odnosno BMP7 u zadanim dozama tri
puta tjedno i.v. tijekom 2 tjedna do kraja eksperimenta (shema 1). U svakoj od navedenih
skupina bilo je 10 Zivotinja.

Zivotinje su se svakodnevno klini¢ki praéene i pregledavane, §to se biljeZilo u

adekvatnu tablicu klinickog nadzora Zivotinja.
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Tireoparatireoidektomija (TPTx)

0 48h 7d 21d, ex
| TerapijaBMP2, BMP7 |

Vremenske tocke vadenja krvi

Slika 4: Protokol in vivo eksperimenta. Pokus traje 21 dan, od ¢ega se prvih 7 zivotinje oporavljaju od operacije,
dok idu¢ih 14 dana primaju odgovarajucu terapiju. Na kraju pokusa (21. dan) Zivotinje se eutanaziraju (ex) zbog

daljnje analize kostiju.

4.2. Uvjeti smjeStaja laboratorijskih Zivotinja

Mikroklimatski parametri u nastambi: temperatura 20-24°C, relativna vlaga zraka u
prostorijama 40-70%, ciklusi svjetla i tame 12/12 sati i razina buke do 60 Db. Sve Zivotinje su
bile pod veterinarsko zdravstvenim nadzorom sa dnevno vodenom evidencijom
mikroklimatskim parametrima. Kontrola hrane, stelje 1 laboratorijske opreme je bila
primjerena vrsti Zivotinja na kojima smo izveli navedeni pokus. Laboratorijske Zivotinje su
bile adekvatno smjeStene i o njima se vodila odgovarajuca skrb u registriranom i odobrenom
objektu Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Salata 3, pod identifikacijskim brojem
HR-POK-001.

Eksperiment se izvodio pod nadzorom odgovorne osobe doktora veterinarske
medicine, voditelja pokusa koji je planirao i1 izradio protokol pokusa te osposobljenog i
educiranog tehnickog osoba koje radi u nastambi za laboratorijske zivotinje. Voditelj pokusa

ima poloZen tecaj III kategorije za rad sa laboratorijskim Zivotinjama.
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4.3. Rekombinantni humani koStani morfogenetski proteini 2 i 7
Za tretman zivotinja i kulture stanica koristili su se komercijalno dostupni BMP2 i

BMP7 u koncentraciji Img/mL (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

4.4. Biokemijski parametri u serumu

Za serumsku biokemijsku analizu Stakorima prethodno sediranima diazepanom (0,25
mg/kg i.p.) vadena je krv (0,5 mL) iz repne vene. Analizom seruma odredila se razina
ukupnog kalcija i fosfata. Komercijalno dostupni ELISA kitovi koristeni su za odredivanje
serumske koncentracije osteokalcina (Biomedical Technologies Inc., Stoughton, MA, USA) i
C-telopeptida (Nordic Bioscience Diagnostics, Herlev, Denmark). Serumska razina solubilnog
liganda receptora aktivatora nuklearnog faktora kappa B — sRANKL i osteoprotegerina —

OPG odredila se takoder komercijalno dostupnim kitovima (Biomedica, Wien, Austria).

4.5. MikroCT

Zbog potrebe za daljnjom ex vivo analizom bedrenih kostiju Stakori su eutanazirani.
Eutanazija je napravljena sa visokom dozom anestetika, to¢nije primjenom 80 mg/kg
ketamina intraperitonealno. Uc¢inak terapije na stvaranje trabekularne kosti evaluirao se
mikrokompjutoriziranom tomografijom uredajem puCT 1076 (SkyScan, Kontich, Belgija).
Kosti su skenirane u 250 rezova, svaki 18um debljine u dorzoventralnom polozaju.
Trodimenzionalna rekonstrukcija kosti izvedena je pomocu triangulacijskog algoritma
(NRecon) 1 raunaju¢i volumen trabekularne kosti (BV, mm3). Ostali parametri trabekularne
kosti ukljucivsi broj trabekula (Tb.N, 1/mm), trabekularnu debljinu (Tb.Th, um) i

trabekularno odvajanje (Tb.Sp, um) direktno su mjereni na 3D slikama.
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4.6. In vitro pokusi

Stanice koStane srzi izolirane su ispiranjem medularnog kanala otopinom antibiotika i
a-MEM-a. Diferencijacijski medij za osteoklaste sadrzavao je o-MEM, 10% FCS, faktor
stimulacije kolonije makrofaga (M-CSF, 50ng/mL; Sigma Aldrich) i RANKL (50ng/mL;
Sigma Aldrich). Medij i faktori rasta te terapija, dodavani su prvi dan, te mijenjani svaki drugi
dan do kraja protokola, tj. Sestog dana. Stanice su fiksirane 4% paraformaldehidom.
Adherirani osteoklasti identificirani se standardnim bojenjem na kiselu fosfatazu (TRAP;
Sigma Aldrich).

Sedam dana nakon izolacije koStane srzi dodao se diferencijacijski medij za
osteoblaste koji sadrzi a-MEM, 10% FCS, 10mM B-glicerofosfat i 50ug/mL askorbinske
kiseline. Medij se mijenjao svaka dva dana do kraja pokusa, tj. 19-og dana. Kod svake
promjene medija stanice su tretirane sa BMP2 ili BMP7. Osteoblasti su identificirani

bojenjem na alkalnu fosfatazu komercijalno dostupni kitom (Sigma Aldrich).

4.7. Lan¢ana reakcija polimeraze (PCR)

Ukupna RNA iz osteoklasta izolirana je pomoc¢u TRIreagent-a (Ambition) u skladu s
uputama proizvodaca. 1ug ukupne RNA koristio se za reverznu transkripciju visoko
kapacitetnim cDNA kitom za reverznu transkripciju (Applied Biosystems) i oligo-dT
pocetnicama za transkripciju mRNA. Za analizu genske ekspresije katepsina K i TRAP raden
je real-time PCR na aparatu Light Cycler (Roche Applied Science) uz pomo¢ SYBR Premix
Ex Taq TM 1II (TaKaRa). Komparativna Ct metoda je koriStena za relativnu kvantifikaciju
genske ekspresije sa B-aktinom kao referentnim genom. Sekvence pocetnica koriStenih u
PCR-u su slijedece: p-aktin FOR: 5'-GCGCAAGTACTCTGTGTGGA-3', REV: 5'-

ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3'; katepsin K FOR: 5'-AGACGCTTACCCGTATGTGG-
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3, REV: 5'-CACTGCTCTCTTCAGGGCTT-3"; TRAP FOR: 5'-

CGCCAATGACAAGAGGTTC-3', REV: 5~ AGGTGATCATGGTTTCCAGC-3'".

4.8. Statisticka analiza podataka

Podaci biokemijskih, mikroCT i in vitro analiza prikazani su kao srednja vrijednost +
standardna devijacija te su analizirani pomoc¢u jednosmjerne analize varijance (ANOVA) ili
multivarijantne analize varijance (MANOV A), ovisno o potrebi. Tukey-Kramer prilagodba je
koriStena za visSestruke usporedbe. Pojedini podaci su transformirani u logaritamsku skalu.

Rezultati su smatrani statisticki znac¢ajnim kad je vjerojatnost pogreske (P) bila manja od 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Razvoj i validacija Zivotinjskog modela tireoparatireoidektomije

U sklopu ove disertacije razvili smo 1 opisali zivotinjski model
tireoparatireoidektomije koji je prikladan za testiranje izravnog uc¢inka potencijalnih lijekova
na kostani volumen. Ovaj model iskljucuje eventualni neizravni u¢inak lijeka preko hormona
koji u fizioloSkom stanju reguliraju kostani metabolizam. Nakon kirurSkog uklanjanja Stitne 1
dostitnih zlijezda zivotinjama se poremeti hormonska homeostaza te dolazi do promjena u
kostanom metabolizmu i posljedi¢nog gubitka kosti. Razina parathormona (PTH), tiroksina
(T4), trijodtironina (T3) te kalcitonina znacajno se snizila ve¢ sedmi dan od operacije, dok se
koncentracija tireotropina (TSH) kompenzatorno povisila zahvaljuju¢i mehanizmu negativne
povratne sprege (Slika 5 A, B, D). Koncentracija aktivnog oblika vitamina D (1,25-D) takoder

je sniZena, §to je primarno posljedica nedostatka PTH (Slika 5 C).
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Slika 5: Zivotinjski model tireoparatireoidektomije (TPTx). Serumska razina tiroksina (T4) (A), tireotropina
(TSH) (B), aktivnog oblika vitamina D (1,25D) (C) i parathormona (PTH) (D) mjerene su 7 dana nakon

uklanjanja Stitne i dostitnih Zlijezda i usporedene su s razinom u zdravih Zivotinja (sham). * P<0,05 vs sham.
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Zivotinje su nakon operacije razvile hipokalcijemiju i hiperfosfatemiju, koje su se
zadrzale tijekom cijelog perioda pracenja (21 dan). Gubitak hormonske ravnoteze rezultirao je
niskom razinom kalcija, §to je ukazivalo na reduciranu kosStanu resorpciju. Zbog ofuvanja
umnoska kalcija i1 fosfata, nivo fosfata u serumu je povisen (Slika 6 A, B). Da bi se utvrdila
aktivnost koStanog metabolizma mjereni su markeri kostane pregradnje. Osteokalcin, marker
kostane izgradnje znacajno je snizen i u ranoj i kasnoj fazi nakon operacije (Slika 6 C). Sli¢an
rezultat dobiven je i za vrijednosti C-telopeptida, markera kostane resorpcije (Slika 6 D).

Supresija kostanih markera u TPTx Stakora potvrduje nisku razinu kostane pregradnje.
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Slika 6: Zivotinjski model tireoparatireoidektomije (TPTx). Serumska razina kalcija (A), fosfata (B),
osteokalcina (C) i C-telopeptida (D) mjerene 48 sati nakon uklanjanja Stitne i dostitnih Zlijezda te nakon 21 dan.

U tom periodu isti parametri praceni su i u zdravih zivotinja (sham). * P<0,05 vs sham.
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MikroCT se koristio za mjerenje koStanog volumena Stakora 21 dan nakon operacije.
U tom periodu doslo je do znacajnog gubitka koStane mase na podrucju distalnog dijela
bedrene kosti 1 proksimalnog dijela goljeni¢ne kosti u odnosu na zdrave Stakore (Slika 7 A,
B). Razvitak i testiranje ovog zZivotinjskog modela omoguc¢io nam je procjenu u¢inka BMP2 i
BMP7 na kostani metabolizam u odsutnosti kalciotropnih hormona. Kako ovaj model dovodi

do osteopenije omoguciti ¢e detekciju povecanja kostanog volumena nakon pocetka terapije.

mikroCT - distalni femur

A B mikroCT - proksimalna tibia
35 - 30 -
30
25 A
25 T %
£ 20 - g 207 *
z 15 z 157
> 10 -
Z 10 - =
5 - 5 -
0 - 0 -
sham TPTx sham TPTx

Slika 7: Zivotinjski model tireoparatireoidektomije (TPTx). Kostani volumen na razini distalne bedrene kosti
(A) i proksimalne goljeni¢ne kosti (B) mjeren 21 dan nakon operativnog zahvata kod Stakora s uklonjenom

Stitnom i dostitnim Zlijezdama i u zdravih §takora (sham). * P<0,05 vs sham.

5.2. Utjecaj koStanih morfogenetskih proteina 2 i 7 na osteoblaste i osteoklaste

Sest dana nakon tretmana s BMP2 (100 ng/mL) i BMP7 (100 ng/mL) poveéan je broj
primarnih Stakorskih osteoklasta izoliranih iz TPTx Stakora sedmi postoperativni dan (Slika 8
A). Iznenadujuce, niti BMP2 ni BMP7 nisu povecali ekspresiju TRAP i katepsina K (podaci
nisu prikazani). BMP2 i BMP7 doveli su do stimulacije koStane srzi i povecane proizvodnje
osteoblasti¢ne stani¢ne linije, Sto je detektirano mjerenjem povrSine stanica pozitivnih na
alkalnu fosfatazu (Slika 8 B). Navedeni rezultati sugeriraju da BMP2 i BMP7 znacajno poti¢u
proliferaciju 1 diferencijaciju obje stani¢ne linije koStanih stanica nakon izolacije iz TPTx

Stakora.

37



P<0.001
P<0.001 P<0.001 P=0.010
450 -
P=0.004
400
P=0.132
350 -
@
= 300
2 300 4
= |
E 230 Kontrola BMP2 BMP7
[=}
2 200 100 -
90 -
£ s0-
150 &, 42
<Oy
5 60 -
100 g 50+
S 40 4
= 30 -
50 £ -
=10 -
0 A 0 % | T 1
kontrola BMP2 BMP7 kontrola BMP2

Slika 8: U¢inci BMP2 i BMP7 na diferencijaciju osteoklasta i osteoblasta. Odredivan je broj TRAP+ osteoklasta
(A). Bojenje na alkalnu fosfatazu koriSteno je kako bi se procijenio u¢inak BMP2 i BMP7 na diferencijaciju

osteoblasta. Mjerena je povrSina bojena alkalnom fosfatazom (B).

5.3. KoStani morfogenetski proteini 2 i 7 pozitivno utjeCu na koStanu pregradnju u
TPTx Stakora

Terapija sa BMP2 i BMP7 znacajno je povecala serumsku koncentraciju kalcija nakon
inicijalnog sniZzavanja uzorkovanog tireoparatireoidektomijom, pri ¢emu je BMP2 bio
ucinkovitiji, a efekt je pokazao ovisnost o dozi primijenjenog BMP-a (Slika 9 A). Serumska
razina fosfata nakon terapije je obrnuto proporcionalno pratila razinu kalcija, pa je stoga 250
png/kg BMP2 i BMP7 znacajno snizila koncentraciju fosfata pove¢anu uklanjanjem Stitne i
dostitnih Zlijezda (Slika 9 B).

Vrijednosti osteokalcina kao i C-telopeptida bile su snizene na pocetku tretmana
sukladno supresiji kostane pregradnje nakon operacije. Niti jedna doza BMP2 i BMP7 nije

znacajno povecala koncentraciju osteokalcina u plazmi, no BMP7 se pokazao ucinkovitiji od
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BMP2 u normalizaciji razine osteokalcina u sve tri doze (Slika 9 C). Nasuprot tome, pad

koncentracije C-telopeptida u plazmi nakon tireoparatireoidektomije normaliziran je na

vrijednosti kao u sham Zivotinja nakon primjene BMP2 i BMP7. U¢inak je bio statisticki

znacajan nakon sve tri primijenjene doze, uz nesto izrazeniji u¢inak BMP7 molekule (Slika 9

D).
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Slika 9: Serumska razina kalcija (A), fosfata (B), te plazmatska razina osteokalcina (C) i C-telopeptida (D)

markera koStane pregradnje u TPTx Stakora nakon primjene BMP2 i BMP7 u tri razli¢ite doze (10, 70 i 250

ng/kg).
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5.4. KoStani morfogenetski proteini 2 i 7 nadoknaduju gubitak koStanog volumena u
TPTx Zivotinja

Znacajan gubitak kosti o€ituje se ve¢ 7 dana nakon TPTx, tako da je koStani volumen
u tih Stakora znacajno snizZen (9,66 + 2,24) u odnosu na lazno operirane (sham) Stakore (12,02
+1,77) (Slika 10 A). Cetrnaest dana nakon terapije razli¢itim dozama BMP2 i BMP7 uéinjen
je mikroCT distalnog dijela bedrene kosti kako bi se odredila i potvrdila njihova sposobnost
kompenzacije smanjenja kostanog volumena uzrokovanog TPTx. BMP2 i BMP7 su znacajno
povecali kostani volumen u TPTx Stakora i taj u¢inak pokazuje ovisnost o dozi (Slika 10 A,
D). Najucinkovitiji su bili BMP2 u dozi od 70 pg/kg te BMP7 u dozi od 250 pg/kg koji su
povecali kostani volumen za 35% 1 38%.

Nakon izmjerenog kostanog volumena koriSten je odgovarajuéi softver kako bi se
odredili parametri trabekularne kosti koji odreduju njezinu mikroarhitekturu, tj. pokazuju
kvalitetu i otpornost kosti: broj trabekula (Tb.N.), debljina trabekula (Tb.Th.) i trabekularno
razdvajanje (Tb.Sp.). Broj trabekula je povecan za 37%, odnosno 58% u grupama tretiranima
sa 10 ug/kg i 70 pg/kg BMP2, dok je samo minimalno (19%) povecanje registrirano u grupi
koja je primala najvecu dozu od 250 ug/kg BMP2 (Slika 10 B). TPTx Stakori tretirani sa
BMP7 takoder imaju nesto veci broj trabekula u odnosu na kontrolnu skupinu 1 to za 16%,
22% 1 33% po pojedinoj dozi. Debljina trabekula se pak dodatno smanjila u TPTx Zivotinja
nakon tretmana sa BMP2, dok je BMP7 bio znacajno ucinkovitiji, neovisno o primjenjenoj

dozi (Slika 10 C).
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Slika 10: Kostani volumen (BV) mjeren pomo¢u mikroCT-a u zdravih i TPTx Stakora tretiranih s razli¢itim
dozama BMP2 i BMP7 (A). Sistemati¢ni graficki prikaz parametara trabekularne kosti distalnog femura: broj
trabekula (Tb.N.-1/mm) (B), debljina trabekula (Tb.Th.-pm) (C). MikroCT slika distalnog presjeka kroz bedrenu

kost od jednog Stakora iz svake grupe (D). L= linearni trend, Q=kvadrati¢ni trend.
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5.5. Mehanizam djelovanja koStanih morfogenetskih proteina 2 i 7

U uzorcima plazme iz navedenih in vivo pokusa analizirana je razina solubilnog

RANK liganda (sSRANKL) i osteoprotegerina (OPG). Terapija BMP2 i BMP7 proteinima nije

imala signifikantan uc¢inak na koncentraciju SRANKL i OPG u plazmi u odnosu na lazno

operiranu (sham) zivotinju u niti jednoj primjenjenoj dozi (Slika 11). Dodatno je uoceno da

sam operativni zahvat (TPTx) nije imao ranih ucinaka na sRANKL i OPG, c¢ija je

varijabilnost u plazmi bila jako izraZena.
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Slika 11: Koncentracija topljivog RANKL u plazmi lazno operiranih Stakora i TPTx nakon tretmana sa

razli¢itim dozama BMP2 i BMP7.
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6. RASPRAVA

U protekla dva desetljeta proveden je velik broj eksperimentalnih istrazivanja s
koStanim morfogenetskim proteinima na razliCitim zivotinjskim vrstama, $to je rezultiralo
odobrenjem njihovog testiranja u randomiziranim klini¢kim ispitivanjima te registracijom
dvije naprave za koStano cijeljenje koje sadrze BMP2 i BMP7 na kolagenom nosacu (160).
Proslo je 25 godina od prve lokalne primjene BMP2 na kolagenom nosacu i 15 godina od
odobrenja FDA za prvu indikaciju.

Nuspojave postoje¢ih naprava u klinickoj primjeni javljaju se uglavnom zbog
nedovoljnog poznavanja uloge BMP-a u mehanizmu kostane pregradnje. U ovom istrazivanju
pokusali smo objasniti mehanizam nastanka pojedinih nuspojava te smo po prvi put opisali
ucinak sistemski primijenjenih BMP2 i BMP7 u dozama koje odgovaraju onom dijelu BMP-a
koji se otpusti u sistemsku cirkulaciju nakon lokalne ugradnje. Potrebno je naglasiti da je do
odobrenja BMP2 i BMP7 za klini¢ke pokuse iskoriSten veliki broj zivotinja u pretklinickim
istrazivanjima, pri ¢emu je nedovoljno objasnjen temeljni mehanizam djelovanja BMP2 i
BMP7. Stoga smo u nedavnoj publikaciji opisali vaznost kvalitetnog planiranja studija na
zivotinjama, kako bi se koristio optimalni broj jedinki, tretirao dovoljno dugo i adekvatno
evaluirao (161).

Naprava bazirana na BMP2 suocena je s brojnim nuspojavama u postmarketinSkom
periodu koji su ograni€ili njezinu primjenu (162, 163). Ljudsko tijelo sadrzi ukupno 2 mg
endogenog BMP-a, dok se u spinalnoj fuziji uz kombinaciju dvije ili tri naprave koristilo do
40 mg BMP-a. Treba naglasiti da se samo 75ug specificno veze na 1g kolagenog nosaca dok
preostala koli¢ina ostaje nevezana na nosacu te posljedi¢no dovodi do edema okolnog tikva,
upale 1 heterotopicnog okoStavanja na susjednim tkivima (164). BMP2 i BMP7 u tako velikim

koli¢inama 1 primijenjeni na sintetskom nosacu mogu uzrokovati ranu koStanu resorpciju na
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mjestu ugradnje te tako dovesti do pomaka ugradenog implantata, §to je iznimno opasno kod
spinalne fuzije. U mnogim studijama cijeljenja dugih cjevastih kostiju u kojima se koristi
BMP, upala i edem nisu bili vidljivi zbog okolnih mekih tkiva. Ipak, BMP7 je u pacijenata s
distalnom frakturom palcane kosti, u podrucju s predominantno metafizealnom kosti
uzrokovao kosStanu resorpciju i patoloske kozne promjene tipa crvenila i otoka (165). Slican
ucinak opisan je u pretklinickoj studiji u kojoj se BMP7 primjenjuje intramedularno (podrucje
bogato mezenhimalnim mati¢nim stanicama) te uzrokuje naglasenu resorpciju (166).
Komplikacije nakon ugradnje u podrucje specifi¢nog lumbalnog segmenta ukljucuju ozljedu
autonomnog ziv¢anog pleksusa, retrogradnu ejakulaciju i heterotopi¢nu osifikaciju (157, 167).
Neke studije pak pokazuju brzu i predvidivu fuziju s BMP2 bez kasnijih komplikacija (168).
Sli¢ni ishodi dobiveni su i kod posteriorne cervikalne fuzije, gdje su izbjegnute komplikacije
registrirane kod fuzije prednjih vratnih kraljezaka, toCnije postoperativni edem, disfagija i
razvoj hematoma (169).

Mehanizam djelovanja BMP2 i BMP7 na cijeljenje kosti u odredenoj indikaciji treba
promatrati s obzirom na njihov utjecaj na osteoklaste i osteoblaste, njihovu interakciju te
specifiéni mikrookolis. Kad se BMP ugradi na ektopi¢nu lokaciju, npr. supkutano ili unutar
miSi¢a inducira koStanu formaciju usmjeravanjem osteogenih progenitora prema
osteoblastima koji stvaraju kost bez prisustva osteoklasta (170, 171). Progenitorne stanice oko
krvnih zila ili u vezivnom tkivu nemaju sposobnost diferencijacije prema osteogenom
fenotipu bez BMP-a.

Iznenadujuce, intramedularna primjena BMP2 na endostealnoj povrsSini kosti dovodi
do supresije osteogeneze, vjerojatno zbog inhibicije Runx2 i Wnt signalnog puta (172). In vivo
uc¢inci BMP-a na endostealnu kost posljedica su produzene stimulacije osteoklasta i njihovih
preteca koji na svojoj povrsini eksprimiraju BMP receptore tip IA 1 II (173, 174). Navedeno

sugerira da u stvarnim uvjetima ucinci BMP-a na osteoklaste mogu nadmasiti u¢inke na
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osteoblaste i rezultirati gubitkom kosti (175, 176). Kod upotrebe BMP-a na ortotopicnoj
lokaciji ishod ovisi o mikrookoli$u, tj. prisutnosti ,,couplinga“ - interakcije izmedu osteoklasta
i osteoblasta. BMP2 ima znacajan ucinak na ,,coupling® te u prisutnosti stromalnih stanica
kostane srzi podrzava sazrijevanje mononukleara i koStanu resorpciju (177, 178). U skladu s
tim, antagonist BMP-a Noggin prevenira osteoklastogenezu u kulturi stanica koStane srzi
(179). Inaktivacija BMP receptora tipa I u misjih osteoblasta rezultira znac¢ajnim poveéanjem
kostanog volumena, dok povecana ekspresija BMP4 u misjih osteoblasta rezultira gubitkom
kosti (180, 181). Osteoklasti porijeklom iz dugih cjevastih kostiju povecavaju resorptivnu
aktivnost nakon stimulacije s BMP2 preko katepsina K, §to je u skladu s naSim rezultatima
(182). BMP2 regulira transkripciju RANKL i faktora stimulacije kolonija-1 (CSF-1) koji su
kljuéni faktori u osteoblastima potaknutoj osteoklastogenezi (183, 184).

Ostalo je nejasno kako su BMP2 i BMP7 pokazali znacajnu uc¢inkovitost u testiranim
indikacijama cijeljenja, ako BMP nacelno u ortotopicnom okolisSu stimulira koStanu
resorpciju. Brojne pretklinicke studije u razlicitih vrsta dokumentirale su stvaranje nove kosti
enhondralnim okoStavanjem nakon ugradnje BMP-a s adekvatnim nosacem (185-187). U
provedenim klini¢kim studijama na pacijentima s frakturama dugih kostiju nije bilo znakova
gubitka kosti (128, 133). Prvi dokazi izraZene koStane razgradnje pojavili su se kod pacijenata
s frakturom distalnog radijusa lijeCenih s BMP7 i pacijenata kojima je u¢injena spinalna fuzija
BMP2 i BMP7 na kolagenom nosacu u titanskom kavezu, a koji su razvili opseznu osteolizu i
kolaps spinalnog segmenta (165, 188, 189). Kraljezak se vecinom sastoji od trabekularne
kosti 1 mjesto je intenzivne interakcije osteoblasta 1 osteoklasta tako da u tom okoliSu BMP
ima izrazeniji efekt na osteoklaste. Retrospektivna analiza klinickih studija ustvrdila je
prisutnost rane osteolize prolaznog karaktera te pojavu kasnije koStane formacije koja je

nadomjestila volumen kosti (21, 162, 163).
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Za razliku od trabekularne, kortikalna kost je s vanjske strane je prekrivena periostom,
koji u sebi sadrzi osteoprogenitorne stanice podlozne utjecaju BMP-a, a istovremeno neovisne
o interakciji s osteoklastima (190, 191). Ranije opisana studija efikasnosti BMP7 i
odgovarajuc¢eg nosaca u fibularnom defektu pacijenata s izvedenom visokom osteotomijom
tibije pokazala je stvaranje nove kosti sa vanjskih rubova frakturne pukotine (134). BMP7
ovdje primarno stimulira diferencijaciju stanica periosta i okolnog misi¢nog tkiva koje su
premostile frakturnu pukotinu s vanjske strane, dok je do osifikacije u endostealnom prostoru
doslo kasnije. BMP7 je u ovih pacijenata pokazao proangiogeni uc¢inak ¢ime je omogucio
bolju krvnu opskrbu ranije kompromitiranog podrucja frakturne pukotine. Otprije je poznato
da BMP2 i BMP7 imaju sposobnost pretvaranja miSi¢a u kost preko inhibicije gena
diferencijacije (Id) 1 diferencijacije pericita i mioblasta u osteoblaste (192-194). Ove
anabolicke aktivnosti omoguéavaju formiranje koStanog kalusa. Inicijalna stimulacija
osteoklasta u endostealnom prostoru potencijalno je vazan korak jer omogucava uklanjanje
nefunkcionalnih kostanih fragmenata iz prijelomne pukotine. Navedeno pruza objasnjenje
slabe uc¢inkovitostt BMP2 1 BMP7 u cijeljenju fraktura distalnog dijela goljeni¢ne kosti zbog
dva razloga: radi se o podrucju s iznimno malo okolnog miSi¢nog tkiva, a otvoreni kirurski
postupak saniranja prijeloma vjerojatno znacajno osteti periost (195).

Ranije spomenut nedostatak komercijalnih naprava je velika kolicina BMP2 1 BMP7
koji se nakon implantacije ne mogu specifi¢no vezati lokalno, pa se otpustaju u sistemsku
cirkulaciju i potencijalno mogu uzrokovati imunoloski odgovor na BMP te utjecati na koStani
metabolizam. S obzirom na komplicirani mehanizam ,,couplinga® nije jasno da li lokalno
primijenjen BMP nakon sistemske ekspozicije moZe imati negativne posljedice na koStanu
masu.

Ucinak sistemske primjene BMP2 i BMP7 na koStani volumen evaluirali smo u

novom Zivotinjskom modelu tireoparatireoidektomije koji smo nedavno osmislili i1 validirali
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(196). TPTx Stakori imaju uklonjenu S§titnu i dostitne Zlijezde ¢ime je uklonjena svaka
mogucnost endokrine aktivnosti koja bi utjecala na kostanu masu. MikroCT analizom smo
pokazali da 7 dana od operacije takve zivotinje razviju osteopeniju. TPTx je stoga prikladan
model za procjenu izravnog ucinka potencijalne terapijske molekule na koStanu masu iz dva
razloga: nije mogu¢ neizravni ucinak preko kalciotropnih hormona, jer su uklonjene
odgovarajuce Zlijezde; zivotinje nakon operacije izgube odredenu koli¢inu kostane mase, pa
se svaka bilo pozitivna bilo negativna promjena lako registrira.

Primijenjene doze BMP2 i1 BMP7 odredili smo prema poznatim podacima
bioraspolozivosti iz dosadasnjih klinic¢kih studija. U farmakokineti¢kim i farmakodinamickim
studijama nakon lokalne implantacije BMP2 i BMP7 pokazana su slicna svojstva, tocnije
efikasnost na mjestu primjene uz nisku razinu sistemske ekspozicije od 2-3% i bez toksi¢nih
ucinaka nakon sistemske primjene. Procijenjeno je da lokalno ugraden BMP ostaje aktivan
tijekom 2 tjedna i1 da upravo taj period predstavlja vrijeme potencijalnog sistemskog ucinka.
Prema tim podacima i prema prosje¢noj koli¢ini BMP-a u pojedinoj napravi proracunali smo
vrijeme trajanja eksperimenta 1 doze koje smo primijenili intravenski kod Stakora (70 pg/kg i
250 pg/kg). U trecoj terapijskoj grupi zivotinje su primile nisku dozu BMP-a (10 pg/kg), jer
se upravo ona pokazala u¢inkovitom u nadomjestanju koStane mase u starih ovarijektomiranih
Stakora (197).

Dok je niska doza BMP2 znaajno povecala koStani volumen, bile su potrebne vise
koncentracije BMP7 da bi se postigao pozitivni efekt, no niti jedna terapija nije uspjela u
potpunosti nadomyjestiti koStani volumen izgubljen zaustavljanjem pregradnje nakon TPTx.
BMP2 je povecao kvalitetu spuzvaste kosti povecanjem broja koStanih gredica, dok je BMP7
povecao njihovu debljinu. BMP2 i BMP7, primijenjeni u kulturi stanica, imaju pojedina¢ni

stimulativni u¢inak na osteoblaste i1 osteoklaste. Takav in vitro efekt je reproducibilan te smo
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potvrdili sposobnost BMP-a za usmjeravanje osteoprogenitora u zrele koStane stanice (198,
199).

Ucinci BMP-a nakon sistemske primjene iznimno su slabo istrazeni, dok specifi¢no za
BMP2 i BMP7 nema raspolozivih rezultata. Nedavno je sugerirano da bi BMP2 mogao imati
utjecaj na sistemski skelet nakon $to je primijenjen lokalno u umjetno stvoren kostani defekt
bedrene kosti Stakora, dok je istovremeno zivotinja primila PTH u cirkulaciju (200). Zbog
snaznog osteoinduktivnog potencijala BMP-a razmatrala se i moguénost njihove sistemske
primjene za terapiju osteoporoze, no tako nesto ipak nije vjerojatno, obzirom da se radi o
faktoru rasta sa znacajnim uc¢inkom na mnoge organske sustave (201). Dodatno ograni¢enje
predstavlja ¢injenica da per os primjena BMP-a nije jo$ uvijek moguéa zbog visoke kiselosti
zeluc¢anih sokova koji dovode do njegove razgradnje iako je i navedena moguénost u
pretklinickim pokusima razmatrana. Nedavno smo pokazali sposobnost BMP6 da poveca
kostani volumen u osteoporoti¢nih Stakora i u preventivnoj i terapijskoj primjeni (197).

Zakljucno, sistemska primjena BMP2 i BMP7 tokom 14 dana u TPTx Stakora
potvrdila je njihov osteoinduktivni potencijal. S aspekta sistemske ekspozicije nakon lokalne
primjene smatramo da su naprave bazirane na BMP2 i BMP7 sigurne za upotrebu. Pojava
ucinka osteolize nakon ortotopi¢ne primjene BMP naprava ovisi o koStanom mikrookoliSu 1
ocuvanosti okolnih tkiva, prvenstveno periosta i misi¢nog tkiva.

Zbog navedenih lokalnih komplikacija postoji velika potreba za uvodenjem nove BMP
naprave koja bi sadrzavala niZu koncentraciju BMP-a i1 imala biokompatibilni nosa¢. Nedavno
je predstavljena nova biokompatibilna naprava OSTEOGROW koja se temelji na BMP6 i
krvnom koagulumu kao nosacu (21). Koncentracija BMP6 u ovoj napravi je znacajno manja
nego u postojeim napravama zbog iznimnih karakteristika BMP6: otpornosti na inhibiciju
endogenih BMP antagonista (Noggin), vece sposobnosti diferencijacije mezenhimalnih

mati¢nih stanica u osteoblaste 1 smanjivanje broja osteoklasta. U modelu kriticnog defekta
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ulne u kuni¢a 50pg BMP6 ugradenog u krvni ugrusak uspjesSnije je premostilo defekt i
stvorilo kortikalnu kost u odnosu na 3.5 mg BMP7 na kolagenom nosacu uz izrazitu
akceleraciju kostane regeneracije. BMP6 se u vrlo visokom postotku veze za krvni ugrusak, a
nase studije pokazuju da je moguce otpustanje 1-2% u sistemsku cirkulaciju, Sto je nize od
oc¢ekivanog u komercijalnim napravama. Iz naSeg istrazivanja mozemo zakljuciti da
bioraspolozivi BMP6 takoder ne¢e imati negativni utjecaj na koStani metabolizam §to smo
nedavno 1 potvrdili mnogobrojnim pretklinickim toksikoloskim 1 farmakokinetskim

istrazivanjima.
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7. ZAKLJUCCI

e sistemska bioraspolozivost BMP2 i BMP7 nakon lokalne primjene nece imati
negativnih posljedica na kostani metabolizam, ve¢ ¢e potaknuti stvaranje kosti

e BMP2 i BMP7 u in vitro uvjetima povecavaju broj osteoblasta

e BMP2 i BMP7 u in vitro uvjetima povecavaju broj osteoklasta, vjerojatno
mehanizmom neovisnim o katepsinu K i TRAP

e BMP2 i BMP7 povecali su koStani volumen u in vivo uvjetima niske razine
kalciotropnih hormona

e BMP2 povecava koStanu masu uglavnom povecavajuéi broj koStanih gredica u
trabekularnoj kosti

e BMP7 povecava kostanu masu uglavnom povecavajuci debljinu kosStanih gredica u
trabekularnoj kosti

e Ucinci BMP2 i BMP7 na kost nisu isklju¢ivo ograniceni na signalni sustav RANKL —

RANK - OPG
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8. SAZETAK

Utjecaj koStanih morfogenetskih proteina 2 i 7 na volumen kosti u Stakora s uklonjenom

Stitnom i dostitnim Zlijezdama

Kostani morfogenetski proteini (BMP)2 i 7 nakon niza klini¢kih studija odobreni su od
strane FDA za lijeCenje kompliciranih fraktura tibije te za spinalnu fuziju. Nakon lokalne
ugradnje naprave s BMP2 ili 7 manja koli¢ina oslobada se u sistemsku cirkulaciju.

Do sada izravni ucinak oslobodenih molekula BMP2 i 7 na ko$tani metabolizam nije
istrazen. Razvili smo Stakorski model tireoparatireoidektomije (TPTx) sa smanjenom razinom
kalciotropnih hormona na kojem smo testirali sistemski u¢inak BMP2 i 7. Primjenjene doze
BMP2 i 7 odredene su prema objavljenim rezultatima farmakodinamike i otpusStanja s mjesta
lokalne primjene.

TPTx operacija rezultirala je gubitkom koStanog volumena, koji je nadoknaden
primjenom 10-70 pg/kg BMP2 i 10-250 pg/kg BMP7. BMP2 kvalitetnije je nadoknadio broj
trabekula, dok je BMP7 prvenstveno djelovao da debljinu trabekula. In vitro eksperimenti
pokazali su da BMP2 1 7 povecavaju aktivnost i broj osteoblasta 1 osteoklasta kad stanice nisu
u medusobnoj interakciji.

BMP2 1 7 povecavaju koStani volumen u zivotinja bez kalciotropnih hormona, Sto
potvrduje njihov izravan efekt. Zakljucno, BMP2 1 7 koji se otpuste u sistemsku cirkulaciju

nakon lokalne implantacije nec¢e uzrokovati gubitak koStanog volumena.
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9. SUMMARY

Effects of bone morphogenetic protein 2 and 7 on bone volume in rats with removed

thyroid and parathyroid glands

Ivo Dumié-Cule, 2016

BMP2 and 7 are used locally in FDA approved indications including complicated long
bone fractures, non-unions, and spinal fusions. It is unknown whether their systemic release
following a local implantation might impact systemically the bone metabolism. Furthermore,
it is unknown whether systemic BMP effects on bone are direct or mediated by calciotropic
hormones.

Removal of thyroid and parathyroid glands (TPTX) in rats resulted in the decreased
level of calciotropic hormones and afterwards we initiated the treatment with BMP2 or 7. The
administered doses have been calculated according to published bioavailability data from pre-
clinical BMP2 and 7 studies. Additionally, BMP2 and 7 were tested in vitro to estimate their
influence on osteoblast and osteoclast activity.

TPTx resulted in bone loss which was restored by systemic administration of 10-70
ug/kg of BMP2 and all doses of BMP7. BMP2 showed a higher capacity for increasing
trabecular number, while BMP7 augmented trabecular thickness. In vitro experiments
revealed that BMP2 and 7, when uncoupled, increased the number and activity of both
osteoblasts and osteoclasts.

Collectively, locally administered BMP2 and 7 from bone devices might become

partially available in circulation but will not mediate a systemic bone loss.
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