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POPIS OZNAKA I KRATICA

ACL prednja ukrizena sveza (eng., anterior cruciate ligament )

Ad.BMP2 adenovirusni vektor koji eksprimira gen za koStani morfogeni protein -2 (eng.,

adenoviral vector encoding bone morphogenetic protein-2 (Ad. BMP2))

Ad.Luc adenovirusni vektor koji eksprimira gen za luciferazu (eng., adenoviral vector

encoding firefly luciferase reporter gene (AdLuc))

ALP alkalna fosfataza (eng., alkaline phosphatase)

ANOVA test jednosmjerne analize varijance (eng., one-way analysis of variance)
bFGF bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (eng., basic fibroblast growth factor)
BMP kostani morfogenetski protein (eng., bone morphogenic protein)

BMP2 kostani morfogenetski protein 2 (eng., bone morphogenic protein-2)

BMU temeljna viSestani¢na jedinica (eng., basic multicelluar unir)

BSP kostani sijaloprotein (eng., bone sialoprotein)

Ca kalcij

CAR koksakivirus-adenovirus receptor (eng., coxsakievirus-adenovirus receptor)
CD34 eng., Hematopoietic progenitor cell antigen CD34

cDNA komplementarna deoskiribonukleinska kiselina (eng., Deoxyribonucleic acid)
CFU-F fibroblast koji formira kolonije (eng., colony forming unit-fibroblast)

CMV citomegalo virus

COL-I kolagen tip |

CollAl kolegen tipa I alfa 1 (eng., collagen type lalpha 1)

CTGL ¢imbenik rasta tetivnog tkiva (eng., connective tissue growth factor)



DEPC

DMEM
Medium)

DMP-1
DNA
EDTA
ELISA
FBS

FIZ

cijeljenja

GAPDH

dietil-pirokarbonat

Dulbeccov medificirani esencijalni medij (eng., Dullbecco’s Modified Esential

dentin matriks protein 1

deoskiribonukleinska kiselina (eng., Deoxyribonucleic acid)
etilendiamintetraoctena kiselina (eng., ethylenediaminetetraacetic acid)

enzim vezuju¢i imunosorbent test (eng., Enzyme-linked immunosorbent assay)
fetalni govedi serum (eng., Fetal Bovine Serum)

fibrozna interzona, tj. granulacijsko tkivo u podruéju kostano-tetivnog

gliceraldehid 3-fosfat ,domacdinski“ gen (eng., housekeepinggene

gliceraldehid-3-fosfat)

GDF
GFP
HEK 293
HGP
IL-1
IL-11
IL-18
IL-6

ISCT
Terapy)

La

MAPK

faktor rasta i diferencijacije (eng., Growth differentiation factor)

zeleno fluorescentni protein (eng., green fluerescent protein)

humane embrionalne stanice 293 (eng., Human embryonic kidney cells 293)
eng., Human Genome Project

interleukin 1

interleukin 11

interleukin 18

interleukin 6

Udruzenje za stani¢nu terapiju (eng., International Society for Cellular

lantan

mitogen aktivirajuca protein kinaza (eng., mitogen-activated protein kinase)



MIF
MSC
OA

Osx
PBS
PDGFRa
PFU
PRP
qPCR
RFP
RNA
RUNX2
SIP
TDSCs
TGF-p
TNF-a

VEGF

factor)

oaMEM

Mullerov inhibirajuci ¢imbenik (eng., Miillerian-inhibiting factor)
mezemhimske mati¢ne stanice (eng., mesenchymal stem cells)
degenerativna bolest zgloba, tj. osteoarthritis

osteoblast specifi¢ni transkripcijski faktor Osterix

fosfatni pufer (eng., Phosphate-buffered saline)

eng., Platelet-derived growth factor receptor alpha

plak formirajuca jedinica (eng., plague forming unit)

plazma bogata tromcocitima (eng., platelet rich plasma)
kvantitativni PCR

crveno fluoresentni protein (eng., red fluerescent protein)
ribonukleinska kiselina (eng., Ribonucleic acid)

eng., runt related transcription factor 2

eng., Smad interecting protein

tetivne mezenhimske stanice (eng., tendon-derived stem cells)
transformiraju¢i ¢imbenik rasta  (eng., transforming growth factor beta)
tumor nekrotiziraju¢i Cimbenik a (eng., tumor necrosis factor a)

krvozilni endotelijalni ¢imbenik rasta (eng., vascular endothelial growth

o modifikacija minimalnog esencijalnog medija (eng., Minimum Essential

Medium Eagle Alpha Modificatio)



1. UVOD

1.1. Problem koStano-tetivnog cijeljenja prednje ukriZene sveze

Prednja ukrizena sveza (eng., anterior cruciate ligament — ACL) jedna je od Cetiriju najveéih
sveza u koljenu. Osigurava kontakt izmedu natkoljeni¢ne i potkoljeni¢ne kosti, stabilnost
koljenskog zgloba i1 ogranicava rotacije prilikom kretnji. Djeluje kao primarni stabilizator
koljena za sprjeCavanje prekomjerne prednje translacije potkoljenice i sekundarni stabilizator
koljena za sprjecavanje prekomjerne rotacije potkoljenice prilikom valgus i varus stresa
koljena. Sastavljena je od dva snopa, anteromedijalnog 1 posterolateralnog (1), koji unutar

zgloba djelomicno rotiraju jedan oko drugoga (Slika 1.).

Slika 1. Artroskopski prikaz oba snopa prednje ukriZene sveze pri 90° fleksije koljena.
AM oznaava anteromedijalni snop, a PL posterolateralni snop. Preuzeto (uz dozvolu) iz

Specijalne bolnice ,,Sveta Katarina®“, Zabok.



Kod ispruzenog (ekstendiranog) koljena prednji dio anteromedijalnog snopa ogranicava
daljnje ispruzanje zbog sudara s krovom interkondilarne jame. Pri savijanju (fleksiji) koljena
oba snopa rotiraju jedan oko drugog tako da je posterolateralni snop ispod anteromedijalnog.
Radi se relativno ¢vrstoj svezi. Sila koju ACL moze izdrzati iznosi 2160 N uz moguénost
istezanja od 20%. Prilikom pasivnih pokreta koljena sila na ACL iznosi 100 N, 400 N pri
hodanju pa sve do 1700 N pri naporu (2). Ozljede ACL-a obuhvacaju velik postotak svih
ozljeda koljenskog zgloba. Rezultat su rotacijskih ili hiperekstenzijskih trauma. Ucestalost
ozljeda ACL-a je 30 slucajeva godiSnje na 100 000 stanovnika. Samo u Sjedinjenim
Americkim Drzavama godisnje biljezi se 200 000 novih slucajeva puknuca prednje ukrizene
sveze (3). Ozljede se najces¢e dogadaju prilikom sportske aktivnosti i ponajprije pogadaju
mladu, radnu 1 aktivnu populaciju. Predisponiraju¢i ¢imbenici za ozljedu ACL-a ukljucuju
neuromi$iéne 1 biomehani¢ke abnormalnosti (4), mutaciju gena za stvaranje kolagena (5),
utjecaj Zenskih spolnih hormona (6), prirodenu hipermobilnost zglobova (7) 1 utjecaj

individualne specifi¢nosti grade koljena (8).

Za razliku od izvanzglobnih ligamenata (medijalne i lateralne kolateralne sveze), prednja
ukrizena sveza pokazuje malu sposobnost spontanog cijeljenja (9). Tijekom ozljede ACL-a
dolazi i do pucanja tanke sinovijalne ovojnice koja je okruzuje. Medusobno mijeSanje krvi i
sinovijalne teku¢ine rezultira usporenim i minimalnim stvaranjem hematoma na mjestu
puknuca, a time dovodi do sprje¢avanja nakupljanja ¢imbenika odgovornih za cijeljenje (10).
Usprkos unutarzglobnom krvarenju koje nastaje nakon puknu¢a ACL-a, u podru¢ju puknuca
ne dolazi do nastanka fibrinskog ugruska, tj. u¢vrS¢ivanja trombocitnog ugruSka pomocu
fibrinskih vlakana te daljnjeg cijeljenja. Objasnjenje je da cirkuliraju¢i unutarzglobni plazmin
razgraduje fibrinski ugrusak. U slucaju ozljede zglobova, uz prisutno unutarzglobno
krvarenje, stvaranje plazmina, od strane sinovijalne ovojnice, pojacano je pod utjecajem
urokinaze plazminogen aktivatora. Klini¢ka prednost tog mehanizma je sprjecavanje
stvaranja oziljaka unutar zgloba, a time 1 ograniCenja pokreta. Nazalost, mana je
nemogucnost primarnog cijeljenja puknuca unutarzglobnih ligamenata poput ACL-a (11).
Utjecuéi na kinematiku 1 na stabilnost koljenskog zgloba, puknuée ACL-a, osim
medicinskog, ima 1 vaZno socio-ekonomsko znaenje. Nelije¢eno puknuc¢e ACL-a &ini
koljenski zglob nestabilnim uslijed prednjeg pomaka potkoljeni¢ne kosti (Slika 2.), a to
smanjuje mogucnost tjelesne aktivnosti, povecava rizik od novih ozljeda te ubrzava razvoj

degenerativnih promjena, odnosno osteoartritisa (OA) koljena (12).



Slika 2. Prednji pomak potkoljeni¢ne kosti u odnosu na bedrenu kost unutar koljenskog

zgloba.

Plava zvjezdica oznacava bedrenu kost, crvena zvjezdica potkoljeni¢nu kost, a crvena strelica
pomak. Pomak od 5 mm nastao je uslijed nedostatka ACL-a; prikazan je magnetskom

rezonancom. Preuzeto (uz dozvolu) iz Specijalne bolnice ,,Sveta Katarina®, Zabok.

Lijecenje puknu¢a ACL-a u mladih osoba uglavnom je operacijsko. Tijekom jedne godine
samo u SAD-u izvrSi se preko 100 000 operacijskih rekonstrukcija ACL-a. Prvi opis
operacijskog lijeCenja ACL-a datira jo$ iz 1900. godine kada je Battle prvi put izvijestio o
rekonstrukciji ACL-a ucinjenoj dvije godine ranije ne navode¢i podrobnije samu tehniku
operacije (13). Razvojem operacijske tehnike i tehnologije, operacije postaju sve manje
invazivne i1 sve viSe anatomske. Danas prevladavaju dvije minimalno invazivne operacijske
metode. Citava operacija izvodi se artroskopski pri ¢emu se koljeno ne otvara, veé se

operacijski zahvat izvr$i kroz nekoliko malih rezova pomocu specijalne, 4,5 mm Siroke,



kamere (tzv. artroskopa). Tijek operacije prati se na zaslonu. Obje tehnike kao presadak
koriste tkivo samog pacijenta (tzv. autologno tkivo) u svrhu rekonstrukcije ligamenta. Kod
prve tehnike koristi se srednja tre¢ina patelarnog ligamenta, a kod druge tetive natkoljenih
misica (u pravilu mi$iéi gracilisa i semitendinozusa). Po pripremi i izmjeri promjera presatka
pristupa se busSenju kostanih tunela u bedrenoj i potkoljeni¢noj kosti na mjestima pripoja
puknute prednje ukrizene sveze. Bez obzira koja se operacijska metoda koristi potrebno je
uvodenje 1 ucvrSéivanje presatka kroz ranije probusene tunele u potkoljeni¢noj i

natkoljeni¢noj kosti.

Prirodno mjesto kojim se tetive i ligamenti hvataju na kost nazivamo entezom. Radi se o
visoko specijaliziranom podrucju koje prenosi stres izmedu kosti i ligamenta. Opisana su dva
razliCita tipa hvatiSta: indirektna (fibrozna) i direktna (fibrohrskavicna) (14). Razlika je u

prisustvu hrskavi¢nog tkiva unutar samog hvatista, odnosno, insercije.

ACL se pripaja direktnim hvatiStem i sadrzi Cetiri histoloski razli¢ite zone: 1) ligament, 2)

nekalcificiranu fibrohrskavicu, 3) kalcificiranu fibrohrskavicu i 4) kost (15).

U slucaju rekonstrukcije prednje ukrizene sveze, idealni presadak trebao bi posjedovati

mikroskopsku strukturu i biomehanicke karakteristike, $to sli¢nije prirodnoj svezi.

Medutim, uvodenjem tetive kroz koStane tunele, tijekom rekonstrukcije prednje ukrizene
sveze, stvaraju se dvije situacije koje odudaraju od prirodnih odnosa. Prva je ta da tetiva
zamjenjuje ligament te mora pro¢i proces ligamentizacije, tj. postati strukturom 1 funkcijom
Sto sli¢nija prednjoj ukrizenoj svezi. Druga je ta da umjesto prirodnog pripoja tetive na
povrsini kosti o¢ekujemo da tetivni presadak zacijeli u umjetno stvorenim kostanim tunelima,
a kako bi to bilo moguce, potrebno je posti¢i stabilnost presatka unutar koStanih tunela.
Tijekom operacije, nakon uvodenja presatka, mehanicki ga stabiliziramo pomocu razli¢itih
ortopedskih implantata. Takvi implantati omogucuju mehanicku stabilizaciju te osiguravaju
kostano-tetivno cijeljenje 1 stvaranje bioloSke stabilnosti. Stvaranje bioloSke stabilnosti, tj.
koStano-tetivno cijeljenje, zahtijeva vremenski period od nekoliko mjeseci. Implantati su u
ve¢ini slucajeva bioresorptivni te bioloska stabilnost postepeno nadomjeSta mehanicku.
Proces koStano-tetivnog cijeljenja zapoc€inje stvaranjem fibrozne interzone (FIZ) u podrucju
izmedu tetive 1 kosti. FIZ je granulacijsko tkivo bogato krvnim Zilama i stanicama, a gradeno
je od kratkih neorganiziranih kolagenskih vlakana. Susjedna kost se intenzivno pregraduje i
djelomi¢no resorbira uz zamjensko apozicijsko stvaranje spongiozne (spuZzvaste) kosti.

Unutar pocetnih 12 tjedana, u pocetku neorganizirano vezivno tkivo FIZ-a, usmjerava se
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popre¢no. Novonastali poprecni kolagenski mostovi povezuju tetivu i kost. Izvanstani¢na tvar
FIZ-a okoStava te kost urasta u vanjski dio tetive. Uspostavljanjem kontinuiteta kolagenskih
vlakana izmedu tetive i1 kosti (nalik na Sharpeyjeva vlakna), uspostavlja se tetivno-kostani
spoj (16-20). Potrebno je naglasiti da kosStano-tetivno cijeljenje nije isto u svim podrucjima.
Podrucje tunela udaljeno od zgloba sklonije je stvaranju indirektnih hvatista, a podrucje blize

zglobu direktnih (21).

Ranije opisani proces koStano-tetivnog cijeljenja, nazalost, relativno Cesto bude usporen i

nepotpun te zavrSava djelomicnim rastapanjem okolne kosti uz proSirenje kosStanih tunela

(eng., tunnel widening) (Slika 3.).

Slika 3. ProSirenja koStanih tunela prikazano kompjuteriziranom tomografijom.

Plava strelica oznaCava podrucje proSirenja koStanog tunela, a crvena strelica oznafava
resorptivni vijak u potkoljeni¢noj kosti (oznaceno crvenom zvijezdicom). Plava zvjezdica

oznacava bedrenu kost. Preuzeto (uz dozvolu) iz Specijalne bolnice ,,Sveta Katarina“, Zabok.

Mehanizmi kojim nastaju proSirenja tunela nisu sasvim razjasnjeni. Mozemo ih podijeliti na

mehanicke 1 bioloske. Moguéi mehanicki uzroci proSirenja tunela su: 1) manji pomaci
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izmedu presatka i tunela, 2) nepravilan prijenos opterecenja na presadak, 3) loSa ucvrs¢ivanja
presatka, 4) nepravilan polozaj tunela 1 5) previSe agresivna rehabilitacija (22-25). Kao
bioloski uzroci navode se: 1) citokinima posredovana nespecificna upalna reakcija, 2)
imunoloski odgovor na strano tijelo i 3) smrt stanica prouzrofena poviSenjem temperature

zbog busenja kosti ili toksi¢nim produktima (etilen, oksid, metal, itd.) (26).

Problem proSirenja tunela sam po sebi ne utjeCe na stabilnost koljena. On postaje vazan
prilikom ponovnog oste¢enja rekonstruiranog ACL-a. Puknuée presatka zahtijeva u vecini
slucajeva ponovnu rekonstrukciju. Reoperacija nakon ozljede rekonstruiranog ACL-a,
tehnicki je znacajno teza u odnosu na prvu operaciju. Cilj je novi presadak postaviti u
anatomski polozaj u kojem sada postoje veca ili manja kosStana oStec¢enja. ProSirenje kostanog
kanala kompromitira polozaj novog presatka te otezava ucvrs$éivanje i cijeljenje. Mjerenje
polozaja i Sirine femoralnog 1 tibijalnog kosStanog tunela sastavni su dio prijeoperacijskog
plana revizije ACL-a. Sirina presatka anatomski je ograni¢ena. U slu¢aju prosirenja kostanih
tunela iznad 16 mm, a Sto je dvostruka prosjecna Sirina koStanih tunela tijekom primarne
rekonstrukcije ACL-a, potrebna je operacija u dva akta (27). U prvom aktu odstrani se raniji
ucvrséujuéi materijal, ,,ociste* tuneli unutar kosti kroz koje je prolazio presadak te se tuneli
ispune autolognom spongioznom kosti (Slika 4.). Nakon nekoliko mjeseci, a po inkorporaciji

kostanih presadaka, pristupa se reviziji ACL-a.



Slika 4. Prikaz artroskopskog umetanja autologne kosti u koStani tunel tijekom prvog

akta revizije puknuca prednje ukriZene sveze.

Strelica oznacuje autolognu kost, a zvjezdica kosStani tunel u medijalnom kondilu bedrene

kosti. Preuzeto (uz dozvolu) iz Specijalne bolnice ,,Sveta Katarina®, Zabok.

1.2. Moguénosti poboljsanja koStano-tetivnog cijeljenja

Ideja da osteceno tkivo miSiéno-kostanog sustava obnovimo prirodnim procesima cijeljenja,
umjesto da ga se operacijski zamijeni, potaknula je 1 primjenu razliCitih strategija
regenerativne medicine 1 tkivnog inZenjeringa u ortopediji (28, 29). Cilj primjene metoda
regenerativne medicine 1 tkivnog inzenjeringa jest poticanje i1 pojaCavanje prirodnih
mehanizama cijeljenja. S konacnim ciljem poboljSanja ¢vrstoc¢e podrucja tetivno-koStanog
spoja unutar kosStanog tunela te sprjecavanja proSirenja kostanih tunela, odnosno poboljSanja

kosStano-tetivnog cijeljenja, istrazivane su razliCite bioloSke regenerativne strategije.



Regenerativna medicina poc¢iva na medudjelovanju stanica i bioloskih stimulansa te nosaca
koji ih drZe na istom mjestu. Strategije poboljSanja koStano-tetivnog cijeljenja baziraju se na
istim principima, a mogli bi ih podijeliti u 7 razlic¢itih strategija: 1) dodatak ¢imbenika rasta,
2) korisStenje biomaterijala, 3) koristenje progenitornih stanica, 4) primjena genske terapije, 5)
koristenje autolognog tkiva, 6) biofizicki utjecaji na mjesto cijeljenja te 7) farmakoloski

pripravci (30).

Wen 1 suradnici istrazivali su na odraslim zecevima osteokonduktivno (proces u kojem
transplantat sluzi samo kao nosa¢ za odlaganje novonastale kosti) i resorptivno svojstvo
kalcij-fosfatnog cementa primijenjenog u podrucju koStano-tetivnog cijeljenja nakon
rekonstrukcije ACL-a. Studija je pokazala povecanje ¢vrsto¢e u podrucju kostano-tetivnog
spoja unutar tunela, 6 1 12 tjedana nakon operacijskog zahvata (31). Mayer 1 suradnici
istrazivali su utjecaj mikroporoznih beta trikalcijfosfatnih umetaka na ¢vrsto¢u u podrucju
kostano-tetivnog spoja nakon rekonstrukcije ACL-a u goveda. Rezultati istrazivanja pokazali
su usporedivu ¢vrstoCu, tzv. press fit tehnike ucvrS¢ivanja koStano-tetivnog presatka
(presadak je nesSto ve¢i od koStanog tunela) uz dodatak mikroporoznih beta trikalcij fosfatnih
umetaka u odnosu na uc¢vrs¢ivanje metalnim implantatom (32). Lui i suradnici istrazivali su
na Stakorima utjecaj primjene tetivnih mezenhimskih stanica (eng., tendon-derived stem cells
(TDSCs)) 1 ¢imbenika rasta tetivnog tkiva (eng., connective tissue growth factor — CTGL) na
osteointegraciju i remodeliranje ACL presatka te utvrdili poboljSano rano cijeljenje unutar 6
tjedana (33). Nekoliko istrazivanja bilo je usmjereno na utjecaj plazme bogate trombocitima
(eng., platelet rich plasma — PRP), na pregradnju i osteointegraciju presatka. Rezultati su
ukazali na sigurnost primjene te na mogucée poboljSanje cijeljenja, ali bez znacajnih

kratkotrajnih funkcionalnih rezultata (34-37).

Chen 1 suradnici istrazivali su na ljudima utjecaj omatanja presatka ACL-a pokosnicom u
svrhu poboljSanja tetivno-koStanog cijeljenja. Unutrasnji sloj pokosnice bogat je
multipotentnim mesodermalnim stanicama. Rezultati istraZzivanja pokazali su poboljSanje
tetivno-koStanog cijeljenja te smanjenje proSirenja koStanih tunela u odnosu na kontrolnu

skupinu (38).

Dong i suradnici na zeevima su istrazivali utjecaj primjene mezenhimskih stanica iz koStane
stzi (eng., bone marrow-derived mesenchymal stem cells) transduciranih koStanim
morfogenetskim proteinom 2 (eng., bone morphognic protein -2 — i BMP2) na koStano-

tetivno cijeljenje. Rezultati istrazivanja ukazali su na poboljSanje biomehanickih svojstava



presatka u koStanom tunelu. HistoloSke promjene obuhvacale su: povecanje broja okomitih
kolagenskih vlakana izmedu kosti i1 tetive, proliferaciju stanica nalik hondrocitima te

proliferaciju vezivno-hrskavi¢nog tkiva (39).

Klju¢ uspjesnosti regenerativne medicine lezi u medudjelovanju progenitornih stanica,
bioloskih signala i okruzenja gdje se nalaze (40). Sposobnost nediferenciranih mezenhimskih
matiCnih stanica (eng., mesenchymal stem cells — MSC) da se u odgovaraju¢im uvjetima uz
odgovaraju¢e bioloske signale diferenciraju, prometnula ih je u najceS¢e KkoriStene
progenitorne stanice regenerativne medicine (41). Kao izvor MSC-a koriStena su razlicita
tkiva (42-44). Nakon primarne izolacije iz koStane srzi (45), MSC su kasnije uspjesno
izolirane iz razli¢itih fetalnih tkiva, kao 1 iz tkiva odraslih osoba. Dokazano je da MSC
razliCitih ljudskih tkiva imaju sposobnost osteoindukcije. Ta tkiva ukljucuju: trabekularnu
kost (46), masno tkivo (47), misi¢no tkivo (48), kozu (49), pokosnicu (48), sinovijalnu
membranu (50), mlije¢ne zube (51), pupCanu vrpcu (52), placentu (53) i amnijsku tekucinu

(54).

Proucavanjem nastanka heterotopickih misi¢nih okosStavanja (55), kao i bolesti progresivne
okostavajuce fibrodisplazije (56), otkrivena je znacajna sposobnost stvaranja kosti od strane
ljudskih miSic¢a. MiSi¢no tkivo sadrzi razli¢ite populacije progenitornih stanica: satelitske
stanice, ne-satelitske mezenhimske stanice i perivaskularne stanice. Glavnu ulogu u stvaranju

kosti imaju ne-satelitske mezenhimske stanice 1 perivaskularne stanice (57).

Tijekom rekonstrukcije ACL-a, a prilikom obrade tetiva za presadak, na miSi¢nom kraju
uvijek zaostaje dio miSi¢nog tkiva koji se uobi€ajeno odstranjuje i baca (Slika 5.). U skladu s
principima regenerativne medicine, miSi¢ni kraj presatka mogao bi se sacuvati i iskoristiti

kao 1zvor progenitornih stanica (58).



Slika 5. Zaostalo miSi¢no tkivo na tetivama miSi¢a gracilisa i semitendinosusa koje se
tijekom pripreme presatka za rekonstrukciju prednje ukriZene sveze rutinski

odstranjuje i baca.

Crvenom elipsom zaokruzeno je zaostalo miSi¢no tkivo, plavom strelicom oznacena je tetiva
miSi¢a gracilisa, a crvenom, tetiva miSia semiteninosusa. Preuzeto (uz dozvolu) iz:

Specijalne bolnice ,,Sveta Katarina®, Zabok.

1.3. Okostavanje, koStano cijeljenje i koStana pregradnja

Okostavanje, tj. osifikacija je proces stvaranja kostanog tkiva koji pocinje u drugom mjesecu
embrionalnog razvoja, a ukljucuje dva dominantna nac¢ina okos$tavanja: 1. endohondralno i 2.
intramembransko (59). Endohondralno okostavanje je okoStavanje uglavnom dugih i kratkih
kosti koje se odvija na osnovi njihovih hrskavicnih modela postupnom zamjenom
hrskavicnoga tkiva koStanim (60). Intrarmembransko okoStavanje je uglavnom okoStavanje
plocastih kosti (kosti lica, kosti lubanje i kljucne kosti) koje se odvija na membranskoj osnovi
diferencijacijom osteoblasta iz mezenhimnih stanica i odlaganjem koStanoga matriksa (61).
Tijekom intramembranskog okoStavanja, grupa mezenhimalnih stanica pod utjecajem
lokalnih faktora rasta formira buduce osifikacijske centre u dobro vaskulariziranom podrucju

embrionalnog vezivnog tkiva, a gdje postepeno diferenciraju u preosteoblaste, iz kojih
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nastaju zreli osteoblasti. Na oba nacina najprije nastaje primarno (nezrelo) kostano tkivo koje

se ubrzo zamjenjuje sekundarnim, zrelim ili lameliranim kosStanim tkivom.

Enhondralnim okoStavanjem nastaje velik broj dugih i kratkih kostiju skeleta. Proces
zapocinje u drugom mjesecu embrionalnog razvoja i traje do 25 godine zivota. Obrazac po
kojem ¢e se razviti kostur reguliran je brojim molekulskim mehanizmima koji jo§ nisu
dovoljno razjasnjeni, a podrazumijeva odredivanje polozaja, broja, veli¢ine 1 oblika pojedinih
elemenata skeleta. Pod utjecajem lokalnih faktora rasta, embrionalne mezenhimske stanice
migriraju u podru¢je predodredeno za nastanak kosti gdje formiraju prehrskavicne
kondenzacije (62). Stvaranje prehrskavicne kondenzacije slijedi diferencijacija mezenhimskih
stanica u prehondroblaste, a nakon toga u hondroblaste. Hondroblasti izlucuju izvanstani¢ni
matriks koji ih s vremenom okruZzuje u tzv. lakune. SmjeSteni unutar lakuna, hondroblasti
postaju hondrociti koji nastavljaju proliferirati neko vrijeme i tako proizvode hrskavicu (62).
Tijekom definiranja hrskavicnog oblika, kosti hondrociti prolaze stadije marginalne
proliferacije, centalne maturacije, hipertrofije i apoptoze. Hrskavicni model obavijen je
perihondrijem, tj. ovojnicom od gustog, formiranog vezivnog tkiva koje sastoji se od dva
sloja. Vanjski, fibrozni sloj sastavljen je pretezno od vlakana, a unutarnji, kambijski sloj
izgraden je pretezno od vezivnih stanica. Podru¢je u dijafizi gdje zapocinje okoStavanje
unutar hrskavicnog modela zove se primarno srediSte okoStavanja. Proces zapocinje
invazijom perihondrija, koji okruzuje hrskavi¢nu osnovu, krvnim Zilama i razvitkom periosta.
Krvne zile iz periosta invadiraju hrskavicu pod utjecajem vaskularnog endotelnog faktora
rasta (eng. vascular endothelial growth factor (VEGF)) iz hipertrofi¢nih hondrocita te dolazi
do naseljavanja osteoblasta i osteoklasta uz stvaranje nove kosti (63). OkoStavanje se Siri
prema krajevima kostiju. Pojavljuju se sekundarni centri okoStavanja u epifizama dugih
kostiju te izmedu njih 1 proSirenog primarnog centra okoStavanja ostaje hrskavi¢na zona koja
se naziva ploca rasta. PloCa rasta duge kosti odgovorna je za postnatalni longitudinalni rast
kostiju (64). Kada kostano tkivo u podruc¢ju sekundarnih centara okoStavanja u potpunosti
ispuni epifizu, hrskavica ostaje na samo dva mjesta: a) zglobna hrskavica koja traje cijeli
zivot 1 b) epifizna hrskavica ili ploc¢a rasta koja odgovara za rast kostiju u duljinu do
zavrietka rasta. Sirenje primarnog sredista okostavanja prati i Sirenje periostalnog kostanog
ovratnika (periostalno, tj. dezmogeno okoStavanje), koji takoder raste prema epifizama (65).
Novostvorena kost stvara tunele oko krvnih zila, a nove se koStane lamele dodaju koStanom
tkivu uzrokujuéi rast kosti u Sirinu. Paralelno s procesom okoStavanja propada hijalina

hrskavica: hondrociti epifizne hrskavice proliferiraju (na epifiznoj strani ploce), a
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istovremeno propadaju na dijafiznoj strani ploce. Na ostacima hrskavice osteoblasti odlazu
kostanu medustani¢nu tvar. Prvobitno nastalu kost zovemo primarna (nezrela, vlaknasta,
fibrozna ) kost, a karakterizira je nepravilan raspored kolagenih vlakana i veéi broj osteocita
(65). Nepravilan raspored kolagenih vlakana povecava fleksibilnost, ali ujedno i smanjuje
¢vrstocu, tj. mehanicku stabilnost kosti. Fibrozna ili nezrela kost nastaje kada se kost ubrzano
stvara tijekom razvoja, ali i u nekih stanja koja poti¢u stvaranje kosti (npr. frakturni kalus,
fibrozna displazija, hiperparatireoidizam). Normalno, primarnu kost u odrasloj dobi nalazimo
u podrucju tzv. kostanih Savova. Tijekom odrastanja primarnu kost zamjenjuje sekundarna
(zrela, lamelarna) koja ima kolagena vlakna poredana u lamele orijentirane ovisno o smjeru
mahanickog opterecenja. Takva kost je ¢vrsca, ali smanjene savitljivosti u odnosu na nezrelu

primarnu kost (65).

Gledano biomehani¢ki kost je specifican materijal s jedinstvenom sposobnoSéu
samoobnavljanja. Tijekom preopterecenja, ukoliko sila prevlada mehani¢ku ¢vrstocu kosti,
dolazi do prijeloma, nakon ¢ega slijedi koStano cijeljenje 1 uspostava prvobitne funkcije kosti.
Samo kostano cijeljenje sloZen je fizioloski proces koji podrazumijeva uskladeno djelovanje
veceg broja stanica i njihovih prekursora. Za razliku od mnogih drugih tkiva koja cijele
oziljkom, kost cijeli potpunom obnovom jednakovrijednog kosStanog tkiva (lat. restitutio ad
integrum). KoStano cijeljenje mozemo podijeliti na: 1. primarno (direktno, angiogeno) 1 2.

sekundarno. Kojim ¢e putem krenuti cijeljenje, ovisi o mirovanju kosStanih ulomaka (66).

Primarno kostano cijeljenje moguce je samo u prisutnosti savrSene apozicije (prilijeganja)
frakturnih ulomaka 1 rigidne fiksacije (apsolutnog mirovanja) unutar prijelomne pukotine. Na
mjestu kontakta koStanih ulomaka dolazi do prodiranja Haversovih kanala duz longitudinalne
osi kosti. Nove krvne Zile 1 osteoblasti deponiraju osteoid unutar prijelomne pukotine tijekom
prvih osam dana fiksacije bez prethodne resorpcije osteoklastima. Lamelarna kost koja se tu
stvara, usmjerena je pod pravim kutom na longitudinalnu os kosti, a aksijalno orijentirani
osteoni premoscuju novostvoreni osteoid tijekom remodeliranja. Rast sekundarnih osteona
zapocinje otprilike nakon cetiri tjedna po zavrSetku “CiS¢enja” nekroti¢nog tkiva nastalog na

mjestu prijeloma (66).

Sekundarno kostano cijeljenje, tj. cijeljenje posredovano stvaranjem kalusa, prirodno je
cijeljenje prijeloma, a ukljucuje reakciju kosti, periosta i okolnoga mekog tkiva uz
dominantan utjecaj periosta (periostealno cijeljenje). U podrucju periosta, osteoprogenitorne i

nediferencirane mezinhimalne stanice pokrecu proces intrarmembranoznog 1 endohondralnog
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okostavanja stvaranjem kalusa. Kost stvorenu intrarmebranoznim okoStavanjem nalazimo u
perifernom dijelu prijeloma s razvojem tzv. tvrdog kalusa, dok kost stvorenu

endohondralnim okoStavanjem, nalazimo unutar prijelomne pukotine (66).

Kost je dinamicko tkivo u stalnoj mijeni. U zreloj Zivotnoj dobi dominantan proces koji to
omogucava jest koStana pregradnja (eng., bone remodeling). KoStana pregradnja predstavlja
fizioloSki proces razgradnje i ponovnog odlaganja koStanog matriksa radi obnove koStane
strukture 1 funkcijske prilagodbe mehanickom opterecenju zdrave kosti. KosStana pregradnja
ukljucuje kontinuirano odstranjene manjih dijelova stare kosti, zamjenu iste novostvorenom
izvanstanicnom tvari te konacno stvaranje novog koStanog tkiva mineralizacijom
novostvorenog matriksa. Normalna pregradnja kosti neophodna je za cijeljenje prijeloma,

prilagodbu kosti na mehanicko opterecenje te homeostazu kalcija u organizmu (67).

Mjesta pregradnje nasumicno su razmjeStena unutar kosti, ali i usmjerena na podrucja koja
zahtijevaju regeneriranje osteCene kosti (68). Cetiri osnovne vrste kostanih stanica su:
osteoblasti, osteoklasti, osteociti i pokrovne stanice. Medusobno udruzene, one Cine temeljne
viSestani¢ne jedinice (engl., basic multicelluar unit — BMU). Uravnotezeno medudjelovanje
Cetiri osnovne vrste koStanih stanica kljuéno je za uspje$nu koStanu pregradnju i odrzavanje

integriteta kosti.

Osteoblasti su stanice kuboidnog oblika, lokalizirane su uzduz koStanih povrsina, ¢ine 4% do
6% stanica prisutnih unutar kosti, stvaraju organsku koStanu izvanstani¢nu tvar 1 pomazu u
mineralizaciji (69,70). To su stanice mezenhimskog podrijetla, a razvijaju se iz
multipotentnih zametnih stanica koStane srzi. Razvoj osteoblasta zahtijeva izraZenost
specificnih  gena, slijede¢i vremenski programirane korake, ukljucuju¢i koStane
morfogenetske proteine i ¢lanove WNT signalnog puta (71). Izrazenost transkripcijskog
¢imbenika RUNX2 (eng., Runt related transcription factor 2) smatra se kljutnom za
diferencijaciju osteoblasta (72) te ujedno pojacava izraZenost uz osteoblast povezanih gena:
kolagen tip 1 alfa 1 (eng., collagen type I alphal — CollAl), alkalnu fosfatazu (eng., alkaline
phosphatase — ALP), koStanog sijaloproteina (eng., bone sialoprotein — BSP) 1 osteokalcina

(eng., osteocalcin OCN) (73).

Jednom kad se stvori dovoljno progenitora osteoblasta koji pokazuju izrazenost RUNX2,
transkripcijskog ¢imbenika DLX5 (engl., distal-less homeobox 5 gene) 1 CollAl, zapoCinje
faza proliferacije osteoblasta. U toj fazi progenitori osteoblasta iskazuju aktivnost ALP-a i

smatramo ih preosteoblastima (74). Tranzicija preosteoblasta u zrele osteoblaste
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okarakterizirana je pojaCanom izrazenosti osteoblast specifi¢nog transkripcijskog faktora
Osterix (Osx) te ujedno i lucenjem matriks koStanih proteina - osteokalcina, koStanog

sijaloproteina i kolagena tip I (75).

Sinteza kosStanog matriksa putem osteoblasta odvija se u dva glavna koraka. To su odlaganje
kostane izvanstani¢ne tvari i njena kasnija mineralizacija. Tijekom faze odlaganja koStane
izvanstanicne tvari, osteoblasti luce uglavnom kolagen tip I, nekolagene proteine
(osteokalcin, osteonektin, koStani sijaloprotein i osteopontin) i proteoglikane koji zajedno
¢ine kostanu organsku izvanstani¢nu tvar. Faza mineralizacije je dobro orkestrirani proces
tijekom kojeg se u organsku koStanu izvanstani¢nu tvar odlazu kristali kalcijeva fosfata.
Nakon S$to osteoblasti sazriju, slijedi njihova apoptoza ili oni postaju osteociti, odnosno
pokrovne stanice (74). Osteoklasti su jedinstveni tip egzokrinih stanica koje imaju sposobnost
razgraditi kost otapaju¢i koStane minerale te enzimski razgraduju¢i proteine izvanstanic¢ne
tvari (76). Osteociti su terminalno diferencirane stanice nastale iz osteoblasta, a djeluju kao
senzori mehanic¢kih promjena unutar kosti na temelju kojih se regulira aktivnost osteoklasta i
osteoblasta (77). Pokrovne stanice imaju specificnu ulogu u povezivanju kostane resorpcije sa

stvaranjem kosti (78) te moguc¢em mehanickom definiranju podrucja kostane pregradnje (79).

Kostanu pregradnju mozemo podijeliti u Sest povezanih faza — mirovanje, aktivacija,
resorpcija, reverzna faza, faza stvaranja te zavrSna faza. U fazi mirovanja kost miruje. Jos
uvijek nisu poznati svi mehanizmi koji pokrec¢u fazu aktivacije, a prvi opazaj je povlacenje
pokrovnih stanica. Slijedi razgradnja endostealne membrane ¢ime se otvara prostor
osteoklastima. Kljuéni trenutak aktivacije jest pokretanje jednostani¢nih monocitno-
makrofagnih stanica iz cirkulacije (80). Njihovim stapanjem nastaju zreli osteoklasti s
nekoliko desetaka stanicnih jezgara. U fazi resorpcije koja traje oko 3 tjedna, osteoklasti se uz
pomo¢ povrsinskih vezujuéih integrinskih proteinskih receptora ¢vrsto prihvacaju uz kostanu
matricu stvaraju¢i dobro zabrtvljeno podrucje (engl., sealing zone) u kojem povrSina
osteoklasta postaje nalik cetki (engl., ruffled border). Time je osteoklastu povecana
mogucnost sekrecije enzima, ali i resorpcije razgradenog sadrzaja. Izlu¢eni enzimi razgraduju
kost (katepsin K, kisela fosfataza otporna na tartarat, metaloproteinaza 9 1 Zelatinaza).
Olaksanu mobilizaciju minerala u zabrtvljenom podru¢ju omoguéuje kiselost podrucja s pH
oko 4,5 koji nastaje djelovanjem V-ATPa za protonske pumpe te koncentriranjem kloridnih
iona na mjestu resorpcije. Nakon mobilizacije minerala unutar zabrtvljenog podruc¢ja enzimi
razgraduju koStanu matricu. Resorptivna faza zavrSava apoptozom osteoklasta nakon Cega

ostaju resorptivne udubine (Howshipove lakune, Haversovi kanali) ispunjene
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mononuklearnim stanicama, uklju¢ujuc¢i monocite, osteocite oslobodene razgradnjom kosti i

preosteoblaste.

Reverznom fazom zapocinje stvaranje kosti. Traje priblizno 3 do 4 mjeseca. Osteoblasti kao
jedinstvene stanice koje imaju sposobnost izgradnje kosti pod kontrolom su ¢imbenika
rasta/citokina i izrazenosti specifi¢nih transkripcijskih faktora (81,82). One sintetiziraju novu
organsku tvar i1 reguliraju mineralizaciju otpustajuc¢i ekskrecijske vezikule. Uz kolagen tipa I
mogu sintetizirati 1 razli¢ite nekolagene bjelancevine poput fosfoproteina, pirofosfata,
kostanih Gla proteina (eng., bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein), osteokalcina,
proteolipida i alkalne fosfataze. U zavr$noj fazi mineralizira se organska tvar uglavnom s
kalcijevim hidroksiapatitom, potom oko 50% do 70% osteoblasta podlegnu apoptozi, a

ostatak se transformira u osteocite ili pokrovne stanice.

Ravnoteza izmedu stvaranja i1 razgradnje kosti je slozen proces kontroliran lokalnim i
sistemskim ¢imbenicima (83). Lokalni ¢imbenici uklju¢uju autokrine i parakrine molekule.
Opcenito, te signalne molekule mozemo podijeliti u tri grupe: 1) upalni citokini, 2)
superobitelj transformiraju¢ih ¢imbenika rasta B (TGFP) 1 drugi ¢imbenici rasta te 3)

metaloproteinaze i angiogeni ¢imbenici (84).

1.3.1. Upalni citokini

Upalni citokini kao §to su interleukin-1 (IL-1), intereleukin 6 (IL-6), interleukin 11 (IL-11),
interleukin 18 (IL-18) i tumor nekotiziraju¢i ¢imbenik o (eng., tumor necrosis factor o —
TNF- a) kljuéni su za pokretanje procesa regeneracije kosti (85). Proizvod su sekrecije

makrofaga, upalnih stanica 1 stanica mezenhimalnog porijekla smjestenih u periostu (86).

Reguliraju enhondralno stvaranje kosti 1 remodeliranje (87). TNF-a npr. privla¢i MSC, potice
indukciju apoptoze hiperoficnih hondrocita za vrijeme enhondrane osifikacije 1 zapocinje
osteoklasticnu funkciju. Nedostatak TNF o usporava resorpciju mineralizirane hrskavice,

usporava stvaranje enhondralne kosti 1 sprjecava cijeljenje prijeloma kosti (86).
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1.3.2. KoStani morfogenetski proteini

Istrazivani su razli€iti ¢cimbenici rasta kao bioloski signali potrebni za stvaranje kosti. Idealan
bioloSki podrazaj ukljuen u osteogenezu bila bi bioaktivna molekula koja inducira

osteogenezu, potice stani¢nu proliferaciju i maturaciju, kao i sintezu izvanstani¢ne tvari.

Kostani morfogenetski proteini (eng. bone morphogenic proteins BMPs) prve su
bioaktivne molekule kojima je dokazana sposobnost poticanja diferencijacije progenitornih
stanica u osteoblaste, tj. osteoinduktivni potencijal. Marshall Urist 1965. je godine pokazao
da ekstrakt kosti, tj. demineralizirani koStani matriks moze potaknuti nastanak ektopi¢ne kosti
u miSi¢nom tkivu Stakora te postavio hipotezu da u koStanom matriksu postoji bioaktivni
¢imbenik odgovoran za osteogenezu (88). Ucinak tog bioaktivnog ¢imbenika mogao se
ponistiti tripsinom te je zaklju¢eno da se radi o proteinu. Urist je aktivni sastojak takvog
kostanog ekstrakta nazvao "bone morphogenetic protein" ili "osteogenic protein". Prva
biokemijska istrazivanja BMP-a ucinjena su tek osamdesetih godina (89). A. H. Reddi je
dokazao njihovu veliku osteoinduktivnhu sposobnost te omoguéio klinicku primjenu u

ortopedskoj kirurgiji, stomatologiji, plasti¢noj i rekonstruktivnoj kirurgiji (90).

BMP molekule su ¢lanovi velike nadobitelji transformirajueg ¢imbenika rasta beta (engl.
transforming growth factor- f TGFp) (91). Postoji preko 30 razlicitth BMP-a od Cega
minimalno 14 imaju dokazana osteoinduktivna svojstva in vivo ili in vitro (92). KoStani
morfogenetski proteini dijele se dalje, unutar porodice, prema sli¢nostima u slijedu
aminokiselina (93). Poput ostalih ¢lanova, TGFp proteini iz porodice BMP molekula prolaze
karakteristi¢an put tijekom sinteze. Put zapo€inje velikim neaktivnim pre-polipetidom, koji
sadrzi signalne peptide na aminoterminalnom dijelu, propeptidno podrucje u sredini 1 zrele
polipeptide na karboksiterminalnom dijelu (94). Nakon S$to pro-protein kinaza pocijepa
protein prekursor BMP-a, oslobada se zreli BMP polipeptid (95). Dimerizacijom dva zrela
BMP monomera kovalentnom disulfidnom vezom nastaje bioloski aktivan ligand koji ima

sposobnost aktivacije BMP receptora (96).

Prema strukturi BMP molekule su dimerne molekule koje su medusobno povezane sa sedam
disulfidnih veza. Svaki monomer sastoji se od oko 120 aminokiselina sa sedam cisteinskih
ostataka. Svaki monomer ima dvije f — nabrane ploce koje ¢ine strukturni motiv — cisteinski
¢vor. Tri disulfidne veze nalaze se u svakoj monomernoj jedinici, dok je samo jedna

disulfidna veza odgovorna za povezivanje monomernih jedinica u dimernu molekulu. Kako
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bi dimer imao bioloSku aktivnost, f — nabrane plo¢e moraju biti orijentirane u suprotnim
smjerovima. NaruSavanje samo jedne od disulfidnih veza, rezultira gubitkom bioloske
aktivnosti i ukazuje na vaznost konformacije proteina koja je neophodna za biolosku
aktivnost molekule (97). Primarna struktura im je u 40% do 50% sli¢na strukturi TGF-3 (98)
(99). Proteini BMP-2 do BMP-9 imaju sli¢ne strukturne osobitosti, za razliku od BMP-1 koji
se zbog svojega slijeda aminokiselina ne moze svrstati u TGF-B nadobitelj. BMP-1 nije
sposoban potaknuti stvaranje kosti i pripada skupini metaloproteinaza. Proteini BMP-2 do
BMP-9 imaju slicne strukturne osobitosti: 1) hidrofobnu sekretornu vodecu sekvencu, 2)
veliku regiju propeptida i1 3) zrelu regiju — domenu. Ta zrela domena sadrzava aktivnu tvar
molekule. Unutar domene nalazi se sedam cisteinskih ostataka koji su karakteristicni za TGF-
3 superobitelj. Iznimku ¢ini BMP-8 koji sadrzava osmi cistein u toj regiji (100). Na temelju
strukturne homologije, ¢lanovi BMP obitelji mogu se podijeliti u nekoliko podobitelji: BMP-
2/-4, BMP-5/-6/-7 (OP-1)/,8, BMP-9/-10 i BMP-12-/13/-14 (GDF-5/-6/-7).

Signalni putovi aktiviranja, koaktiviranja i1 inhibiranja djelovanja signalnih molekula jo$
uvijek su u istrazivanju. BMP svoju funkciju ostvaruju na dva nacina: 1) interakcijom sa
specificnim BMP receptorima tipa I i II na povrSini stanica te stvaranjem BMP receptor II-
receptor I kompleksa i 2) putem neklasi¢nog Smad-nezavisnog mitogen aktivirajuceg protein
kinaza (MAPK) signalnog puta. Dominantan je prvi nacin, tj. interakcija sa specificnim BMP
receptorima tipa membranske serin/treonin kinaze (101). Povezuju¢i se sa BMP receptorima
tipa II aktivira se receptor BMP tipa 1. Kompleks fosforilira prijenosnike signala iz obitelji
Smad molekula. Posrednici prijenosa signala za BMP obitelj od receptora do jezgre su
fosforilirane Smad molekule — Smad 1, 5 1 8. Oni ¢ine heteromericki kompleks sa Smad 4,

transportiraju se u jezgru i poticu transkripciju razli¢itih gena (98).

Dvije su razine moguce inhibicije aktivnosti BMP-a: 1. izvanstani¢na inhibicija 1 2.
unutarstani¢na inhibicija. Izvanstaniéno, BMP je limitiran s BMP antagonistima poput
Noggina i Chordina koji direktnim vezanjem na BMP ligand onemogucuju njegovo daljnje

vezanje na receptore tip I 1 II (102).

Unutarstani¢no, molekule Smad 6 1 7 djeluju kao inhibitori signala ¢lanova skupine TGF-f3
(103). Inhibitorne molekule Smad 6 1 Smad 7 sprjecavaju fosforilaciju molekula Smad 1 i
Smad 5 tako Sto se vezu za receptor BMPR — 1. Protein SIP (prema engl. Smad interacting

protein) moze sprijeciti vezanje heteromernog kompleksa Smad 1/ Smad 4 za DNA te tako
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promijeniti izraZzenost gena. BMP-signalizacija zavrSava aktivacijom ciljnih gena, medu

kojima su i ,,homeobox* geni, neophodni za morfogenezu i transkripciju (102).

U pocetku proucavanja njihovog djelovanja BMP su povezivani sa osteogenezom, medutim,
njihova uloga u ljudskom tijelu kasnije se pokazala znacajno Sirom. Vazni su morfogeni
tijekom embriogeneze i razvoja, a ujedno reguliraju odrzavanje homeostaze tkiva odraslih
osoba. Mnogi procesi ranog razvoja ovisni su o utjecaju BMP signala na rast, apoptozu i
diferencijaciju stanica (104-106). BMP igra vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze tkiva
odraslih osoba, poput odrzavanja cjelovitosti zglobova, zapo€injanja cijeljenja prijeloma i
remodeliranje krvotoka (107,108). Zbog razli¢itih funkcija u razli¢itim organskim sustavima

ljudskog tijela, predlozeno je da BMP zasluzuje naziv tjelesnog morfogenog proteina.

Tri su poznata izbora BMP za pretklinicka 1 klinicka istrazivanja (109): 1. ekstrakcija iz
ljudskog 1ili Zivotinjskog koStanog matriksa, 2. proizvodnja rekombiniranog humanog
proteina (thBMP) 1 3. genska terapija. Sekvencioniranjem 1 kloniranjem gena za BMP
pocetkom devedesetih godina, zapocela je prozvodnja razlicitih BMP-a. U zadnjih 10 godina,
identificirano je 20 razli¢itih rekombiniranih BMP molekula koje posjeduju sposobnost
stvaranja kosti 1 hrskavice (110). Brojna pretklinicka istrazivanja (111) omogudila su
translaciju thBMP2 u klinicka istrazivanja (112). Slijedom tih rezultata, FDA (eng. Food
And Drug Administration) je 2002.godine izdala odobrenje za koristenje thBMP2 (InFuse™)
u indikaciji prednje fuzije tijela kraljeska (113). Uslijedila su i1 druga odobrenja vezana uz
rthBMP2 u klinickoj praksi: za indikaciju pseudoartroze tibije 2004. godine te za
maksilofacijelne rekonstrukcije 2007. godine (FDA, 2014.). Ubrzo po ucestalijoj klinickoj
primjeni thBMP2, razne grupe istrazivata pocCinju opisivati nuspojave poput: seroma,
prerastanja novostvorene kosti, osteolize, retrogradne ejakulacije 1 povecanog rizika od
tumora (114). Zbog toga je FDA u lipnju 2008. godine izdala upozorenje za moguce
nuspojave prilikom koriStenja thBMP2. lako su pocetna pretklinicka (115) i klinicka
istrazivanja (116) ukazivala na osteoinduktivno djelovanje 1 thBMP7, kasnija istrazivanja
nisu to potvrdila (117). Temeljem tih nalaza, FDA je odbila izdati odobrenje za koriStenje
rthBMP7, ¢ime thBMP2 ostaje jedini odobren za klini¢ku primjenu. Uz ranije spomenute
thBMP 2 i 7 u fazama istrazivanja je i thBMP6. Primjer toga je novi osteogeni pripravak
OSTEOGROW koji se sastoji od bioloski kompatibilnog autolognog nosaca dobivenog iz
periferne krvi 1 thBMP6 (118). Razvijen je u svrhu ubrzavanja regeneracije kosti.
Pretklinicke studije potvrdile su uc¢inkovitost 1 sigurnost pripravka koji je trenutno u fazi
klini¢kih studija (119).
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1.3.3. Metaloproteinaze i ¢cimbenici angiogeneze

Cijeljenje kosti zahtijeva pojacani protok krvi susjednog tkiva (120,121). ZavrSna faza
enhondralne osifikacije i1 remodeliranja kosti ovisi o djelovanju specificnih matriks
metaloproteinaza koje omogucéavaju urastanje krvnih zila. Pri tome je potrebno
medudjelovanje dvaju procesa: 1) molekularni mehanizmi koji reguliraju pregradnju
izvanstanicne tvari i 2) urastanje novih krvnih zila u podrucje resorbirane tvari (122).
Regulacija angiogeneze zahtijeva koordinaciju dvaju odvojenih putova: 1) krvozilni
endotelijalni ¢imbenik rasta (eng., vascular endothelial growth factor (VEGF)) vezani put i 2)

Angiopoietin vezani put (123).

Sistemski ¢imbenici vaZzni za odrZzavanje homeostaze kosti ukljuCuju paratiroidni hormon
(PTH), kalcitotin, 1,25-dihidroksi vitamin D3 (kalcitriol), glukokortikosteroide, androgene
hormone i estrogen (124, 125).

1.4. Regenerativna medicina u ortopediji

Regenerativna medicina za cilj ima traZiti naCine podrzavanja, poticanja i poboljSavanja
prirodene sposobnosti regeneracije i reparacije naseg tijela, a upravo je ortopedija klinicka
disciplina koja se bavi lijeCenjem bolesti 1 ozljeda miSi¢no-koStanog sustava, jedno od
vodecih podrucja primjene regenerativne medicine (126). Neki od razloga leze 1 u tome $to su
tkiva kostano-miSi¢nog sustava relativno jednostavna u odnosu na primjerice parenhimatozne
organe (npr. hrskavica sadrzi samo jednu vrstu stanica $to je €ini vrlo pogodnom za tkivni
inZenjering), a s druge strane ta ista tkiva cijele unutar 4 do 6 tjedana, $to znaci da je dovoljno

relativno kratko vrijeme prisutnosti odredenih bioaktivnih signala (127).

Najznacajnija podrucja primjena regenerativne medicine u ortopediji su: 1) koStano cijeljenje,
2) genetske bolesti, 3) oStecenja hrskavice, 4) cijeljenja sveza i tetiva, 5) bolesti kraljeznice, a
Sto ukljucuje degenerativne bolesti intervertebralnog diska, spinane fuzije te ozljede ledne
mozdine, 6) degenerativne promjene zglobova, 7) reumatoidni artritis, 8) tumori

lokomotornog sustava te 8) druga podrucja poput avaskularne nekroze (40).
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Koriste se razli¢ite strategije u svrhu strukturne i funkcionalne zamjene oStecenog tkiva ili
poboljsanja cijeljenja. To ukljucuje upotrebu razlicitih materijala, de novo stvorenih stanica
ili njihovu kombinaciju (128). Istrazivane su razlicite pretklinicke i1 klini¢ke strategije. Dijele
se u nekoliko glavnih skupina: 1) stvaranje nosaca i 3D bioprintanje, 2) integriranje presatka
u tkivo domacina putem revaskularizacija i reinervacije, 3) promjene odgovora domacina na
terapeutske ucinke primjenom infuzija stanica i modulacijom imunog sustava te 4) otkrivanje
i kori$tenje stanica u svrhu regeneracije tkiva (128). Strategije primjene regenerativne
medicine u ortopediji mijenjale se se tijekom vremena. U proslosti, vodeca strategija
regenerativne medicine bila je razvoj tehnologije koja je omogucavala rast novog tkiva izvan
ljudskog tijela prije implantacije. To je podrazumijevalo prikupljanje tkiva, umnozavanje
stanica u kulturi u laboratoriju, smjeStanje takvih stanica na nosa¢ te inkubaciju prije
implantacije u tijelo. lako izvediva, ta strategija zbog svoje kompleksnosti i skupoée nije
nasla svoju primjenu u S$iroj klini¢koj praksi (129). 1z ekonomskih i1 prakti¢nih razloga
regenerativna medicina je krenula prema strategiji, pod imenom ,,ubrzani* tkivni inZenjering,

(eng., expedited tissue engineering) kojom se izbjegava kultivacija autolognih stanica ex vivo.

Struktura tkiva je izravno povezana s funkcijom te se smatra da je obnavljanje strukture

kljuéno u stvaranju zdravog i funkcionalnog tkiva (130).

Ljudsko tijelo samo po sebi ima zadivljujucu sposobnost reparacije te nesto losiju sposobnost
regeneracije. Za razliku od reparacije gdje se oSteceno tkivo popravlja vezivnim tkivom, pri
regeneraciji se tkivo zamjenjuje istovrsnim stanicama. Vecina tkiva posjeduju sposobnost
reparacije. Sposobnost regeneracije ljudskog tkiva odraslih osoba, iako prisutna, ogranic¢ena

je u odnosu na nize kraljeznjake (131).

Kostano tkivo je jedno od rijetkih koje ima sposobnost regeneracije, tj. cijeljenja bez
stvaranja oziljaka. Usprkos tome, postoje stanja poput: pseudartroze, osteolize kosti nakon
ugradnje totalnih endoproteza zglobova ili spinalnih fuzija, velikih tumorskih koStanih
defekata te koStano-tetivnog cijeljenja kada spontana sposobnost obnavljanja kosti postaje
problemati¢na. Problem su veliki kosStani defekti koji se sami po sebi ne mogu regenerirati.
Kostani presaci predstavljaju trenutni ,,zlatni standard* rjeSavanja takvog problema. Kost je,
poslije krvi, drugo po redu najcesce transplantirano ljudsko tkivo (132). U regeneraciju kosti
koStanim presatkom uklju¢ena su tri razliita procesa: 1) osteogeneza, tj. proces kojim
transplantat stvara novu kost, 2) osteokondukcija, tj. proces u kojem transplantat sluzi samo

kao nosac za odlaganje novonastale kosti i 3) osteoindukcija, tj. proces kojim transplantat
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potice progenitorne stanice na diferencijaciju u osteoblaste. Autologni koStani presadci jos
uvijek su ,,zlatni standard* u takvim situacijama. Medutim, njihova je koli€ina ogranicena, a
bol i oste¢enje donorskog mjesta samo su neke od komplikacija vezanih uz uzimanje presatka
(133). Stoga postoje i druge opcije, poput heterolognih i sintetickih presadaka (134).
Nazalost, heterologni 1 sintetiCki presadci ne ispunjavaju sve potrebno. Za razliku od
autolognog presatka, homologni presadci imaju manji osteogeni potencijal, a sintetski kostani

nadomjesci imaju samo osteokonduktivno svojstvo.

Svaka uspjesna regeneracija zahtijeva Cetiri klju¢ne komponente: 1) stanice, 2) bioloske

signale, 3) nosac i 4) odgovaraju¢e mehanicko optereéenje (Slika 6.).

Produktivno

stanice =

Konduktivno \

Induktivno

nosac okruzenje i

Slika 6. Regenerativni trijas - temeljni postulat regenerativne medicine

Preuzeto i dodatno preuredeno uz dozvolu iz: Ivkovic A, Marijanovic I, Hudetz D, Porter
RM, Pecina M, Evans CH. Regenerative medicine and tissue engineering in orthopaedic

surgery. Frontiers in bioscience . 2011. Jan; 3:923.—44.
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Regenerativna medicina u rjeSavanju kosStanih defekata iskoriStava potencijal
osteoprogenitrnih stanica kako bi one u odgovaraju¢em okruzenju (osteoinduktivni matriks)
te uz odgovarajuce bioloske signale poticale stvaranje kosti. lako se mogu koristiti
diferencirane stanice, vecina istrazivanja je usredotocena na nediferencirane mezenhimske
matiCne stanice koje se nalaze u razli¢itim tkivima i joS uvijek nije rijeSeno pitanje utjecaja
tkiva koje koristimo kao izvor MSC-a. Kao morfogeni signali koriste se naj¢esce prirodni ili

rekombinirani ¢imbenici rasta (40).

1.5. Mezenhimske matiéne stanice

Regeneracija koStanog tkiva ostaje vazan izazov u ortopediji. Kostani defekti nastali
traumom, infekcijom, prirodenim bolestima ili biokemijskim poremecajima predstavljaju
funkcionalnu, estetsku te psiholosku traumu bolesniku. Jedan od vaznih ciljeva tijekom
lijeCenja takvih bolesnika je vra¢anje normalne morfologije i funkcije zahvacene kosti. lako
je autologni kostani presadak ,,zlatni standard“ u lijeCenju kostanih defekata sama tehnika,
kao $to je ranije spomenuto, ima svoja ograniCenja i moguée komplikacije. Slicno bi se
moglo re¢i i za razli¢ite druge vrste presadaka ili umjetnih materijala. Sve ti razlozi usmjerili
su daljnja istraZivanja u rjeSavanje problema kosStanih defekata pomocu tkivnog inZenjeringa
te staniCne i1 genske terapije. KoriSteno je nekoliko razli¢itih vrsta stanica: 1. osteoblasti, 2.
embrionalne mati¢ne stanice, 3. periostalne progenitorne stanice (specijalizirani tip stanica
koji pokriva povrSinu kosti, a ima sposobnost diferencijacije prema razliitim
mezodermalnim stanicama, ukljucujuéi i kost) te 4. mezenhimalne mati¢ne stanice. lako je
koristenje diferenciranih stanica u ortopediji uspjeSno, najvecu paznju izazvale su
nediferencirane progenitorne mezenhimske matine stanice te njihova sposobnost
diferenciranja u stanice razli¢itog tkiva. One se mogu uz odredene bioloske utjecaje
diferencirati u razli¢ite druge stanice 1 istodobno odrZavati pricuvu izvornih mati¢nih stanica.
Spoznaja kako se, barem teoretski, mogu diferencirati u bilo koje tkivo naseg organizma,
dovela je do stvaranja potpunog novog koncepta lijeCenja koji danas nazivamo

regenerativnom medicinom.

Glavne znacajke mati¢nih stanica su: 1) samoobnovljivost, 2) diferencijacija, tj. sposobnost
stvaranja velikog broja stanica specijaliziranih za odredenu funkciju te 3) plasti¢nost koja

podrazumijeva moguénost diferencijacije u razliita tkiva. Plasticnost mezenhimskih
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matiCnih stanica opada tijekom razvoja. U najranijoj fazi embriogeneze, fazi morule, mati¢ne
stanice su totipotente, tj. sposobne su diferencirati u sva embrionalna 1 izvanembrionalna
tkiva. U fazi blastule su pluripotentne i mogu diferencirati u sva embrionalna tkiva. U
odraslih mati¢ne stanice su multipotentne te zadrzavaju sposobnost diferencijacije u sve
stanice koje nastaju iz njihovog zametnog sloja. Mezenhimske mati¢ne stanice je predstavio
A. J. Friedensteen otkricem da dio stanica koStane srzi vretenastog oblika prianja za plasti¢nu
podlogu i ima sposobnost diferenciranja u stanice koStanog fenotipa (135). U svojim
istrazivanjima on je dokazao kako je iz koStane srzi moguce izdvojiti fibroblastoidne stanice
na osnovu njihove sposobnosti da se prilijepe za dno plasticne posude. U uvjetima in vitro
ove stanice vrlo brzo proliferiraju i od jedne stanice koja je nazvana fibroblast, koji formira
kolonije (engl., colony forming unit-fibroblast — CFU-F), nastaje Citava kolonija. Tijekom
80-tih godina dvadesetog stolje¢a potvrdena je njihova multipotentnost (136). Caplan je prvi
poceo rabiti naziv mezenhimske maticne stanice 1991. g. (137) te je taj naziv postao opce
prihvacen. Svojstvo adhezije za plasti¢nu podlogu posjeduju 1 druge populacije stanica poput
makrofaga, endotelnih stanica, limfocita i glatkih miSi¢nih stanica. Stoga je Udruzenje za
stani¢nu terapiju (eng., International Society for Cellular Therapy — ISCT) predlozilo
minimalne kriterije da bi neku stanicu mogli smatrati MSC-om (138). Ti kriteriji su: 1)
sposobnost adhezije za plastiénu podlogu u standardnoj kulturi stanica, 2) izrazavanje
povrsinskih biljega CD105, CD73,CD44,CD90, CD71 i Stro-1 te adhezijske molekule
CD106, CD166, ICAM-1 1 CD29 ((139) 1 3) sposobnost diferenciranja u osteoblaste, masne
stanice 1 hondroblaste in vitro). Nakon primarne izolacije iz koStane srzi (140), MSC su
kasnije uspjesno izolirane iz razli¢itih fetalnih tkiva, kao 1 iz tkiva odraslih osoba. Ta tkiva
ukljucuju: trabekularnu kost (46), masno tkivo (47), miSi¢no tkivo (48), kozu (49), pokosnicu
(48), sinovijalnu membranu (50), mlijecne zube (51), pupCanu vrpcu (52), placentu (53) 1
amnijsku tekuc¢inu (54). Iako su brojne studije pokazale kako se humane embrionalne mati¢ne
stanice (engl. hiuman embrionic stem cells — hESCs) mogu diferencirati u kost ili hrskavicu
(141), zbog moralnih 1 etickih razloga postoji veca sklonost primjent MSC-a iz tkiva odraslih
osoba. Kao S§to je ranije napomenuto, periostalne progenitorne stanice smjeStene u
unutarnjem sloju periosta, tzv. kambiju, imaju vaznu ulogu u razvoju kostiju te cijeljenju
prijeloma (142). Brojne studije pokazale su da je periost mozda i najbolji izvor mati¢nih
stanica vezanih uz regeneraciju kosti (143). Specifi¢nost je periosta mehanosenzitivnost, tj.
sposobnost osteodiferencijacije periostalnih progenitornih stanica vezanih uz mahanicko
optere¢enje (142). Smatra se da je mehanosenzitivnost periosta povezana uz djelovanje

proteina periostina na specifi¢nu orijentaciju kolagenih niti i okruzenje u kojem se kolagene
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niti nalaze (144). Isto tako, iako je upotreba autolognog periostalnog presadka dobro znana i
prisutna duze vrijeme u ortopediji (145), za naSe istrazivanje vazne su MSC prisutne u

misi¢nom tkivu.

Znanstvenik Alexander Mauro je prije pola stolje¢a uo¢io mononuklearne stanice na periferiji
adultnih miSiénih vlakana upotrebljavajuci elektronsku mikroskopiju. Nazvao je te stanice
satelitskim stanicama zbog njihove sublaminarne lokacije 1 asocijacije s plazma membranom
misi¢nih vlakana (146). PoloZaj satelitskih stanica i miSi¢nih vlakana ukazivao je na hipotezu
da su te stanice nekako ukljucene u rast i regeneraciju skeletnih misica (147). Misi¢no tkivo
odraslih osoba stabilno je tijekom normalnih aktivnosti i sporadi¢na fuzija satelitskih stanica
kompenzira dnevna oStecenja miSi¢nih stanica nastalih troSenjem ili pucanjem miSi¢nih
vlakana. U slucaju ozljede miSi¢no tkivo prolazi dobro orkestriranu degeneraciju i
regeneraciju na razini tkiva, stanica i molekula. Proces zavrSava stvaranjem oziljnog tkiva, ali
1 regeneracijom inerviranog, vaskulariziranog, kontraktibilnog misi¢nog aparata. Proces u
velikoj mjeri ovisi o dinamickom meduodnosu izmedu satelitskih stanica i njihove niSe
(engl., stem cell niche) (148). Prema novijim spoznajama miSi¢no tkivo sadrzi multiple
populacije progenitornih stanica: 1) satelitske stanice, 2) ne-satelitske progenitorne stanice
smjeStene u intersticiju te 3) pericite (55). Intersticijske ne-satelitske progenitorne stanice
obiljezava izraZzenost PDGFRa, ili Scal i CD34, a one djeluju prvenstveno kao fibro/adipo
progenitorne stanice i njihova diferencijacija in vivo odredena je miSi¢nim mikrookruzenjem.
Perivaskularne stanice (periciti) predstavljaju tre¢u skupinu potencijalnih multipotentnih
stanica unutar misSi¢nog tkiva. Pervaskularne stanice iz razliCitih tkiva, pa tako 1 iz miSi¢nog,
imaju sposobnost osteogenediferencijcije uz za to potrebne bioloSke signale. Sveprisutnost
pericita u razliCitim tkivima objasnjava direktnu povezanost izmedu ucestalosti MSC-a 1

gustoce krvnih zila u tkivu (149).

MSC su ujedno i imunoprivilegirane stanice sposobne uspje$no izbjegavati imunolosku
reakciju (150). Izrazavaju tzv. neimunogeni imunofenotip S§to omogucuje njihovu
transplantaciju u alogenog domacina i bez prethodne imunosupresije (151). Mogu stvarati
razliite Cimbenike rasta i citokine te imaju izrazen parakrini efekt (152). Osim svoje
“andeoske” strane, MSC pokazuju i svoju tamniju stranu kao S$to je povezanost s
karcinogenezom (150). Uloga MSC-a u stvaranju karcinoma moze se podijeliti na: 1)
indirektni utjecaj putem tumor-modulatornog efekta i1 2) direktan utjecaj malignom
transformacijom MSC-a. Postoji konstantna debata o ulozi MSC-a u modulaciji tumora. Neke

studije potvrduju da MSC suprimiraju rast tumora (153,154). Druga istrazivanja ukazuju da
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MSC pridonose zastiti tumorskog tkiva, progresiji tumora te metastaziranju i otpornosti na
lijekove (155-157). Opcenito se vjeruje da se MSC mogu sigurno kultivirati bez rizika od

spontane maligne transformacije (158).

1.6. Genska terapija u regenerativnoj medicini

Genska terapija predstavlja namjeran prijenos genetskog materijala (kratkih DNA ili RNA
sljedova) u stanice u profilakticke, terapijske ili dijagnosticke svrhe. Vecina genskih terapija
odnosi se na unosenje genetiCke informacije u stanice ili tkiva, a ne na ispravljanje genoma.
Skup biokemijskih postupaka kojim se to postize nazivamo gensko (geneticko) inZenjerstvo,
a sastoji se od izrezivanja skupine gena, cijelog gena ili njihovih dijelova iz DNA jednog

organizma i njihovo u DNA drugog organizma.

Prvi uvjerljivi argumenti za primjenu genske terapije potjecu iz poCetka sedamdesetih godina
proslog stoljeca (159). Razvoj molekularne biologije ranih sedamdesetih osigurao je temeljno
znanje za prvu klinicku studiju dvadesetak godina kasnije (160). Ljudski genom u potpunosti
je sekvenciran 2003. godine (161) i mapiranje ljudskog genoma predstavlja jedno od najveéih
znanstvenih iskoraka u povijesti covjecanstva. Raspolaganje takvim informacijama postalo je
temelj daljnjih istrazivanja ljudskog zdravlja, bolesti, biologije i medicine tijekom 21.
stolje¢a. ZavrSetkom Projekta ljudskog genoma (engl. Human Genome Project — HGP) te
razvojem genske tehnologije, sekvenciranje DNA postaje visSestruko jeftinije, a time 1
dostupnije. Medutim, usprkos velikom 1 znaCajnom napretku, znanstvenici unazad
cetrdesetak godina i dalje pronalaze odgovore ne pitanje kako poboljsati klinicku primjenu
genske terapije (162). Kako bi maksimalno iskoristili potencijal genetike, znanstvenici
moraju shvatiti biolosku ulogu svih gena. Koncept genske terapije je relativno jednostavan.
Tri su osnovna sastojka potrebna za uspjeSnu gensku terapiju: 1) stanice kojima Zelimo
uciniti gensku modifikaciju, 2) za to potreban genski materijal 1 3) nain na koji to uciniti.
Iako je koncept genske terapije relativno jednostavan, gensku terapiju mozemo sagledati s
viSe strana. Prema koriS§tenom genskom materijalu gensku terapiju moZemo podijeliti na onu
koja koristi DNA te na onu koja koristi RNA. Prema ciljanim stanicama mozemo je podijeliti
na gensku terapiju spolnih i nespolnih stanica. lako je genska terapija spolnih stanica

moguca, eticke 1 moralne norme usmjeravaju gensku terapiju prema somatskim stanicama. U
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Europskoj uniji, zbog mogucih posljedica za buduce narastaje genska je terapija spolnih

stanica zabranjena (163).

Genski materijal nije moguce direktno dostaviti u stanicu. Najkompleksnija faza genske
terapije je razvoj preciznog, dobro kontroliranog i uspje$nog mehanizama prijenosa zeljenog
genskom materijala u Zeljene stanice. Za to su potrebni nosaci, tj. vektori te razlicite strategije

primjene istih (164).

Dvije su osnovne strategije prijenosa gena: unutrasnja, tj. in vivo te vanjska, tj. ex vivo.
Tijekom genske terapije in vivo (lat., u Zivom tijelu), vektor s genskim materijalom se izravno
ubrizgava u krvotok pacijenta. Vektor nakon toga mora pronaci zeljene stanice 1 dostaviti im
genski materijal. Ovim naizgled jednostavnim nacinom teSko je upravljati. Vektor ¢iji je
zadatak dostaviti genski metarijal u odredenu populaciju stanica, ujedno mora izbjegavati, t.
zaStiti druge stanice. Uz to, kao ozbiljna komplikacija genske terapije in vivo, moguéi je 1
imunoloski odgovor domacina na vektor (165). Tijekom provedbe konvencionalne ex vivo
(lat., izvan tijela) genske terapije, stanice ili tkiva pacijenta se izoliraju iz tijela, transportiraju
u laboratorij te uvode u stani¢nu kulturu. Prijenos genskog materijala pomoc¢u vektora
provodi se u laboratoriju in vitro prije reimplantacije u tijelo. Genska terapija zahtjeva
prijenos genetskog materijala pomocu nekog nosaca genetickog materijala, tj. vektora. Cijeli
proces zapoc€inje identifikacijom i izolacijom Zeljenog gena, umnozavanjem, tj. aplifikacijom
istoga te izborom odgovaraju¢eg vektora, tj. nosafa genetiCkog materijala. U tu svrhu
istrazivaci koriste razliCite virusne, nevirusne i bakterijske vektore. Proces prenoSenja
genetiCkog materijala pomoc¢u virusnih vektora naziva se transdukcija (26), pomocu

nevirusnih vektora transfekcija (166), a pomocu bakterijskih vektora baktofekcija (167).

Najces¢e se upotrebljavaju virusni vektori temeljeni na adenovirusima, retrovirusima,
lentivirusima, adeno-pridruZenim virusima ili herpes-simplex virusima. Transfekcija (lat., od
transire - trans = preci preko, s druge strane + inficere = otrovati, okuZiti) je proces
namjernog prijenosa gole ili purificirane nukleinske kiseline, tj. genske informacije,
koriStenjem nevirusnih vektora, u stanice domacina. Proces transfekcije stanica obi¢no
podrazumijeva otvaranje prolazne pore ili "rupe" u stanicnoj membrani, a Sto kasnije
omogucava prolaz genskog materijala. Nevirusne metode prijenosa genske informacije u
stanicu ukljucuju razli¢ite fizicke, kemijske i metode Cesticama (166). Fizicke metode
ukljucuju: direktno ubrizgavanje u jezgru te razliite metode fizickog otvaranja pore u

stanicnoj membrani (struja — elektroporacija, zvuk - sonoporacija, ultrazvuk -
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optoperformacija). Kemijske metode koriste razli¢ite polimere, liposome 1 katione u svrhu
otvaranja prolazne pore u stani¢noj membrani. Metode Cesticama ukljucuju genski pistolj te
magnetofekciju. Genski pistolj ili sistem biolisticke isporuke Cestica je uredaj za ubrizgavanje
u stanice s novom genetskom informacijom. Korisni nosa¢ je elementarna Cestica teSkog
metala oblozena plazmidnom DNA. Ova tehnika se Cesto jednostavno naziva biobalistika ili
biolistika. Princip magnetofekacije bazira se na koriStenju magnetskog polja u svrhu
koncentriranja i prijenosa kationskih Cestica oblozenih Zeljenom nukleinskom kiselinom u
stanicu. Kljuéni problem vezan uz koriStenje nevirusnih vektora je taj $to su oni znacajno

manje efikasni od virusnih vektora (164).

Istrazivanja vezana uz gensku terapiju u ortopediji provode se unatrag viSe od dvadeset
godina (168). Razvojem regenerativne medicine otvorena su vrata primjeni genske terapije u
reparaciji i regeneraciji tkiva lokomotornog sustava (169, 170). Opisane su razlicite strategije
primjene genske terapije u podru¢ju lokomotornog sustava (168). Svaka od tih strategija ima
svoje prednosti i nedostatke (171). Konvencionalna genska terapija ex vivo bila je prva
strategija genske terapije i prva koriStena u klinickim ispitivanjima na ljudima (168). Takva
strategija dokazala se kao uspjeSna, ali ne i idealna za potencijalnu primjenu tijekom
ortopedskih operacija. Zahtijeva dva operacijska zahvata. Prvi kada se uzima tkivo, a drugi
kada se transducirane stanice vrac¢aju. Neizbjezni su transport tkiva do laboratorija i natrag,
kao 1 kultiviranje tkiva u laboratoriju. Na taj nacin cijeli zahvat postaje skup, dugotrajan i
neugodan za potencijalnog bolesnika. S ciljem nadilaZenja tih problema razvila se ubrzana
(eng., facilitated) (172), tj. ,same day* (173) strategija genske terapije ex vivo. Nit vodilja u
razvoju takve strategije bila je uspjeSna genska terapija tijekom koje se uzimanje tkiva,
transdukcija 1 implantacija mogu izvesti unutar operacijske sale, u istom operacijskom aktu 1
bez potrebe za kultiviranjem tkiva. UspjeSno je provedeno nekoliko istraZivanja koja su
potvrdila takvu ideju uz naglasak da je transdukcija izvrSena unutar vremenskog intervala od
dva sata (98). Iako vremenski interval od dva sata predstavlja prosjecno vrijeme trajanja
ortopedskih operacija, veliki broj traje znacajno krac¢e. Primjena blijede staze (eng.,
tourniquet) Cesto je vremenski ogranicavaju¢i ¢imbenik. Vrijeme koriStenja blijede staze
iznad 90 minuta znacajno povecava mogucénost komplikacija (174). Ubrzana genska ex vivo
terapija, 1ako ubrzana, jo§S uvijek prelazi prihvatljivo vrijeme koriStenja blijede staze.
Nazalost, zbog toga, klinicka primjena iste, tijekom ortopedskih zahvata kraceg trajanja,

poput rekonstrukcije prednje ukriZzene sveze, ostaje nemoguca.

27



1.7. Virusni vektori

Virusi (lat., virus — otrov) — metaboli¢ki su neaktivne 1 zarazne Cestice na granici nezive
prirode i zivog svijeta. Nemaju stani¢ne dijelove ve¢ potpuno ovise o mehanizmu stvaranja
energije i bjelanevina stanica domaéina. Cestice virusa (poznate kao virioni) sastoje se od
dva ili tri dijela: 1) genetskog materijala saCinjenog od DNA ili RNA, 2) proteinskog
omotaca (kapside) koji Stiti te gene, i, u nekim slucajevima, 3) lipidnog omotaca koji
okruzuje proteinski omota& kad su virusi izvan stanice. Zivotni ciklus virusa sastoji se od
nekoliko faza: 1) adsorpcije, tj. vezanja virusa na povrsinske receptore stanice domacina, 2)
penetracije, tj. ubrizgavanja genetskog materijala u stanicu domacina, 3) replikacije, tj.
umnozavanja virusnog genskog materijala i sintetiziranje virusnih proteina, 4) maturacije, tj.
“pakiranja” virusnih Cestica i 5) oslobadanje virusa, najce$¢e lizom stanice domacdina,

pomocu enzima kodiranog fagnom DNA.

Veliki broj razlicitih strategija genskih transfera koriste viruse, kao i nevirusne vektore (26).
Upotrebom virusa, kao vektora, genska terapija iskoriStava milijune godina evolucije koje su
divljim tipovima virusa omogucile da inficiraju stanice domacina, iskoriste stani¢nu
"tvornicu" 1 proizvedu nove virione. Njihova evolucijska sposobnost ulaska u stanice jo$
uvijek predstavlja najucinkovitiji nain transfera genskih informacija (175). Nekoliko je
obiljeZja koja krase “dobar” virusni vektor: 1) sigurnost upotrebe brisanjem dijela virusnog
genoma zaduzenog za replikaciju virusa, 2) minimalna toksicnost, tj. minimalni utjecaj na
fiziologiju stanica domacina, 3) stabilnost (neki virusi su genetski nestabilni), 4) stani¢na
specificnost 1 5) moguénost identifikacije (geni markeri koji kasnije olakSavaju

prepoznavanje transduciranih stanica) (164).

Kako bi virus postao vektor 1 kao takav se mogao upotrebljavati u svrhe genske terapije,
virusni genom se modificira te se tehnikama genetickog inZenjerstva uklanjaju sljedovi za
virulentnost i replikaciju virusa (176). Terapeutski gen, transgen, odnosno cDNA, klonira se
na mjesta uklonjenih sljedova. Na taj se nacin konstruira rekombinantni virus koji zadrzava
svoju sposobnost inficiranja stanica i sposobnost u¢inkovitog prijenosa gena u stanicu. Takav
se virus ne moze replicirati unutar stanice domacina, sigurniji je i manje virulentan od
originalnog virusa. Nekoliko vrsta razli¢itih virusa modificirano je na taj nacin, a razlikuju se

u: 1) kapacitetu, 2) imunogenosti, 3) lako¢i proizvodnje te 4) sposobnosti integriranja u
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genom domacina. Virusni vektori koji se koriste u klinickim ispitivanjima navedeni su u

Tablici 1. (169).

Tablica 1. Specifi¢nosti virusnih vektora koji se koriste u klini¢kim ispitivanjima

Adenovirus -Dvolanc¢ana DNA -Laka produkcija -Antigenost
velic¢ine 35 kb visokih -Upale
-Bez ovojnice koncentracija virusa
-Preko 50 serotipova | -Transducira stanice
-Episomalni genom | koje se ne dijele
u inficiranim -Sirok izbor
stanicama serotipova
Herpes Simplex | -dvolanc¢ana DNA -transducira stanice | -kompleksan genom
virus veli¢ine 150 kb koje se ne dijele -teSka produkcija
-s ovojnicom -prirodna latencijau | rekombinantnog
-episomalni genom u | neuronima virusa
inficiranim -visoki kapacitet -citotoksican
stanicama
Adeno-pridruzeni -jednolancana DNA | -ne uzrokuje nikakve | -komplicirana
virus velicine 4.8 kb poznate bolesti proizvodnja
-bez ovojnice -transducira stanice | -mali kapacitet
-veliki broj koje se ne dijele -niska stopa
serotipova -niska imunogenost | transdukcije
Onkoretrovirus -RNA genom -laka produkcija -stanice moraju biti
veli¢ine 8-10 kb umjerenih u diobi

-s ovojnicom

koncentracija virusa
-Sirok izbor stanica

domacdina

-rizik od insercijske

mutageneze

1.7.1. Adenovirusi u genskoj terapiji

Adenoviruse je prvi put izdvojio Rowe 1953. godine iz adenoidnog tkiva u kulturi stanica

(177). Adenovirusi pripadaju porodici Adenoviridae. Porodica Adenoviridae (gr., aoévag, Sto
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znaci zlijezda) obuhvaca tzv. viruse bez ovojnice €ija kapsida ima ikosaedri¢nu simetriju).
Tipicni adenovirus prosjecnog je promjera oko 100 nm. Njegov genom sastoji se od linearne
dvolanane DNA duzine od oko 36 kb. Ta porodica obuhvaca rodove:
AtadenovirusAviadenovirus, Siadenovirus i Mastadenovirus. Ljudski adenovirusi pripadaju
rodu Mastadenovirus. Do danas je otkriveno 51 razlicitih serotipova ljudskih adenovirusa koji
su podijeljeni u 6 podskupina (A-F) prema svojstvima hemaglutinacije, onkogeni¢nosti u
modelnim organizmima (glodavcima), homologiji DNA i organizaciji genoma. Primije¢ena
je korelacija izmedu podskupina i tropizma adenovirusa. Virusi u podskupinama B, C 1 E
uzrokuju infekcije diSnih putova, neki virusi B podskupine inficiraju bubrege 1 mokracne
putove, virusi podskupine F uzrokuju gastroenteritis, a neki iz podskupine D povezuju se s
epidemijskim keratokonjunktivitisom (178). Adenovirusi imaju Siroki spektar stanica
domacina. Oni mogu inficirati stanice u diobi, stanice koje miruju ili pak ve¢ izdiferencirane
stanice (npr. neurone). Opcenito, kod covjeka, adenovirusi napadaju stanice epitela diSnih
putova. Tamo prouzrokuju oko 15% svih oboljenja koje opcenito nazivamo prehladama. Iako
pretezno izazivaju oboljenja koja nisu opasna, ipak mogu biti i uzrocnici teskih oboljenja kao

Sto je bronhitis. U vrlo rijetkim slu¢ajevima infekcije adenovirusima mogu izazvati smrt.

Ulazak adenovirusa u stanicu domacina zahtjeva dva seta interakcija. Ulazak u stanicu
domacina zapocinje jednom od domena vlaknastog proteina kapside koji se veze za stani¢ni
receptor (179). Dva najpoznatija receptora su CD46 za grupu B humanih adenovirusnih
serotipova 1 receptori CAR (engl., coxsakievirus-adenovirus receptor) za sve ostale
serotipove. Nakon toga, slijedi interakcija izmedu motiva u pentonskoj bazi proteina kapside 1
molekule integrina av na povrSini stanice. Vezanje na integrin av rezultira endocitozom
virusne Cestice putem jazica obloZenih klatrinom na nacin da se inducira polimerizacija

aktina unutar stanice i virusna Cestica ulazi u stanicu domacina unutar endosoma (180).

Nakon $§to je virusna Cestica u$la u stanicu domacina, endosom se zakiseljava i uniStava, a
virion se nade u citoplazmi. Uz pomo¢ stani¢nih mikrotubula, virus se transportira do
kompleksa jezgrinih pora gdje se uklanjaju proteinski dijelovi virusa, a virusna DNA se
oslobada i tada moZe u¢i u jezgru putem kompleksa jezgrinih pora. Virusna DNA u jezgri
asocira s molekulama histona i transkripcija moze zapoceti. Produciraju se nove virusne
cestice (181). Replikacija DNA virusa odvija se u dvije faze: ranoj 1 kasnoj fazi. U obje faze,
primarni transkript je podlozan alternativnom procesiranju RNA, gdje se proizvodi
monocistronska mRNA, koja je kompatibilna s domacinovim ribosomima. Rani geni su

odgovorni za izraZenost nestrukturnih, regulatornih proteina. Cilj ovih proteina je promijeniti
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izraZzenost proteina domacina s ciljem prepisivanja virusne DNA, aktivacije ostalih virusnih
gena, kao npr. virusne DNA polimeraze, te blokiranje apoptoze i aktivnosti interferona (182).
Kasni geni odgovorni su za proizvodnju dovoljnih koli¢ina strukturnih proteina virusa kako
bi se sav geneticki materijal proizveden DNA replikacijom mogao upakirati u virusne
kapside. Kada su sve nove komponente sintetizirane, virus se sastavlja, inducira lizu stanice i
na taj nacin izlazi van. U molekularnoj biologiji adenovirusi imaju vrlo znacajnu ulogu
razvojem genskog inzenjeringa u 1970-tim godinama. Adenovirusi se tako koriste kao
gentehnicki vektori za prenoSenje strane DNA. U svrhu pretvorbe adenovirusa u adenovirusni
vektor potrebno je adenovirus gen-tehni¢kim metodama izmijeniti. Zeljeni adenovirusni
vektor treba zadrzati sposobnost ulaska u stanicu, prenosenja DNA, ali uz obuzdanu
sposobnost razmnozavanja. To se postize gen-tehniCkom metodom pri kojoj E-1 regija
virusa, neophodna za razmnozavanje, biva izrezana. Izrezana E-1 regija na taj nain postaje
prostor za ubacivanje zeljene DNA. Izgubiv$i sposobnost razmnoZavanja, adenovirusni
vektor postaje idealan za prenoSenje gena u Zeljenu stanicu, medutim, nastaje problem

uzgoja.

Postupak daljnjeg koristena takvog gen-tehnicki promijenog adenovirusa (zajedno sa stranom
DNA) zapocinje kloniranjem na plazmid. Taj plazmid biti ¢e dodan gen-tehnicki
promijenjenoj stani¢noj kulturi, tzv. "stanicama pomoc¢nicima®, ¢ije stanice u svom genomu
sadrze regiju E-1 virusa neophodnu za njegovo razmnozavanje. RazmnoZeni adenovirusni
vektori koji sadrZze stranu DNA, potom se mogu koristiti kao prenosnici Zeljenih genetskih

informacija, a da svojim razmnozavanjem ne izazivaju Stetne infekcije.

Adenovirusni vektori atraktivni su za koriStenje tijekom istraZivanja iz nekoliko razloga:
adenovirusni genom dobro je poznat, postoji moguénost proizvodnje proc¢isc¢enih virusnih
Cestica visokog titra te relativno velikog kapaciteta ugradnje strane DNA, a jako su infektivni,
uz sposobnosti infekcije stanica u diobi i1 onih koje se ne dijele, ne integriraju se u genom

transducirane stanice te izraZzavaju proteine u visokim koli¢inama tijekom nekoliko tjedana.

Medutim, postoji 1 moguci problem poticanja snaznog prirodenog i steCenog imunoloskog
odgovora prilikom in vivo upotrebe. Takav imunoloski odgovor moze biti pozeljan tijekom
koriStenja u onkologiji ili procjepljivanju, ali ne 1 u regenerativne svrhe jer dolazi do
citotoksi¢nosti i gubitka Zeljene genske izraZenosti. U svrhu smanjene imunogenicnosti te
poboljsanja iskoristivosti tijekom koriStenja u istrazivanjima, adenovirusni vektori ,,dozivjeli*

su znacajne transformacije. Cinjenica da izazivaju uglavnom blage bolesti znacajno je
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pridonijela razvoju adenovirusnih vektora. NajcesS¢e se koriste vektori temeljeni na tipovima
2 1 5 podskupine C (183). U prvoj generaciji Ad5 vektora uklonjeni su E1 i/ili E3 geni,
dozvoljavajuci tako unos do 6,5 kb strane DNA. Kod E1 delecija posebno se moralo paziti da
se u genomu zadrze ITR sljedovi (eng., inverted terminal repeats) i sljedovi potrebni za
pakiranje virusne Cestice. Uklanjanje E1 podrucja onemogucuju transkripciju ostalih ranih
gena (koji su transkripcijski ovisni o E1) pa tako i replikaciju virusne DNA 1 proizvodnju
kapsidnih proteina (183). Za umnaZanje ovakvih replikacijski defektnih AdS koriste se
stanice koje osiguravaju produkte E1 gena (npr. bubrezne stanice ljudskog embrija, HEK-
293, engl., human embryonic kidney) (184). lako je uklanjanje E1 podrucja genoma jako
smanjilo izrazenost ostalih virusnih gena nije ju u potpunosti onemogucilo. Stoga su razvijeni
vektori druge generacije u kojima su se postupno uklanjala podru¢ja E2 i E4. Svaka novo
uvedena delecija zahtijeva postojanje odgovarajuc¢e komplementirajuce stani¢ne linije. Takvi
adenovirusni vektori imaju smanjenu toksi¢nost, a izrazenost gena koje unose u stanicu je
produljena u odnosu na one prijasnjih generacija zbog manje izrazenog imunog odgovora

domacina na virusne proteine (183).

Adenovirusni vektori kod kojih su uklonjeni svi virusni geni nazivaju se visokokapacitetnima
ili "gutless" vektorima. Oni zadrzavaju samo ITR sljedove i slijed za pakiranje, no za
umnazanje im je potreban pomoc¢ni virus kojeg je jos uvijek vrlo tesko odvojiti od Cestica

AdS5 vektora. Ta €injenica glavni razlog je njihove ne tako ceste upotrebe (185).

1.7.2. Geni izvjestitelji

Geni izvjestitelji (engl., reporter genes) koriste se kao indikatori izrazaja ili ulaska gena
kojeg istrazujemo u stanicu. Najces¢e su spojeni s genom koji istrazujemo. Koriste se za
proucavanje regulatornih sljedova ili drugih gena od interesa kod bakterija, stani¢nih kultura,
zivotinja ili biljaka. Obiljezja dobrog reporterskog gena su lako uocavanje 1 mjerenje (186).
Najces¢e koriSteni reporterski geni su oni koji daju produkte koji fluoresciraju ili
luminisciraju: zeleni fluorescentni protein (engl., green fluorescent protein — GFP), crveni
fluorescentni protein (engl., red fluorescent protein — RFP) i luciferaza. Enzim luciferaza
Cesto se koristi kao biljeg za pracenje umnozavanja virusa i izrazenosti virusnih gena u
laboratorijskih Zivotinja jer je kao enzimski test jako osjetljiv i ne izraZzava se inace u

ljudskim tkivima (187).
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Luciferaza je oksidativni enzim koji omogucava bioluminiscenciju nekim organizmima kao
npr. krijesnici. Krijesnice emitiraju svjetlost, zahvaljuju¢i kemijskoj reakciji konverzije
luciferina u oksiluciferin, uz pomo¢ enzima luciferaze. Reakcija je energetski jako
ucinkovita. Cijela energija kemijske reakcije jako brzo prelazi u svjetlosnu energiju Sto taj

test Cini jako preciznim i idealnim izvjestiteljskim sustavom (188).

Adenovirusni vektor koji izrazava gen za luciferazu (eng., adenoviral vector encoding firefly
luciferase reporter gene (Ad.Luc)) je vektor koji eksprimira gen za luciferazu pod
promotorom iz citomegalovirusa (CMV). Kada virusna DNA ude u stanicu, stanica prepisuje
i virusnu DNA §to znaci da u stanici transduciranoj virusnim vektorom Ad.Luc postoji enzim
luciferaza. Nakon dodavanja supstrata luciferina, do¢i ¢e do enzimske reakcije pretvaranja
luciferina u oksiluciferin §to mozemo ocitati na luminometru kao svjetlost. Intenzitet
svjetlosti direktno je proporcionalan koncentraciji luciferaze (189). Koliko je stanica uspjesno
transducirana s Ad.Luc, tolika je koncentracija luciferaze, tj. intenzitet svjetlosti. Shematski

prikaz enzimske reakcije luciferaze dan je jednadzbom:
Luciferaza + luciferin + ATP + Mg2+ <«— luciferaza-luciferil-AMP + PPi

luciferaza-luciferil-AMP + O2 <«—» luciferaza + oksiluciferin + AMP + CO2 + hv
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je optimizirati in vitro transdukciju humanog misi¢nog tkiva adenovirusnim
vektorom koji nosi gen za kodiranje kostanog morfogenetskog proteina-2 (eng., adenoviral
vector encoding bone morphogenetic protein-2 — Ad. BMP2) te dokazati da tako transducirano

humano misi¢no tkivo ima sposobnost osteogene diferencijacije.

Glavna hipoteza:

Uporabom adenovirusnog vektora koji nosi gen za kodiranje koStanog morfogenetskog
proteina-2, moguce je uspjesno transducirati in vitro humano misi¢no tkivo te ga usmjeriti

prema osteogenoj diferencijaciji uz trajanje transdukcije manje od 90 minuta.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzorci

Nakon odobrenja Etic¢kih povjerenstava Specijalne bolnice ,,Sveta Katarina“ u Zaboku i KB-a
»Sveti Duh®™ u Zagrebu pristupili smo istrazivanju. Kriteriji ukljucivanja pacijenata cije je
tkivo upotrijebljeno u studiji bili su klinicki, radioloski, a magnetskom je rezonancom
utvrdena prijeoperacijska dijagnoza traumatskog, primarnog puknué¢a ACL-a s ili bez
dodatnih intraartikularnih otecenja u podruéju koljena. Zivotna dob svih ispitanika, &ije je
tkivo testirano, bila je izmedu 18 i 55 godina. Svi bolesnici u potpunosti su bili upoznati s

istrazivanjem i potpisali su informirani pristanak.

Obavljene su 33 artroskopske rekonstrukcije ACL-a uz upotrebu presatka nacinjenog od
ucetverostrucenih tetiva misica gracilisa 1 semitendinosusa. Prilikom priprema presatka, koji
su koristeni tijekom rekonstrukcije prednje ukriZzene sveze, dio muskulature zaostale uz tetive
odvaja se od njih te se ne koristi u daljnjem operacijskom zahvatu. Takvo miSi¢no tkivo
pohranjeno je uz asepti¢ne uvjete rada u operacijskoj sali u odgovarajuée sterilne posude
ispunjene Dulbeccovim modificiranim esencijalnim medijem (engl. Dulbecco’s Modified
Essential Medium — DMEM, Thermo Fisher Scientific, Walthem, MA, SAD). Tkivo je
transportirano na Zavod za molekularnu biologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u

Zagrebu.

3.2. Vektori

Zahvaljujuéi susretljivosti Medicinskog fakulteta na Harvardu dobili smo rekombinantni
adenovirusni vektor koji nosi gen za kodiranje A4d.BMPZ2 te rekombinantni adenovirusni

vektor koji nosi gen za enzim luciferazu (Ad.Luc).

Oba rekombinantna adenovirusna vektora konstruirana su Cre-Lox rekombinacijom. Regije
vazne za replikaciju adenovirusa su tzv. rane (E1, E2, E3 1 E4) 1 kasne (L1, L2, L3, L4 1 L5).
Nakon delecije, regije E1, E3 1 mjesto uzvodno od E4 sluze kao mjesta za inserciju stranog
slijeda DNA u adenovirusni genom. Na mjesto regija odgovornih za replikaciju virusa,

ubacena je zeljena cDNA (BMP- 2, luciferaza), a na mjestu uzvodno promotor. Promotor
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koristen za konstrukciju nasih vektora bio je CMV (citomegalovirus) koji je konstitutivno

aktivan u raznim stani¢nim tipovima i smatra se jednim od najjacih promotora in vitro (126).

Iako je regija genoma E1 nuZna za replikaciju virusa u stani¢noj kulturi, moguce je deletirati
tu regiju i na njeno mjesto ubaciti strani slijed DNA. Preduvjet replikacije tako defektnih
virusa je kultura stanica koje imaju sposobnost izrazenosti E1 ili E1-sli¢nog slijeda. Stanice
HEK 293 (engl., human embryonic kindey) su transformirane adenovirusnom DNA i
konstitutivno eksprimiraju slijed E1. Za umnazanje rekombinantnih adenovirusa u stanicnoj

kulturi koristili smo upravo tu stani¢nu liniju.

3.2.1. UmnaZanje i prociS¢avanje replikacijski defektnih adenovirusa u kulturi stanica

U svrhu replikacije svakog od replikacijski defektnih adenovirusnih vektora nasadili smo
stanice HEK-293 u 80 Petrijevih zdjelica u teku¢oj hranjivoj podlozi kompletnog medija
DMEM uz 4500 mg/L glukoze (Lonza, Visp, Svicarska), 10% fetalnog govedeg seruma
(FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Walthem, MA, SAD), 100 U/mL penicilina i 100
ng/mL streptomicina (Lonza Visp, Svicarska,). Kada su stanice postigle 80-90%
konfluentnosti, uklonili smo DMEM-FBS sa stanica 1 na njih pazljivo stavili I mL DMEM-
FBS u kojem su se nalazili virusi. Inkubirali smo 1 sat pri 37°C uz 5% CO2 pri ¢emu smo
pazljivo naginjali Petrijevu zdjelicu svakih 20 minuta. Nakon sat vremena, na stanice smo
dodali 5 mL DMEM-FBS 1 ostavili u inkubatoru pri 37°C uz 5% CO?2 tijekom 4 dana.
Sakupili smo stanice zajedno s teku¢om podlogom i centrifugirali pri 2000 x g tijekom 10
minuta. Talog nastao centrifugiranjem, sacinjen od transduciranih HEK 293 stanica, ostavili
smo u 10 mL tekuce hranjive podloge. S ciljem oslobadanja §to viSe virusnih Cestica, stanice
smo izloZili trima ciklusima zamrzavanja/odmrzavanja na -80°C vodenoj kupelji zagrijanoj
na 37°C. Prije svakog ciklusa, stanice smo izmijeSali vibracijskom mijeSalicom. Po zavrSetku
zadnjeg ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja, centrifugirali smo stanice 5 minuta pri 4000 x g.
Talog nastao raspadom stanica smo bacili, a supernatant dalje prociS¢avali. Replikacijski
defektni adenovirusi proc¢iS¢avani su u dva koraka. Prvo na jastucicu cezijevog klorida, pri
c¢emu se virusne cestice, uslijed djelovanja centrifugalne sile, zaustavljaju na razdiobi dviju

otopina cezijevog klorida razli¢ite gustoce i na taj nacin stvaraju bijelu zonu.

Pripremili smo otopine cezijevog klorida razlicite gusto¢e u Tris-HCI puferu: 1,25 w/w, 1,34

w/w 1 1,4 w/w. U epruvetu za centrifugiranje stavili smo 2,5 mL 1,4 w/w cezijevog klorida.

36



Na sloj cezijeva klorida smo nadslojili 2,5 mL 1,25 w/w cezijevog klorida. Do vrha epruvete

smo nadslojili ranije spomenuti supernatant, tj. lizat inficiranih stanica.

Centrifugirali smo pri 20°C, 1:45 minuta pri 60000 x g na ultracentrifugi s tzv. (engl.) swing-
out rotorom uz iskljuc¢enu kocnicu. Sloj virusa koji se stvorio nakon centrifugiranja na granici
dva sloja cezijevog klorida, sakupili smo Spricom s iglom kojoj je suzeni vrh prethodno

savinut sterilnom pincetom tako da je otvor igle okrenut prema gore.

U sljede¢em koraku virusi se prociS¢avaju u gradijentu cezijevog klorida koji nastaje
centrifugiranjem preko no¢i i gdje se bijela zona virusa zaustavlja na mjestu koje je jednake
gustoce kao i1 gustoca virusnih Cestica. U epruvete za centrifugiranje stavili smo 3 mL
suspenzije virusa i dopunili s 10 mL cezijevog klorida (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Njemacka) gustoce 1,34 w/w. Dobro smo pomijesali suspenziju virusa i cezijevog klorida te
centrifugirali pri 20°C preko no¢i pri 60000 x g na ultracentrifugi. Uklonili smo, bez
potresanja, gornji sloj sve do 2 cm iznad zone virusa. Sloj virusa koji se stvorio po sredini
epruvete za centrifugiranje smo sakupili. Sljedeci korak bio je uklanjanje cezijevog klorida iz
procis¢enih adenovirusa dijalizom. Crijeva za dijalizu smo odrezali na komade od 8 cm i
kuhali 10 min u otopini za pripremu crijeva. Otopina za pripremu crijeva za dijalizu se
sastojala od 2% natrijevog bikarbonata i 1 mM EDTA. Crijevo smo isprali s reH20 1 kuhali
jo§ 10 min u 1 mM EDTA pri pH=8.0. Crijevo smo ¢uvali u 75% etanolu na 4°C te prije
upotrebe dobro isprali s reH20.

Pripremili smo pufer za dijalizu sastava: 10mM Tris (pH=7,4) i ImM MgCI2

Zatvorili smo crijevo za dijalizu s jedne strane plasticnom Stipaljkom. Pazljivo smo stavili
suspenziju virusa u crijevo te drugi kraj crijeva takoder zatvorili plasticnom Stipaljkom.
Crijeva smo stavili u ¢asu napunjenu puferom za dijalizu koja se nalazi na magnetskoj

mijesalici pri 4°C.

Dijalizu smo provodili 6 sati uz 6-7 izmjena hladnog pufera za dijalizu, uz stalno mijeSanje

na magnetskoj mijesalici.

Otvorili smo pazljivo plasticne Stipaljke, pipetom izvadili dijalizirani virus te mu dodali
glicerol tako da ga u konacnoj koncentraciji bude 10%. Viruse smo razdijelili u alikvote od

20 pL te ih smrznuli na -80°C.
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3.2.2. Odredivanje koncentracije i infektivnosti adenovirusnih Cestica

Pripremili smo razrjedenja prociS¢enih virusa 5x, 10x, 20x, 25x u puferu PBS s 0,1% SDS i
inkubirali ith 10 minuta pri 56°C. Pripremljena razrjedenja virusa smo centrifugirali kratko pri
10000 x g i supernatant prenijeli u drugu epruveticu. Koriste¢i svojstvo DNA adenovirusa da
apsorbira ultraljubicastu svijetlost valne duljine 260 nm, apsorbanciju smo mjerili pri 260 nm
prema puferu PBS + 0,1% SDS na NanoDrop spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific,
Walthem, MA, SAD).

Broj virusnih Cestica u ml suspenzije pro¢is¢enih adenovirusa smo racunali prema formuli:
N=A260xrx 1,1x1012

gdje je: N - broj virusnih Cestica u mL, A260 - izmjerena apsorbancija pri 260nm, a R —

razrjedenje.

Koncentracija infektivnih adenovirusnih Cestica u nekoj suspenziji replikacijski defektnih
adenovirusa moze se mjeriti sposobnoséu stvaranja plakova. Odredivanje koncentracije
infektivnih adenovirusnih Cestica radeno je prema opisanom protokolu (190). Nasadili smo
stanice HEK-293 u posudu s 6 bunarica u tekucoj hranjivoj podlozi DMEM-FBS, tako da je
sutradan popunjenost stani¢nog sloja bila 90%. ProciS¢enu suspenziju virusa razrijedili smo
do razrjedenja 1012 u DMEM-u. Pripremili smo 1%-tnu otopinu agaroze u PBS-u. Na
nasadene stranice u posudi sa 6 bunarica, dodali smo 2 mL razrjedenja virusa u DMEM-u te
ih inkubirali sat vremena pri 37°C uz 5% CO2. Nakon sat vremena, odisali smo razrjedenja

virusa u DMEM-u i prekrili stanice s 3 mL pripremljene i ohladene agaroze.

Nakon pet dana inkubacije, pri 37°C uz 5% CO2, obojili smo agarozu s 0.1V otopine MTT-a
(eng., 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) koncentracije 5
mg/mL otopljenim u PBS-u te smo inkubirali tri sata pri 37°C uz 5% CO2. Nakon inkubacije,
izbrojali smo plakove i izrazili koncentraciju infektivnih adenovirusnih cestica kao broj

plakova (PFU eng., plaque forming units) x volumen razrjedenje virusa.
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3.3. Transdukcija miSi¢nog tkiva

3.3.1. Odredivanje optimalnog broja adenovirusnih Cestica za transdukciju miSi¢nog

tkiva pomocu luciferase

Uzorke miSi¢nog tkiva 10 pacijenata izrezali smo na komadi¢e od 6 x50 pg u sterilnim
uvjetima te ih stavili u 500 pL DMEM u posudu s 24 bunari¢a, razdjelivsi ih tako u 6
skupina. Proc¢is¢enu suspenziju virusa Ad.Luc razrijedili smo u mediju DMEM tako da smo u
20 ml suspenzije imali 0, 103, 10°, 107 i 10® PFU. Odstranili smo DMEM s misi¢a pazeéi da
on ostane vlazan te smo direktno na misice nanijeli 20 uL pripremljene razrijedene suspenzije
virusa. Posudu s 24 bunari¢a smo stavili u inkubator pri 37°C uz 5% CO2 sat vremena.
Nakon sat vremena inkubacije, na miSi¢e smo dodali 1 mL DMEM-a te vratili u inkubator na
jo§ sat vremena. Nakon toga smo odstranili hranjivi medij s miSica te ih dobro isprali u PBS-
u 3x po 2 mL. Dodali smo 1 mL DMEM-a te inkubirali 72 h. Nakon 72 h slijedila je izolacija
proteina i test aktivnosti luciferaze kojom je odreden optimalni broj adenovirusnih Cestica za
transdukciju misiénog tkiva. Kao pozitivnu kontrolnu skupinu koristili smo uzorke misica

transducirane 20 ml suspenzijom 10% ali bez ispiranja mis$i¢a nakon 2 h inkubacije (Slika 7.).
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10 uzoraka

Svaki od tih 10 dijelimo na 6 uzoraka

/ /

Negativna
0 FFU
Transdukcija

2h

Skupina |
10°PFU
Trandukcija

2h

Skupina Il
10° PFU
Transdukcija

2h

Skupina Ill
107 PFU
Transdukcija

2h

Skupina IV
10°PFU
Transdukcija

2h

Pozitivna
10%PFU
Transdukcija

72h

Izolacija proteina nakon 72 sata

Mijerenje luminiscencije

Optimalna doza

Slika 7. Prikaz hodograma odredivanja optimalnog broja adenovirusnih cestica za

transdukciju misi¢nog tkiva pomocu luciferaze
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3.3.2. Odredivanje optimalnog vremena kontakta miSi¢nog tkiva i adenovirusnih ¢estica

pomocu luciferase

Uzorke miSi¢nog tkiva 10 pacijenata smo narezali na komade od 5 x 50 pg u sterilnim
uvjetima te ih stavili u 500 pL. DMEM u posudu s 24 bunari¢a. Optimizirani broj infektivnih
Cestica smo nakapali direktno na miSi¢e. U svrhu odredivanja optimalnog vremena kontakta
misi¢nog tkiva i adenovirusnih Cestica, miSi¢e smo inkubirali s virusom 0, 15, 30 1 60 minuta,

uz pozitivnu kontrolu gdje je virus bio u kontaktu s miSi¢ima 72 h.

Nakon 15 minuta inkubiranja na 37°C uz 5% CO2, miSi¢e smo dobro isprali u puferu PBS 3
x 2 mL. Dodali smo 1 mL DMEM-a i inkubirali 72 h, nakon ¢ega slijedi izolacija ukupnih
proteina i test aktivnosti luciferaze. Isti protokol smo ponovili s uzorcima koji su se inkubirali

301 60 minuta (Slika 8.).
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10 uzoraka

Svaki od tih 10 dijelimo na 5 uzoraka

Negativna
OPFU

Transdukcija

Skupina |
RF1
Transdukcija

15 min

Skupina Il
RF1
Transdukcija

30 min

Skupina Il
RF1
Transdukcija

&0 min

Pozitivna
RF1
Transdukcija

72h

N

[~

Izolacija proteina nakon 72 h

A

Mjerenje luminiscencije

Optimalno vrijeme
transdukcije

Slika 8. Prikaz hodograma odredivanja optimalnog vremena kontakta miSi¢nog tkiva i1

adenovirusnih Cestica pomocu luciferase
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3.3.3. Odredivanje utjecaja iona lantana i kalcija na poboljSanje transdukcije miSi¢nog

tkiva

Uzorke miSi¢nog tkiva 10 pacijenata smo narezali na komade od 5 x 50 pg u sterilnim
uvjetima te ih stavili u 500 uLL. DMEM u posudu s 24 bunaric¢a. Proc¢iS§¢enu suspenziju virusa

pripremili smo na sljedeci nacin:

a) suspenzija optimiziranog broja Cestica proc¢is¢enog Ad.Luc virusa

b) suspenzija optimiziranog broja Cestica proc¢is¢enog Ad.Luc virusa + 0,2 mM lantan
klorida

C) suspenzija optimiziranog broja Cestica procis¢enog Ad.Luc virusa + 5 mM kalcij
klorida

d) suspenzija optimiziranog broja Cestica proc¢iS¢enog Ad.Luc virusa + 0,2 mM lantan

klorida + 5 mM kalcij klorida.

Suspenzije pro¢iS¢enog adenovirusa, lantanovog klorida 1 kalcijevog klorida inkubirali smo
pola sata na ledu da se stvori koprecipitat dvovalentni/trovalentni ion-virus koji omogucava

bolji ulazak virusnih Cestica u stanicu.

Pripremljene otopine smo nakapali direktno na miSice te inkubirali kroz prethodno utvrdeno
vrijeme na 37°C uz 5% CO2. Nakon inkubacije, miSi¢e smo dobro isprali u puferu PBS, 3 x
2 mL te inkubirali 72 h pri 37°C uz 5% CO2. Po zavrSetku smo izolirali ukupne proteine te

napravili test aktivnosti luciferaze (Slika 9.).
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10 uzoraka

Svaki od tih 10 dijelimo na 5 uzoraka

Pozitivna
Skupina| Skupina I Skupina Il Skupina IV kontrola
RFL S RF1 RF1 RF1
RF2 RF2 RF2 RF2 72h
. La® Ca* La®*+ Ca?* i

Izolacija proteina nakon 72 h

Utjecaj pozitivnih iona

RF3

Mjerenje luminiscencije

Slika 9. Prikaz hodograma odredivanja utjecaja iona lantana i kalcija na poboljSanje

transdukcije miSicnog tkiva pomocu luciferaze
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3.3.4. Izolacija i odredivanje ukupnih stani¢nih proteina

Ukupna koli¢ina stani¢nih proteina dobivena je koristeci reagens CelLytic M (Sigma-Aldrich,
Tautkirchen, Njemacka) prema preporuci proizvodaca. Medij DMEM smo odstranili s
uzoraka 1 uzorci su isprani 3 puta u 2 ml PBS pufera, smrznuti u teku¢em dusiku te

homogenizirani pomo¢u muzara i tucka.

Svakom uzorku dodano je 300 uL of reagensa CelLytic M te su lagano mijesani tijekom 45
minuta pri 4° C. Nakon tri ciklusa smrzavanja pri -80° i odmrzavanja pri 37°, lizirane stanice
smo centrifugirali 5 minuta pri 4° C te 12000 x g. Supernatant koji sadrzi protein smo
sakupili. Koncentraciju izoliranih proteina odredili smo koriste¢i proteinsku analizu Pierce
BCA (Thermo Fisher Scientific, Walthem, MA, SAD) prema uputama proizvodaca. Prvo su
pripremljena razrjedenja albuminskih (engl., bovine serum albumin, BSA) standarda radnog
raspona od 20 do 2000 pg/ml. Nakon toga, pripremili smo radni reagens BCA mijeSanjem

reagenata koncentracija 2000 pg/ml i 1500 pg/ml u omjeru 50:1.

Otpipetirali smo po 25 pL standarda i 25 uL svakog proteinskog uzorka u jazice
mikrotitarske plo€ice te na kraju dodali 200 pL radnog reagensa u svaku jazicu s uzorkom ili
standardom. Nakon inkubacije mikrotitarske plo¢ice pri 37°C u trajanju 30 min, izvrSeno je
mjerenje apsorbancije proteina na ¢itacu mikrotitarskih plocica Victor multilabel X (Perkin
Elmer, Waltham, Massachusetts, MA, SAD). Iz dobivenih apsorbancija izraCunate su

koncentracije proteina.

3.3.5. Odredivanje aktivnosti luciferase

Neprozirnu (engl. opaque) mikrotitarsku plo€icu za odredivanje aktivnosti luciferaze ohladili
smo na ledu. Priredili smo pufer za odredivanje aktivnosti luciferaze sastava: ATP (90 mM),
luciferin (25 mM), 10% BSA, MgCI2 (1000 mM), DTT (100 mM), EGTA (50 mM). U jazice
mikrotitarske plocice otpipetirali smo po 100 pL stani¢nog lizata dobivenog izolacijom
ukupnih proteina. Neposredno prije samog mjerenja luminiscencije, dodali smo 100 pL
pufera za odredivanje aktivnosti luciferaze u svaku jaZicu s uzorkom. Luminiscencija
izazvana aktivnoScu luciferaze mjerena je na CitaCu mikrotitarskih ploc¢ica Victor multilabel X

(Perkin Elmer ,Waltham, MA, SAD).
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3.3.6. Primjena optimiziranog protokola za transdukciju miSiénog tkiva s Ad.BMP2

Po uspostavljanu optimiziranog protokola, tijekom ove zavrsne faze, koristili smo miSi¢no
tkivo prikupljeno tijekom 5 novih rekonstrukcija ACL-a i osteogeni medij u kojem se to

misi¢no tkivo kasnije nalazilo tijekom 21 dan.

Uzorke miSi¢nog tkiva 5 pacijenata narezali smo na komade od 50 pg u sterilnim uvjetima te

ih stavili u 500 uL DMEM u posudu s 24 bunarica.

Kako bismo potvrdili osteogenu diferencijaciju, eksperiment smo dizajnirali po sljedecoj

shemi:
Grupa 1: misié
Grupa 2: misi¢ + 20 uL suspenzije Ad.BMP2 virusa

Nakon $to smo odstranili hranjivi medij, na sve uzorke misi¢a druge grupe nakapali smo 20
uL priredene virusne suspenzije Ad.BMP2 u prethodno utvrdenoj infektivnosti. MiSi¢i su
potom inkubirani kroz prethodno odredeno vrijeme pri 37°C uz 5% CO2 te po zavrSetku
(engl. Minimum Essential Medium Eagle (MEM) Alpha Modifications) koji je sadrzavao 10%
FBS, 1X Pen/Strep, askorbinsku kiselinu (50 pg/ml) te B glicerofosfat (10mM).

Medij je mijenjan svaka 3 dana, a koli¢ina otpustenog BMP2 proteina u mediju izmjerena je
pomoc¢u komercijalnog enzim vezujueg imunosorbent testa (engl. Enzyme-linked
imunosorbent essey - ELISA) prema preporuci proizvodaca koriste¢i kit Quantikine ELISA

BMP2 DBP200. Koli¢ina otpustenog BMP2 izraCunata je u odnosu na nastala razrjedenja.

Za svaki uzorak, nakon 14. 1 21. dana inkubacije, napravljena je izolacija RNA te
kvantitativni real time qPCR s pocetnicama za gen BSP (engl. Bone sialoprotein), DMP-1
(engl. Dentine matrix protein-1), OC (engl. Osteocalcin) 1 transkripcijski ¢imbenik RUNX2
(engl. Runt-related transcription factor 2). Ukupno smo koristili uzorke misi¢a 5 pacijenata
za analizu genske izraZenosti (dan 14. 1 dan 21.) te uzorke miSi¢a 3 pacijenta za analizu

ELISA (Slika 10.).
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Skupina | Skupina Il

gPCR 14 dana gPCR 14 dana

RUNX2, BSP, DMP-1 RUNX2, BSP, DMP-1

. netransducirano
transducirano

5 uzoraka
5 uzoraka

Protokol 14 dana

5 uzoraka u duplikatima

5 uzoraka

Svaki od tih 5 dijelimo na 4 uzoraka

A4

Protokol 21 dan

5 uzoraka u duplikatima

Skupina Il Skupina IV
ELISA BMP2 <

gPCR 21. dan L gPCR 21. dan
Svaki treéi dan kroz 21 dan
RUNX2, BSP, DMP-1 RUNX2, BSP, DMP-1
3 uzorka

transducirano netransducirano

5 uzoraka 5 uzoraka

v

Bojenje H&E i imunohistokemija COL-1 21. dan

3 uzorka

Slika 10. Prikaz hodograma potvrde optimiziranog protokola za transdukciju miSi¢nog tkiva s

Ad.BMP2
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3.3.7. Izolacija RNA iz miSi¢nog tkiva i odredivanje njene koncentracije

Izolacija ukupne stani¢ne RNA iz miSica transduciranih adenovirusnim vektorom s proteinom
BMP?2 radena je 14. te 21. dan nakon transdukcije. Izolacija je napravljena pomocu reagensa

TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, USA) prema preporuci proizvodaca.

Proces izolacije sastojao se od: homogenizacije tkiva, faze odvajanja, taloZzenja RNA,
ispiranja RNA 1 ponovnog otapanja RNA. Utvrdivanje koncentracije RNA izvrSeno je

pomocu spektofotometra (NanoVue plus, GE Healthcare, Velika Britanija).

Homogenizacija

Misiéno tkivo smo isprali 3 puta u hladnom puferu PBS-a, stavili u mikrotubicu Eppendorf te
dodali ImL TRIzola (Invitrogen, Carlsbad, SAD). U mikrotubicu smo takoder dodali kuglice
za homogenizaciju tkiva prethodno isprane u vodi s dietil pirokarbonatom (DEPC). Tijekom

homogenizacije koristili smo laboratorijsku mjesalicu (Retsch, Haan, Njemacka).

Nakon homogenizacije, prema preporuci za rad s misiénim tkivom slijedi dodatno
centrifugiranje na 12000 x g, tijekom 10 min pri 4° C. Supernatant smo prebacili u novu
Eppendorf mikrotubicu te inkubirali homogenizirani uzorak kroz 5 min na sobnoj

temperaturi.

Faza odvajanja

Dodali smo 0,2 ml kloroforma na 1 ml reagensa TRIzola. Zatvorili smo epruvetu, vorteksirali
je 15 s i inkubirali 3 min na sobnoj temperaturi. Centrifugirali smo uzorak na 12 000 x g kroz
15 min pri 4 ° C. Nakon centrifugiranja, smjesa se podijelila u 3 faze. Bezbojnu najpovrsniju

tekucu fazu iskoristili smo za daljnje testiranje.

Talozenje RNA

Nakon centrifugiranja, gornji teku¢i sloj pazljivo je prebaten u novu mikrotubicu te je

dodano 0,5 ml 100% izopropanola uz kratko vorteksiranje. Takav uzorak smo inkubirali 10

48



min na 20°C te centrifugirali 10 min na 12000 x g pri 4°C. Istalozena RNA u obliku

gelatinoznih kuglica smjestila se sa strane i na dnu epruvete.

Ispiranje RNA

Uklonili smo sav supernatant. IstaloZzenu RNA u obliku kuglica isprali smo sa 75% etanolom

1 dodali 1 mL 75%-tnog etanola. Ponovo smo centrifugirali na 7500 x g, 5 minuta pri 4°C.

Ponovno otapanje RNA

Supernatant smo uklonili, a talog smo osuSili na zraku 10 min. U mikrotubicu smo dodali 50
pL DEPC vode. Uzorke smo inkubirali 5 minuta na 55°C na tresilici te prebacili na led.

Uzorke smo pohranili na -80°C.

Utvrdivanje koncentracije RNA spekrofotometrijskom analizom

Koncentraciju RNA smo spektrofotometrijski odredili na NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, Walthem, MA, SAD) spektrofotometru prema preporuci proizvodaca. Razrijedili
smo 1 uL RNA s 39 uLL DEPC vode te dobili razrjedenje 1:40. Odredili smo opticku gustocu
pri 260 nm 1 280 nm te tako utvrdili koncentraciju RNA.

3.3.8. Odredivanje razine izraZenosti gena metodom lanc¢ane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu (real-time PCR)

Relativnom kvantifikacijom pomocu real-time PCR-a analizirali smo relativnu koli¢inu
mRNA za gene: RUNX2 (eng., runt-related transcription factor 2), koStani sijaloprotein
(eng., bone sialoprotein — BSP) 1 dentin matriks protein 1 (eng., dentin matrix protein I —
DMP-1). Ranije dobivenih 2 pg RNA dodatno smo proc€istili primjenom Deoxyribonucleasea
I Amplification Gradea (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD), ¢ime smo odstranili postojeci
DNA.
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U 0,5 ml epruvete za mikrocentrifugu, koju smo drzali na ledu, dodali smo na 1 pg RNA
uzorka, 1 pL 10 x DNase Reaction Buffer, 1 uL DNase I Amp Grade (1 U/ul) i DEPC
tretiranu vodu do 10 pL. Inkubirali smo 15 min na sobnoj temperaturi. DNazu I smo
inaktivirali dodavanjem 1 pL 25 mM EDTA u reaktivnu smjesu. Smjesu smo zagrijavali 10
min pri 65°C. Tako procis¢ena 2 ug RNA koristili smo tijekom daljnjeg odredivanja razine
izraZzenosti gena metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu. Reverzna
transkripcija RNA u cDNA izvedena je pomocu GeneAmp RNA PCR kita (Applied
Biosystems, Waltham, MA, SAD) prema preporuci proizvodaca. Svi za to potrebni reagensi
su otopljeni i lagano centrifugirani. Slijedi priprema otopine za reverznu transkripciju (engl.,
reverse transcription master mix) na nacin da je 20 uL reakcijske otopine sadrzavalo 2 uL
10x PCR Buffer Il bez MgCI2 (Roche, Mannheim, Njemacka), 4 uL. 25 mM MgCI2 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 2 uL. 10 mM dNTPs (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Njemacka), 1 pL (20U/uL) RNase Inhibitora (7aKaRa Bio Inc.,Otsu, Shiga, Japan)), 1 uL
(50U/uL) MuLV reverzne transkriptaze (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD) te DEPC-
tretiranu vodu do potpunih 20 pL. Nakon kraceg centrifugiranja, otopini je dodan RNA
uzorak te pocetnice. Reverzna transkripcija provedena je koriste¢i ThermoMixer (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) u sljede¢im uvjetima: 10 min na sobnoj temperaturi, 1 h/42°C, 5
min/99°C 1 5 min/5°. Komercijalni kit TagMan Gene expression Assays (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) primijenjen je za analizu izraZenosti transkripcijskog
¢imbenika RUNX2 (RUNX2, Mm00501584 m1), koStanog sijeloproteina (BSP, Hs00173720
ml) i dentin matriks proteina I (Dmp I, Ms01009391 gl). Kvantificiraju¢i PCR u stvarnom
vremenu (engl., real-time gPCR) izveden je na 7900HT Real-Time PCR Systemu (Applied
Biosystems, Waltham, MA, SAD) prema preporuci proizvodaca. PCR reakcija odvijala se u
sljede¢im uvjetima: 1 ciklus 10 min/95°C, slijedi 15 sec/95°C te 1 min/60°C kroz 40 ciklusa.
Nakon zavrSetka PCR reakcije, analizirali smo rezultate pomocu delta delta-Ct metode. Za
normalizaciju rezultata genske izraZzenosti kao unutarnja kontrola koriSten je engl.

housekeeping gen glicerolaldehid -3- fosfat (GAPDH) (Hs02758991 g1).

3.3.9. Odredivanje koli¢ine otpuStenog proteina BMP2 u mediju pomo¢u ELISA

Medij, koji je mijenjan svaka tri dana, iskoristili smo za odredivanje otpuStenog proteina

BMP2 pomoc¢u Quantikine ELISA kita (R&D Systems, Minneapolis, MN, SAD). Svi reagensi
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pripremljeni su na sobnoj temperaturi prema uputama proizvodaca. U svaku od jaZica
mikrotitarske plo¢ice dodali smo 100 puL pufera Assay Diluenta RD1-19. Nakon toga smo u
svaku jazicu dodali 50 pL priredenih BMP2 standarda i uzoraka. Plocicu smo prekrili
ljepljivom trakom i slijedila je inkubacija na tresilici mikrotitarskih plocica uz 500 rpm kroz 2
h na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku inkubacije svaka jazica je aspirirana i isprana Cetiri

puta puferom za ispiranje.

U svaku jazicu smo dodali 200 pL BMP2 konjugata, prekrili novom adhezivnom trakom te
inkubirali kroz 2 h na sobnoj temperature na tresilici. Plo¢ica je ponovo isprana 4 puta nakon
¢ega smo u svaku od jazica dodali 200 pL otopine substrata. Inkubacija je trajala 30 min na
radnom stolu uz zastitu od svjetla. U svrhu zaustavljanje enzimske reakcije u svaku od jazica
dodano je 50 pL tekucine za zaustavljanje enzimske reakcije. Unutar 30 min pomocu ¢itaca
mikrotitarskih plocica (GloMax Promega Madison, W1 SAD) postavljenog na 450 nm,
odredena je opti¢ka gustoca. Prema standardnoj krivulji dobivenoj iz apsorbancija standarda

izraunata je koncentracija BMP2 u nasim uzorcima.

3.3.10. Histolosko bojenje uzoraka hematoksilin-eozinom

Uzorci su fiksirani u 4% PFA (puferiranom parafolmadehidu), zatim su isprani u PBS-u te
uronjeni u 10% saharozu/PBS 24h pa u 30% saharozu/PBS 48h. Nakon fiksacije 1
krioprotekcije pomocu saharoze, tkiva su uronjena u teku¢inu za smrzavanje (7issue-Tek,
OCT Compound Containing) te su naglo smrznuta na -80°C. Uklopljeni uzorci tkiva rezani
su na rezove debljine 10 um pomocu kriorezaca (Leica, CM 1850) na temperaturi -20°C i
postavljeni na pozitivno nabijena stakla (Superfrost plus, Thermo Scentific). Narezana tkiva
su, do bojanja, pohranjena u frizideru na -20°C. Za histolosku analizu rezovi su obojani
metodom hematoksilin-eozin te alizarinom S. Rezovi su promatrani pomoc¢u mikroskopa

(Olympus BX51).
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3.3.11. Imunohistokemijska detekcija kolagena tipa I (COL-I)

Uzorci su fiksirani u 4%-om paraformaldehidu nakon ¢ega je slijedila dekalcifikacija u 14%-
oj otopini EDTA. Tkivni uzorci su inkubirani u 30 %-0j otopini saharoze u fosfatnom puferu
(PBS) kroz 48 h, nakon ¢ega su uklopljeni u Tissue-Tek (O.C.T. Compound, Sakura, CA,
SAD) i smrzavani na -80°C. Uzorci su rezani na rezove debljine 10 pm pomocu uredaja
kriostat Leica, CM 1850, (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) te su stavljeni na
predmetna stakalca Superfrost plus slides (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i
pohranjeni na -20°C.

U odredivanju razmjestaja antigena, rezovi su inkubirani s proteinazom K (Dako/Agilent,
Santa Clara, CA, SAD) u trajanju od 3 minute. Aktivnost endogene peroksidaze blokirana je
dodatkom 3% H202 u PBS-u kroz 10 minuta. Nakon blokiranja s 10% kozjim serumom
(Dako/Agilent, Santa Clara, CA, SAD) u PBS-u u trajanju od 1 h, rezovi su ispirani PBS-om
te inkubirani s primarnim antitijelom (anti-collagen I, Abcam, Cambridge, Velika Britanija) u
razrjedenju 1:400 s 1% kozjim serumom u PBS-u te su ostavljeni preko no¢i na 4°C. Nakon
ispiranja u PBS-u (4 x 5 min), detekcija signala provedena je pomocu EnVision Detection
Systems Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (Dako/Agilent, Santa Clara, CA, SAD) prema uputi

proizvodaca.

Za kontrastno bojanje primijenjen je hematoksilin (Majerov hematoksilin Biognost, Zagreb,
Hrvatska) u trajanju od 30 sekundi, nakon ¢ega je slijedilo ispiranje vodom kroz 5 min.
Rezovi su dehidrirani i pokriveni sredstvom za pokrivanje (Biognost, Zagreb, Hrvatska) te su

potom promatrani pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX5 1, Shinjuju, Tokyo, Japan).

Kao negativne kontrole pripravljena su stakalca tkiva bez primarnog antitijela. Kao pozitivna
kontrola upotrjebljen je uzorak kostiju. Za razliku od uzoraka miSi¢a, kosti su prethodno
uklopljene u parafin, nakon cega slijedi deparafinizacija te time to nije primjenjivo za

imunohistokemijsku usporedbu, ve¢ se primjenjuje iskljucivo kao pozitivna kontrola.
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3.4. Statisticki postupci

Cilj ovog translacijskog istrazivanja bio je dokazati valjanosti koncepta te utvrditi koja
metoda ima najveéi potencijal za buduca istrazivanja. Zbog toga smo bili primarno
zainteresirani kontrolirati gresku tip I, odnosno ne odbaciti istinitu nultu hipotezu. U cilju
utvrdivanja potrebnog broja uzoraka koristili smo varijancu vrijednosti o¢ekivanih mjerenja

koristec¢i rezultate studija koje su proveli Evans i Virk:

1. Evans, C. H.; Liu, F.-J.; Glatt, V.; Hoyland, J. A.; Kirker-Head, C.; Walsh, A.; Betz,
O.; Wells, J. W.; Betz, V.; Porter, R. M.; Saad, F. A.; Gerstenfeld, L. C.; Einhorn, T. A.;
Harris, M. B.; Vrahas, M. S. Use of genetically modified muscle and fat grafts to repair
defects in bone and cartilage. European cells & materials 2009., 18, 96.—111.

2. Virk, M. S.; Sugiyama, O.; Park, S. H.; Gambhir, S. S.; Adams, D. J.; Drissi, H.;
Lieberman, J. R. “Same day” ex-vivo regional gene therapy: a novel strategy to enhance

bone repair. Molecular therapy: the journal of the American Society of Gene Therapy 2011.,
19., 960.-8.

Statisticka analiza izvrSena je uporabom SPSS 20.0 statistickog modela (SPSS Inc., Chicago,
IL, SAD). U statistickoj analizi koriStene su deskriptivne i1 analiticke parametrijske metode.
Izracun veli¢ine potrebnih uzoraka temeljio se na rezultatima ranijih studija. U prve tri faze
istrazivanja pomoc¢u Ad.Luc vektora testirali smo optimalnu koncentraciju virusa, potrebno
trajanje transdukcije te utjecaj pozitivnih iona lantana i kalcija na uspjeSnost iste. Sve

dobivene vrijednosti su iskazane kao aritmeticka sredina i1 standardna devijacija (M+SD).

Prije same obrade podataka, Shapiro-Wilksovim testom provjerili smo normalnost raspodjele
podataka za ispitivane kvantitativne ovisne varijable. Budu¢i da se radilo o uzorcima tkiva
istih ljudi tretiranih na razli¢ite nacine, a kako bismo ispitali razlike u rezultatima, usporedili
smo prosjecne rezultate pomocu analize varijance za ponovljena mjerenja. Nakon S§to smo
utvrdili postojanje staticki znacajnih razlika, daljinom analizom pomocu post hoc usporedbe s
Bonferonijevom korekcijom utvrdili smo koji se rezultati statisticki razlikuju 1 na kojoj razini
vjerojatnosti. Po utvrdivanju optimiziranog protokola transdukcije pristupili smo provjeri
istoga s pomocu Ad.BMP2 vektora. Uzorci su podijeljeni u dvije grupe s ciljem utvrdivanja
osteogenog odgovora. Jedna grupa je transducirana s Ad.BMP2 vektorom prema ranije

utvrdenom protokolu, dok druga grupa nije transducirana. Sve dobivene vrijednosti su
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iskazane kao aritmeticka sredina i1 standardna devijacija (M+SD). Za usporedbu aritmetickih

sredina normalno distribuiranih podataka koristili smo Studentov t-test.

Tijekom =zavrSne faze istrazivanja analizirali smo moguce razlike otpustanja BMP2
transduciranog misica tijekom testiranog vremena te utvrdivali biljege osteogeneze. Sve
dobivene vrijednosti su takoder iskazane kao aritmeticka sredina i standardna devijacija
(M+SD). Utvrdili smo normalnu distribuciju podataka te pomocu jednosmjerne analize
varijance testirali znacajnost razlike. Prilikom svih usporedbi razina statisticke znacajnosti

postavljena je na P<0,05.

4. REZULTATI

4.1. Odredivanje optimalne doze Ad.Luc-a potrebne za transdukciju humanog misi¢nog

tkiva

Zbog infekcije pojedina¢nih komadi¢a miSi¢a odstranili smo iz daljnjeg istrazivanja dva
miSi¢na uzorka. Iz preostalih 8 misié¢nih uzoraka izolirali smo ukupne stani¢ne proteine,
izmjerili smo aktivnost luciferaze na luminometru i rezultat izrazili kao relativne jedinice
luminiscencije po mikrogramu proteina (RLU/pug) u svrhu normaliziranja rezultata. Uzorci
humanog mi$i¢nog tkiva koji nisu tretirani adenovirusnim vektorom (negativna kontrola),
ocekivano nisu pokazali nikakvu razinu aktivnosti enzima luciferaze. Naprotiv, pozitivna
kontrola, uzorci humanog misi¢nog tkiva tretirani adenovirusnim vektorom koncentracije 10®
PFU 1 bez ispiranja do izolacije proteina 72 h kasnije, pokazali su najviSu razinu aktivnosti
luciferaze 121,97+ 98,55, P< 0,001). Preostali uzorci tretirani razli¢itim koncentracijama
adenovirusnog vektora uz transdukciju u trajanju od 2 h, medusobno su se statisticki znacajno
razlikovali u aktivnosti enzima luciferaze. Uzorci humanog miSi¢nog tkiva, tretirani
adenovirusnim vektorom 10® PFU, pokazali su statisticki zna¢ajno viSu razinu aktivnosti
luciferaze u odnosu na ostale uzorke (82,10 + 68,33, P< 0,001) te su prihvaceni kao

optimizirani rezultat ove faze (Slika 11.).
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Slika 11. Prikaz uspjeSnosti transdukcije humanog miSi¢nog tkiva u ovisnosti o titru

adenovirusnog vektora Ad.luc. *p<0,001

4.2. Odredivanje optimalnog trajanja kontakta Ad.Luc-a i humanog miSi¢nog tkiva

Uzorci humanog miSi¢nog tkiva koji nisu tretirani adenovirusnim vektorom (negativna
kontrola) ocekivano nisu pokazali nikakvu razinu aktivnosti luciferaze. Naprotiv, uzorci
humanog miSi¢nog tkiva inkubirani sve do izolacije proteina, tj. 72 h (pozitivna kontrola),
pokazali su statisti¢ki znacajno najviSu razinu aktivnosti luciferaze u usporedbi s ostalim

uzorcima (213.3+ 104.18, P< 0,001).

Uzorci humanog miSi¢nog tkiva, tretirani s optimalnom koncentracijom adenovirusnog
vektora 1 inkubirani 15 min, pokazuju statisticki znac¢ajno najniZu razinu aktivnosti luciferaze
u odnosu na druge tretirane uzorke te u odnosu na pozitivnu kontrolu, a viSu razinu aktivnosti

luciferaze s obzirom na negativnu kontrolu (52.20+ 39.59, P<0,001).

Rezultati 30 minutne transdukcje uzoraka humanog misi¢nog tkiva pokazuju statisticki visu
razinu aktivnosti luciferaze u odnosu na negativnu kontrolu te 15-minutnu inkubaciju
(91.73+£51.67 P< 0,001), ali se nisu statisticki znacajno razlikovali od rezultata 60-minutne

transdukcije (128.21+ 66.39, P< 0,001) (Slika 12.). S obzirom na to da je cilj istrazivanja bio
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Sto je moguce viSe skratiti vrijeme trajanja transdukcije, a da nije postojala statisticki
znacCajna razlika izmedu trajanja transdukcije 30 1 60 minuta, vrijeme trajanja transdukcije od

30 minuta prihvacéeno je kao optimizirani rezultat ove faze istrazivanja.
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Slika 12. UspjesSnost transdukcije ovisno o vremenu kontakta humanog miSi¢nog tkiva i

adenovirusnog vektora Ad.Luc infektivnosti 108 PFU. *p<0,001

4.3. Utvrdivanje utjecaja pozitivnih iona lantana i kalcija na transdukciju humanog

miSi¢nog tkiva s Ad.Luc-om

MiSiéni uzorci transducirani su prema ranije optimiziranom postupku. Koristili smo
adenovirusni vektor Ad.Luc infektivnosti 10® PFU uz trajanje transdukcije 30 min i izolaciju
proteina nakon 72 sata. Tijekom testiranja koristili smo Cetiri razliCite suspenzije: 1)
procis¢enu, 2) uz dodatak 0,25 M lantan klorida, 3) uz dodatak 1M kalcijeva klorida te 4) uz
dodatak kombinacije 0,25 M lantan klorida i 1 M kalcijeva klorida. Uzorci miSi¢nog tkiva
tretirani adenovirusnim vektorom infektivnosti 10 PFU i inkubirani bez ispiranja do izolacije
proteina nakon 72 h (pozitivna kontrola), pokazali su najviSu razinu aktivnosti luciferaze u
odnosu na sve ostale uzorke (25.80 SD 5.82, P< 0,001). Rezultati svih ostalih testiranih

uzoraka nisu pokazali statisti¢ki znacajnu razinu aktivnosti. Zakljuc€ili smo da ioni lantana i
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kalcija ne pomazu u efektivnijoj transdukciji humanog misi¢nog tijekom naseg optimiziranog

protokola (Slika 13.).

35,00 -
~ 30,00 -
2
e
= 25,00 -
&
3 20100 Ex -
o
| "9
£ 15,00 -
[#]
)
« 10,00 -
d I
> 500 - I | 1
el
X 1 1 |_I_|
< 0,00

-La% +La¥ -La¥ +La¥ ctri+
-Ca* -Ca# +Ca* +Ca%*

Slika 13. Prikaz uspjeSnosti transdukcije u ovisnosti o izloZenosti kalcijevim i

lantanovim ionima

4.4. Primjena optimiziranog protokola transdukcije koriste¢i Ad.BMP2 u svrhu

poboljSanja osteodiferencijacije humanog miSiénog tkiva

4.4.1. Analiza otpustanja BMP2 pomo¢u ELISA

Rezultati otpustanja BMP2 u osteogenom mediju transduciranih misi¢a mjereni ELISA-om
pokazuju statisticki znacajnu razliku (P<0,001) u odnosu na netransducirani misi¢ kroz cijeli
period testiranja od 21 dan. Analiziraju¢i razlike otpusStanja BMP2 transduciranog miSica,
tijekom tog vremena nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Gledajuci apsolutne vrijednosti

vidi se u pocetku nagli porast vrijednosti otpustenog BMP-a transduciranih miSica, postizanje
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najviSe vrijednosti 12. dana mjerenja te nakon toga postepeno opadanje. Netransducirani

misi¢ tijekom cijelog vremena nije otpustao BMP2, sve do 21. dana kada je izmjereno

otpustanje niske razine BMP2 (Slika 14.).
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Slika 14. Rezultati otpuStanja BMP2 u osteogenom mediju mjereni ELISA-om

Rezultati su prikazani kao srediS$nja vrijednost = SD (n=3). *P<0,001

4.4.2. Analiza genske izraZenosti markera osteogeneze pomocu PCR-a

Kvantitativnim PCR-om u stvarnom vremenu analizirana je genska izrazenost markera

osteogeneze RUNX2, DMP-1 1 BSP 14.121. dan.

Rezultati razine izrazenosti gena za RUNX2 transduciranog miSia pokazuju statisticki

znacajnu razliku (p=0,045) u odnosu na netransducirani miSi¢ u obje vremenske toCke

mjerenja (Slika 15.A).
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Razina izrazaja gena za BSP transduciranog miSi¢a pokazuje statistiCki znacajnu razliku
(p=0.016) 14. dan nakon transdukcije u odnosu na misi¢ koji nije bio transduciran. Rezultati
izrazenosti gena za BSP 21. dana gotovo su statisticki znacajni (mi$i¢ 0.65+0.33 vs misi¢ +

Ad BMP2 5.31+ 4.62, p= 0.0596) (Sika 15.B).

Uzorci transducirani adenovirusnim vektorom Ad.BMP2 prema ranije optimiziranom
protokolu transdukcije pokazuju nekoliko puta vise rezultate izrazenosti gena DMP-1 u

odnosu na netransducirane uzorke. Rezultati su statisticki znacajni 14. 1 21. dan mjerenja

(P<0,001) (Slika 15.C).

59



A B misic O misi¢ + AdBMP-2

RUNX2

Relativna ekspresija mRNA
L]
—
—_

dan 14 dan 21

BSP

12 5
* p=0,0596
10 - . -

Relativna ekspresija mRNA
= o

dan 14 dan 21

DMP-1
700 4

500 4

300 +
200 4 *

g 1
0 1,11 0,65

dan 14 dan 21

Relativna ekspresija mRNA

Slika 15. Analiza genske izraZenosti markera osteogeneze pomoé¢u PCR-a
Rezultati su prikazani kao srediSnja vrijednost £ SD (n=3). *P<0,001
A) Rezultati razine izraZenosti gena za RUNX2

Rezultati su prikazani kao sredisnja vrijednost+ SD (n=5). (*P=0,045) transducirani misi¢

prema optimiziranom protokolu u odnosu na netransducirani misic.

60



B) Rezultati razine izraZenosti gena za BSP

Rezultati su prikazani kao srediSnja vrijednost £ SD (n=5). (*P=0.016) transducirani misi¢

prema optimiziranom protokolu u odnosu na netransducirani misic.
C) Rezultati razine izrazenosti gena za DMP-1

Rezultati su prikazani kao srediSnja vrijednost £ SD (n=5). (*P<0,001) transducirani mis$i¢

prema optimiziranom protokolu u odnosu na netransducirani misic.

4.4.3. Histolosko bojenje miSi¢nih uzoraka hematoksilin-eozinom

Nakon 21-0g dana kultivacije u osteogenom mediju, netransducirano misi¢no tkivo i misi¢no
tkivo transducirano prema optimiziranom protokolu obojeno je na hematoksilin-eozinu. Na
histoloskim preparatima obojanim hematoksilin-eozinom vide se miSi¢na vlakna na
poprecnim 1 uzduznim presjecima u obje skupine. Uocena je diskretna razlika u gradi jezgara
smjeStenih uz sam rub miSi¢nih vlakana te u endomiziju. U skupini netransduciranih miSica,
na popre¢nim presjecima, jezgre stanica smjeStene uz rub miSi¢nih vlakana okruglaste su,
bazofilne i s izrazenim heterokromatinom. U skupini transduciranih misi¢a uz sam rub
miSi¢nih vlakana primije¢ene su stanice neSto vecih, okruglijih jezgara (na popre¢nom
presjeku). Ove jezgre su manje bazofilne, prozraénijeg izgleda, §to ukazuje na prisustvo vece

koli¢ine eukromatina (slika 16.).
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Slika 16. Histolosko bojenje miSi¢nih uzoraka hematoksilin-eozinom

Strelice oznacavaju stanice neSto vecih, okruglijih jezgara (na poprecnom presjeku). Ove
jezgre su manje bazofilne, prozracnijeg izgleda, Sto ukazuje na prisustvo veée koli¢ine

eukromatina.

.....

bojenjem

Nakon 21-og dana kultivacije u osteogenom mediju, netransducirano misi¢no tkivo 1 misi¢no
tkivo transducirano prema optimiziranom protokolu je imunohistokemijski obojeno na
kolagen tip I (COL-I). Kao negativna kontrola, koriSteno je isto miSi¢no tkivo, ali bez
dodatka protutijela za COL-I tijekom bojenja. Pozitivnhu kontrolu predstavljali su uzorci
ljudske kosti imunohistokemijski obojeni na COL-I. Skupina netransduciranog miSica
pokazala je slab izrazaj imunohistokemijskog bojanja na COL-I. Negativna kontrola nije
pokazala izraZaj imunohistokemijskog bojanja na COL-I. Skupina miSi¢a transducirana s
Ad.BMP 2 virusnim vektorom prema optimiziranom protokolu i imunohistokemijski obojena
na kolagen tip I, pokazala je jak izrazaj istoga. Pozitivna kontrola pokazala je jak izrazaj

kolagena tip I (Slika 17.).
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Slika 17. Imunohistokemijsko bojanje na kolagen tip I (COL I)
Imunohistokemijsko obojen kolagen tip I prikazan je smedom bojom.

— AdBMP2 je netransducirano ljudsko miSi¢no tkivo imunohistokemijski obojeno na COL-

L

+AdBMP2 je miSiéno tkivo transducirano prema optimiziranom = protokolu

imunohistokemijski obojeno na COL-I .
CTRL —je negativno kontrolno bojenje.
CTRL + je imunohistokemijski na COL-I obojeno ljudsko kostano tkivo.

Strelice oznacavaju pojacan izazaj COL-1, m- oznaCava miSi¢, i- oznacava intersticij, a k-
oznacava kost.
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5. RASPRAVA

Operacijska rekonstrukcija ACL-a veoma je cCest zahvat. Danas prevladavaju dvije
mikroinvazivne, artroskopske operacijske metode i kod obje se kao presadak koristi tkivo
samog pacijenta (tzv. autologno tkivo) u svrhu rekonstrukcije ligamenta. NajceS¢e se kao
presadak koriste tetive misica gracilisa i semitendinosusa. Nakon uvodenja presatka u kosStane
tunele ocekujemo da presadak zacijeli u umjetno stvorenim koStanim tunelima procesom
nalik na intramembranozno cijeljenje, tzv. koStano-tetivnim cijeljenje (17,18). Nazalost,
proces kosStano-tetivnog cijeljenja ¢esto biva usporen i nepotpun te zavrsava djelomic¢nim
rastapanjem okolne kosti uz prosirenje kostanih tunela. Ucestalost i mogu¢i problemi koji
nastaju ponovnim puknuéem, odnosno ponovnom potrebom za rekonstrukcijom ACL-a uz
dosadasnje viSe ili manje uspjeSne pokusSaje sprjeavanja, razlog su zapocinjanja ovog

istrazivanja.

Regenerativna medicina trazi nacine do podrzi, potakne i poboljsa prirodenu sposobnost
regeneracije 1 reparacije naseg tijela. Ideja da se oSteceno tkivo koStano-miSiénog sustava
moze obnoviti prirodnim procesom cijeljenja umjesto kirurSkim zahvatima, potaknula je
implementaciju razliCitih strategija regenerativne medicine 1 tkivnog inzenjeringa u
ortopediju (40, 191). Klju¢ uspjeha lezi u interakciji stanica, bioloskih signala i okruzenja u
kojem se proces odvija. Esencijalne komponente potrebne za regeneraciju kosti su osteogene
stanice, osteoinduktivni ¢imbenici rasta te osteokonduktivna struktura u podru¢ju u kojem se
to dogada (192, 193). Do sada su koriStene razlicite strategije s ciljem poboljSanja koStano-

tetivnog cijeljenja slijedeci ranije navedeni princip ukljucujuci i gensku terapiju.

Prva esencijalna komponenta potrebna za regeneraciju kosti, a u ovom slucaju sprjeCavanja
proSirenja koStanih tunela nakon rekonstrukcije ACL-a, su osteogene stanice. Tijekom
rekonstrukcije ACL-a, a prilikom obrade tetiva za presadak, na miSi¢nom kraju uvijek
zaostaje dio miSiénog tkiva, koji se u standardnoj pripremi presatka odstranjuje i baca. U
skladu s principima regenerativne medicine, miSiéni kraj presatka, kao izvor progenitornih
stanica, mogao bi se saCuvati 1 iskoristiti za poticanje cijeljenja tkiva. Na vaznost ¢uvanja
misi¢nog tkiva, vezanog uz tetive tijekom rekonstrukcije ACL-a, ukazala su i dosadaSnja

istrazivanja (58).

Druga esencijalna komponenta potrebna za regeneraciju kosti je nosa¢, odnosno

osteokonduktivna struktura, koja osteogene stanice ,,drzi“ na potrebnom mjestu. U ovom
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slucaju radi se o idealnom ve¢ postojecem rjesenju, tj. tetivama m gracilisa i semitendinosusa

na kojim se misi¢no tkivo ve¢ i onako nalazi, §to rjeSava probleme izrade nosaca.

Tre¢a esencijalna komponenta su osteoinduktivni c¢imbenici rasta. PoboljSanjem
razumijevanja regeneracije kosti otkrivene su razli¢ite molekule koje na molekularnoj razini
reguliraju proces osteogeneze (194). Medu njima najintenzivnije istrazivane molekule su
BMP (195). Trenutno je u potvrdenoj klini¢koj primjeni samo molekula BMP2 (196). Pitanje
koje se ovdje postavilo je na koji nacin dostaviti BMP2 dovoljno dugo i u dovoljnoj koli¢ini
u podrucje kostanih tunela tijekom koStano-tetivnog cijeljenja nakon rekonstrukcije ACL-a.
Kao rjeSenje tog problema nametnula se genska terapija koja predstavlja dobru metodu
dostave molekula BMP2 na Zeljeno mjesto. Postoje razliCite tehnike genske terapije te
razliCiti nosaci. Proces koStano-tetivnog cijeljenja unutar koStanog tunela traje nekoliko
tjedana 1 u tom slucaju nema potrebe za trajnom izraZzenosti bioloskih ¢imbenika poput
BMP2. Zbog toga nam je bila potrebna metoda genske terapije koja je uspjesna, ali ¢ije je
djelovanje vremenski ograniceno te lokalizirano na podru¢je samog koStanog tunela. Ex vivo
genski aktivirano miSi¢no tkivo adenovirusnim vektorom BMP2 dokazano cijeli znacajne
osteohrskavicne defekte (172) te smo to odlucili iskoristiti u ovom istrazivanju. Adenovirusni
vektori imaju nekoliko prednosti: mogu se proizvesti u visokom titru, visoko su infektivni,
sposobni su inficirati stanice u fazi mirovanja i dijeljenja te je njihova genska izrazenost
prolazna zahvaljujuéi episomalnom spajanju (197). lako uspjesna, takva genska terapija, tj.
dosadasnji proces transdukcije misi¢nog tkiva pomo¢u AdBMP2 traje predugo da bi bila
primjenjiva tijekom operacijskog zahvata poput rekonstrukcije prednje ukrizene sveze. Cilj
ovog istrazivanja bila je moguca primjena u klini¢koj praksi te je optimiziranje, tj. ubrzavanje

postojece metode, postalo imperativ.

Kad trazimo optimalnu dozu adenovirusnog vektora, ustvari traZzimo infektivnost pri kojoj
adenovirusni vektor dovodi do najbolje genske ekspresije uz najmanju mogucéu
citotoksi¢nost. Tijekom istrazivanja optimalnog protokola transdukcije, uzorci humanog
misi¢nog tkiva tretirani su razli¢itim dozama adenovirusnih vektora (od 10° do 10® PFU), a
najveéa doza od 10® PFU, ujedno se pokazala i kao najuspje$nija. Ranija istraZivanja
pokazala su takoder tendenciju poboljSanja genske ekspresije poviSenjem infektivnosti
adenoviralnih vektora prilikom upotrebe genetski modificiranih miSi¢a u svrhu popravka
kostanih defekata (172), ali 1 smanjenje gense ekspresije mozdanog tkiva Stakora tijekom

koristenja adenovirusnih vektora infektivnosti iznad 10% PFU (198). Nazalost, tijekom ovog
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istrazivanja nismo uspjeli posti¢i infektivnost adenovirusnog vektora iznad 10® PFU te

potvrditi ili odbaciti moguci citotoksi¢ni ucinak pri vis§im infektivnostima.

Kao $to je ranije napomenuto, primarni cilj istrazivanja bio je pokusaj skra¢ivanja potrebnog
vremena za uspjeSnu transdukciju misi¢nog tkiva pomoéu AdBMP2. Uzorci humanog
misi¢nog tkiva inkubirani 72 h pokazali su statisticki znacajno najviSu razinu aktivnosti,
medutim, takav protokol nije prihvatljiv u svrhu izvodenja olakSane ili ubrzane ex-vivo
genske terapije unutar vremenskog perioda manjeg od 2 h. Usporedujuc¢i rezultate
transdukcije krac¢ih vremena prihvatili smo kao optimizirano vrijeme trajanja 30 min.
Rezultati tog vremena nisu se statisti¢ki razlikovali od duzeg vremena transdukcije (60 min),
a bili su statisticki znacajniji od kra¢eg vremena (15 min). Ovdje je vazno napomenuti da,
iako smo prihvatili 30 minuta kao optimalno vrijeme transdukcije, i1 krace je vrijeme, tj. 15
minuta, pokazalo sposobnost uspjesne transdukcije te bi to mogao biti smjer daljnjih

istrazivanja.

Ranijim istrazivanjima provjerene su razlicite strategije poboljSanja efikasnosti transdukcije
adenovirusnim vektorima poput: sprjeCavanja elektrostatskog odbijanja izmedu negativnih
iona povrSina stanice i adenovirusa (199-201), razvoj novih serotipova adenovirusa (202) te
promjena proteina ovojnice virusa u svrhu poboljSanja tkivne specifi¢nosti, kao i vezanja na
povrSinu stanice (203). Zahvaljuju¢i sposobnosti povezivanja, poput mosta, izmedu
negativnih naboja povriine stanice i adenirusnih vektora, pozitivni ioni lantana (La’")
povecavaju postotak transduciranih stanica, kao i transgenu izrazenost po stanici (201). lako
La*" povecava ucinkovitost transdukcije uz razli¢ite doze virusa, rezultati su znacajno bolji
pri nizim dozama (201). U cilju daljnjeg poboljSanja transdukcije, a po uspostavljanu
optimizirane doze adenovirusnog vektora i1 trajanja transdukcije, tijekom prve dvije faze
istrazivanja, odlucili smo u tre¢oj fazi provjeriti ucinak pozitivnih iona La3+ i Ca2+ na
efikasnost transdukcije. Rezultati naSeg istraZivanja nisu pokazali poboljSanje transdukcije
humanog mi$i¢nog tkiva adenovirusnim vektorom uz dodatak pozitivnih ioni lantana i/ili
kalcija. Rezultat toga najvjerojatnije je koristenje visoke doze adenovirusnog vektora 10°
PFU tijekom istraZivanja, Sto je onemogucilo utjecaj pozitivnih iona na transdukciju, a §to

odgovara i rezultatima dosada$njih istraZivanja.

Po zavrSetku optimiziranja protokola transdukcije provjerili smo koriStenje istoga uz
Ad.BMP2. Analizirali smo: 1.otpustanje BMP2 pomoc¢u ELISA-e (komercijalni, validirani

test koji koristi specificna monoklonska antitijela za BMP2), 2. gensku izrazenost markera
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osteogeneze pomocu PCR-a, 3. histoloske promjene transduciranog tkiva bojenjem

hematoksilin-eozinom te 4. prisutnost kolagena tip I imunohistokemijskim bojanjem.

Glavni cilj mjerenja otpustanja BMP2 u osteogeni medij bio je dokazati postojanje
kontinuiranog otpustanja, Sto omogucuje utjecaj na lokalne stanice i indukciju osteogeneze.
Rezultati otpustanja BMP2 u osteogenom mediju transduciranih misica potvrdili su statistic¢ki
znaCajnu razliku otpustanja BMP2 u odnosu na netransducirani misi¢ kroz cijeli period
testiranja od 21 dan. Za mjerenja u trajanju od 21 dan odlucili smo se jer klasi¢an protokol
indukcije osteogeneze traje 21 dan, uz izmjenu stani¢nog medija svaka 3 dana, Sto je
neophodno za dostatnu ishranu stanica. Medij za stanice koji smo koristili sadrzi puferske
sustave koji su osiguravali konstantni pH 1 upravo je izmjena medija svaka 3 dana dodatno
osiguravala svjezinu i konstantnost pH u mediju, a koli¢ina izlucenog BMP2 je kalkulirana u
odnosu na razrjedenje. Kontinuitet otpustanja u periodu od 21 dan dovoljan je za proliferaciju
progenitora prema osteogenoj liniji stanica. Izlu¢eni BMP2 djeluje kao ligand koji se veze na
receptore na membranama stanica 1 na taj nacin aktivira signalne putove koji vode u
osteogenu diferencijaciju. Na specifi¢nost cijeljenja tetivnog presatka LCA unutar koStanog
tunela ukazuje podatak da je mehanicka ¢vrstoca presatka unutar kostanog tunela najslabija
izmedu 6. tjedna nakon operacije (204). Trajanje bioloskih signala za poticanje osteogeneze
potrebno je upravo u tom periodu. U daljnjem istrazivanju bilo bi zanimljivo pratiti ukupno
trajanje transgene episomalne izrazenosti, utvrditi vrijeme opadanja koliine otpuStenog
BMP2 te koliko je dugo 1 u kojoj koli¢ini potrebno lu¢enja BMP2 za uspjesno koStano-
tetivno cijeljenje nakon rekonstrukcije LCA. Ranije istrazivanje na imunosuprimiranim
Fischer Stakorima utvrdilo je brzo i pouzdano cijeljenje koStanih defekata koriStenjem
autolognog misi¢nog tkiva transduciranog pomocu Ad.BMP2, iako je produkcija BMP2 bila
samo u nanogramima i trajala je 1 do 3 tjedna (205). Tijekom statisticke obrade rezultata
primijecene su velike standardne devijacije u uzorcima od 12 dana na dalje, §to je 1
ocekivano jer je, iako se radi o jednakoj masi uzorka, teSko posti¢i da je jednaka povrSina
izlozena virusima te se sigurno razlikuju i u statusu receptora za adenoviruse. Primjena
negativne kontrolne skupine, tj. netransduciranih misiénih stanica, predstavljala je kontrolu
ekspresije endogenog BMP2, kao i kontrolu nespecifi€nosti antitijela, tj. krizne reakcije

drugim BMP molekulama.

67



Kvantitativnim PCR-om u stvarnom vremenu, 14. i 21. dan, analizirana je genska izrazenost
markera osteogeneze (RUNX2, DMP-1 i BSP). RUNX2 je koriSten kao rani marker
osteogeneze, tj. marker osteoprogenitoprnih stanica, BSP kao marker osteoblasta, a DMP]

kao kasni marker, tj. marker osteocita.

RUNX2 je vazan regulator osteogenog razvoja (206), igra esencijalnu ulogu u diferencijaciji
osteoblasta (207,208) te inducira izrazenost osteogenih gena tijekom maturacije osteoblasta
(209). Detektira se prvi puta na razini preosteoblasta, izrazenost mu se povecava u nezrelih
osteoblasta, a smanjuje u zrelih osteoblasta. Prvi je transkripcijski faktor potreban za
utvrdivanje prisustva osteoblasta (210). Tijekom naseg istrazivanja, osteoprogenitorni marker
RUNX?2 pokazao je gensku izraZzenost i kod netretiranih i kod tretiranih misi¢a. Genska
izrazenost RUNX? tretiranih miSi¢a pokazala je statisticki znacajno pojacanu izraZenost u
odnosu na netretirane misi¢e u oba vremena mjerenja. Usporeduju¢i medusobno promjenu
intenziteta genske izrazenosti RUNX2 tretiranih miSi¢a, 14. 1 21. dan nije primijecena razlika
u izrazenosti. Razlog takvoga rezultata mogao bi biti dugotrajni utjecaj BMP2 na
ostoprognitorne stanice te njihovo usmjeravanje prema nezrelim osteoblastima kroz ta tri
tjedna. Ranije istrazivanje na genetski transduciranom miSi¢nom tkivu Stakora pomocu

Ad.BMP2 pokazalo je takoder znacajnu izrazenost RUNX? tijekom 20 dana (172).

BSP je nekolageni glukoprotein obilno izrazen u mineraliziranom tkivu. Ucestalo se koristi
kao biljeg diferencijacije osteoblasta (211). Tijekom naSeg istrazivanja genska izrazenost
markera osteoblasta BSP dokazana je i u transduciranih i netransduciranih misi¢a kroz cijeli
period pracdenja. Razina izrazenosti BSP transduciranih miSi¢a 14. dan bila je statisticki
znacajno povecana u odnosu na netransducirane misice. lako nije pokazano statisticki
znacajno povisenje izrazenosti 21. dan u odnosu na netransducirane miSice, rezultati genske
izrazenosti transduciranih miSi¢a su bili gotovo statisticki znacajni (p <0,0596). Povecanje
izrazenosti BSP transduciranih miSi¢a pokazatelj je maturacije osteoblasta te usmjeravanja

misi¢nog tkiva prema stvaranju koStanog tkiva.

DMP-1 je kiseli fosfoprotein prisutan u izvanstani¢noj osnovnoj tvari. Clan je SIBILING
glikoproteinske obitelji (eng., small integrin binding ligand N-linked glycoprotein family).
Klju€an je u mineralizaciji kosti i dentina te je prisutan u koStanim i dentinskim stanicama
koje se dijele (211, 212, 58). Svi testirani uzorci pokazali su gensku izraZzenost markera
osteocita DMP-1. Transducirani uzorci pokazali su viSestruko jacu izrazenost gena DMP-1 u

odnosu na netransducirane uzorke. Usporeduju¢i razinu genske izrazenosti DMP-1
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transduciranih misic¢a vidljivo je znacajno povisenje 21. u odnosu na 14. dan (Cetverostruko
poviSenje). Rezultat ukazuje da je period od 3 tjedna dovoljan za uspjeSan prijelaz od
osteoprogenitora do faze osteocita, nakon optimalnog protokola transdukcije humanog

misiénog tkiva tretiranog rekombiniranim adenoviralnim vektorom BMP2.

Tijekom ovog istrazivanja, svi uzorci ljudskog miSi¢nog tkiva su se nalazili u osteogenom
diferencijacijskom mediju i pokazali su baznu izrazenost markera osteogeneze. Takav
rezultat potvrduje ranija istrazivanja gdje je pomocu izrazenosti ranih i kasnih markera
osteogeneze utvrden osteogeni diferencijacijski potencijal svjezeg ljudskog miSi¢nog tkiva

nakon in vitro kultivacije sa standardnim osteogenim diferencijskim medijem (213).

Nakon 21-og dana kultivacije u osteogenom mediju, tkivo je histoloski obojeno te
imunohistokemijski obojeno na COL-I. Prikazana razlika u gradi stanica na histoloskim
preparatima obojenim hematoksilin-eozinom, ukazuje na vecéu transkripcijsku aktivnost
transduciranih stanica, a $to potvrduje rezultate kvantitativnog PCR-a 1 ELISA.
Imunohistokemijsko bojanje na kolagen I pokazalo je znaCajan izrazaj tog proteina u
transduciranoj skupini. lako je kolagen I nespecificna bjelancevina, njegov povecéani izrazaj
u misi¢nom tkivu nakon transdukcije s AABMP-2, ukazuje da se u tkivu dogadaju promjene u
smjeru stvaranja vezivnog tkiva. Kako bismo potvrdili opseznost i znacajnost tih promjena,

potrebna su dodatna imunohistokemijska bojanja, kao i daljnja istrazivanja.

Ocekivano, netransducirani mi$i¢i pokazali su izrazaj kolagena tip 1 uslijed bazalne
osteodiferencijacije miSi¢nog tkiva u osteogenom mediju, no njegov izri€aj je znacajno jaci u
transduciranih miSi¢ima, $to je u korelaciji s pojatanom izraZenosti osteogenih markera u tim

tkivima.

Ograni¢enja ove predklinicke studije, koja sluzi kao dokaz izvedivosti (engl. proof of
concept), mozemo podijeliti na: 1. ogranienja vezana uz samo istraZivanje te 2. ogranienja

vezana uz mogucu klinicku primjenu dobivenih rezultata istraZivanja.

Gledaju¢i ograni¢enja vezana uz samo istrazivanje potrebno je izdvojiti: 1. statisticku snagu

testova te 2. izvodenje studije u kontroliranim laboratorijskim uvjetima.

Tijekom istraZzivanja koriStena je znacajna koli¢ina adenovirusnih vektora velike
koncentracije, $to je ograniCilo broj uzoraka po skupinama faza istraZivanja. Manji broj
uzoraka umanjio je snagu statistickih testova, a time 1 statisticku znacajnost nekih dobivenih

rezultata. DosadaSnja istraZivanja prvenstveno su bila povezana uz uspjeSnost prijenosa
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genske informacije adenovirusnim vektorima, a ne na vremensko ubrzanje, tj. optimizaciju
metode u klinicke svrhe. Iz tog razloga, cilj ovog ,,dokaza izvedivosti“ bio je dokazati
valjanost koncepta te utvrditi koja metoda ima najveci potencijal za buduca istrazivanja. U
cilju utvrdivanja potrebnog broja uzoraka, koristili smo varijancu vrijednosti ocekivanih
mjerenja ranijih istrazivanja (172, 173). Medutim, kao $to je napomenuto, niti jedno od nama
znanih istrazivanja, nije istrazivalo optimizaciju te metode. Zbog toga je potrebno, koristeci
dobivene rezultate, u daljnjem bioloskim i klini¢kim istrazivanjima povecati statisticku snagu

testova.

Studija je izvedena in vitro, tj. u kontroliranim laboratorijskim uvjetima bez uzimanja u obzir
utjecaja interakcije unutar zivog organizma, kao i mehanickih sila u podru¢ju kosStano-
tetivnog cijeljenja. Razliciti su i nedovoljno razjasnjeni mehanizmi koji dovode do problema
kostano-tetivnog cijeljenja, tj. proSirenja tunela. Mozemo ih podijeliti na mehanicke i
bioloske. Mogu¢i mehanicki uzroci prosirenja tunela su: 1) manji pomaci izmedu presatka i
tunela tijekom cijeljenja, 2) nepravilan prijenos opterec¢enja na presadak, 3) loSe ucvrs¢ivanje
presatka, 4) nepravilan poloZaj tunela i 5) pretjerano agresivna rehabilitacija. Kao bioloski
uzroci navode se: 1) citokinima posredovana nespecificna upalna reakcija, 2) imunoloski
odgovor na strano tijelo 1 3) smrt stanica prouzrofena povisenjem temperature zbog busenja
kosti ili toksi¢nih produkata (etilen, oksid, metal, itd.). Tijekom ovog in vitro istrazivanja nije
bilo mogucée simulirati mehanicke 1 bioloske uzroke koji dovode do problema koStano-
tetivnog cijeljenja te je rezultat primjene metode potrebno provjeriti daljnjim bioloSkim 1

klinickim istrazivanjima.

Ogranicenja vezana uz mogucu klini¢ku primjenu dobivenih rezultata istraZivanja mogu se
podijeliti na tehnicke probleme primjene te probleme vezane uz primjenu genske terapije,
odnosno adenovirusnih vektora. Kao jedan od tehnickih problema istiCe se potreba za
razvojem tehnologije koja bi omogudila transdukciju miSi¢nog tkiva vezanog uz sam
presadak unutar operacijske sale. Tijekom istraZivanja, koriSteni su uzorci miSi¢nog tkiva
velicine 50 pg. To ne odgovara povrSini, volumenu, kao ni koli¢ini miSi¢nog tkiva koja
zaostaje na miSi¢nom kraju tetivnih presadaka tijekom rekonstrukcije prednje ukrizene sveze.
PovrSina, volumen i koli¢ina miSi¢nog tkiva koja zaostaje na presadcima, znacajno nadilazi
testirane uzorke te to moglo utjecati na penetraciju adenovirusnih vektora u dublje slojeve
tkiva. Zbog toga ostaje pitanje koli¢ine AdBMP2 koncentracije 10®° PFU potrebne za

poticanje Zeljene osteogene diferencijacije, tj. poboljSanja koStano-tetivnog cijeljenja nakon
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rekonstrukcije prednje ukriZzene sveze, kao 1 mehanizma provodenja transdukcje u tijeku

rekonstrukcije prednje ukrizene sveze.

Na gensku terapiju se gleda kao na nesigurnu i riskantnu. Glavni su razlozi potencijalna
imunogeni¢nost i citotoksi¢nost adenovirusnih vektora. Problem takve percepcije genske
terapije povezan je uz smrt Jesseja Gelsingera 17. rujna 1999. godine. Gelsinger je bolovao
od genetske spolno vezane bolesti jetre uzrokovane djelomi¢nom deficijencijom ornitin
transkarbamilaze (OTC). Bolest je obicno smrtonosna ve¢ kod rodenja, ali zbog tek
djelomicne deficijencije, Galsinger je zivio uz lijekove i specifi¢nu dijetu. Dobrovoljno je
pristupio klinickom istrazivanju te je tijekom istrazivanja dobio infuziju genski promijenjenih
virusa koji su nosili gen za ornitin transkarbamilazu. Nazalost, preminuo je nekoliko dana
kasnije uslijed snazne imune reakcije na sam virus. Radilo se o direktnoj, tj. unutarnjoj in
vivo primjeni adenovirusnog vektora prve generacije u visokoj dozi. Tijekom naSeg
istrazivanja, koristili smo vanjsku, tj. ex vivo gensku terapiju prilikom koje se transdukcija
stanica izvodi izvan tijela. Medutim, iako ex vivo genska terapija znacajno smanjuje rizik
vezan uz imunolosku reakcija, on i dalje postoji. Razlog tome je velik broj infekcija
povezanih uz adenoviruse te moguce prethodno egzistiranje imunoloskog odgovora na
adenoviruse. Iz tog razloga, razvijene su nove generacije adenovirusnih vektora.
Adenovirusni vektori tre€e generacije, tzv. visokokapacitetni, odnosno "gutless" vektori koji

ne sadrZe virusne proteine, mogli bi biti izvrstan izbor tijekom daljnjih istrazivanja.

Rezultat ove pretklini¢ke translacijske studije ukazuje na moguénost uspjesne, unutar 30
minuta, in vitro transdukcije humanog miSi¢nog tkiva te njegovo usmjeravanje prema

osteogenoj diferencijaciji uporabom adenoviralnog vektora koji nosi gen za kodiranje BMP2.

Ubrzavanje cijelog procesa priblizava se klini¢koj primjeni istoga, u svrhu poboljSanja

intraosealnog koStano-tetivnog cijeljenja nakon rekonstrukcije prednje ukriZne sveze.

Protokol transdukcije u trajanju od 30 minuta potrebno je provjeriti daljnjim istrazivanjima u

Zivom organizmu te ga na taj nacin pribliziti klinickoj praksi.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je 30 minuta dovoljno za in vitro transdukciju

humanog misi¢nog tkiva adenovirusnim vektorom koji nosi gen za kodiranje BMP2.

2. Rezultati otpuStanja BMP2 u osteogenom mediju transduciranih misi¢a potvrdili su

kontinuirano otpustanja BMP2 kroz cijeli period testiranja od 21 dan.

3. Genska izrazenost markera osteogene RUNX2, BSP i DMP-1 tretiranih miS$i¢a pokazala je

statisticki znacajno pojacanu izraZzenost u odnosu na netretirane misice.
4. Najbolji rezultati transdukcije postignuti su uz dozu adenovirusnog vektora od 10% PFU.

5. Dodatak pozitivnih ioni lantana i/ili kalcija nije poboljSao transdukcije humanog misi¢nog

tkiva adenovirusnim vektorom uz dozu 103 PFU

6. Tako su potrebna joS§ brojna istrazivanja te zajedniCka suradnja znanstvenika i kliniCara,
naSim istrazivanjem je tzv. ubrzana ex vivo genska terapija priblizena klinickoj primjeni za

jos jedan korak.
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7. SAZETAK

Uvod: Problem kostano-tetivnog cijeljenja nakon rekonstrukcije prednje ukrizene sveze
ucestao je 1 klinicki znacajan. Razlicite strategije, uklju¢ujuéu gensku terapiju, koriStene su u
svrhu poboljsanja koStano-tetivnog cijeljenja. Ubrzana ex vivo genska terapija, iako uspjesna,
jos uvijek prelazi prihvatljivo vrijeme u svrhu koriStenja takve, tijekom rekonstrukcije

prednje ukrizene sveze.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je ubrzati, tj. optimizirati in vitro transdukciju humanog
misi¢nog tkiva adenovirusnim vektorom koji nosi gen za kodiranje kostanog morfogenetskog
proteina-2, dokazati da tako transducirano humano misi¢no tkivo ima sposobnost osteogene

diferencijacije te na taj nacin pribliziti metodu klini¢koj uporabi.

Metode: U istrazivanju je koriSteno miSi¢no tkivo prikupljeno tijekom 35 artroskopskih
rekonstrukcija prednjih ukrizenih sveza. Istrazivanje je podijeljeno na fazu optimizacije
protokola ex vivo genske terapije i fazu potvrde osteogene diferencijacije misi¢nog tkiva
prema tako optimiziranom protokolu. U svrhu optimizacije protokola transdukcije koriSteno
je misi¢no tkivo 30 pacijenata te adenovirusni vektor koji izrazava gen za luciferazu (AdLuc).
Odredivan je optimalan broj adenovirusnih Cestica za transdukciju misi¢nog tkiva, optimalno
vrijeme kontakta miSi¢nog tkiva 1 adenovirusnih Cestica te utjecaja iona lantana 1 kalcija na
poboljsanje transdukcije misi¢nog tkiva. Pri uspostavljanju optimiziranog ex vivo genskog
protokola, u svrhu potvrde osteogene diferencijacije, koriSteni su mi$i¢ni uzorci 5 novih
pacijenta te adenovirusni vektor koji izraZava gen za koStani morfogenetski protein -2
(Ad.BMP2). Markeri osteogeneze transduciranih misiénih uzoraka RUNX2, BSP 1 DMP-1
analizirani su kvantitativnom polimeraza lan¢anom reakcijom, otpustenim BMP2 enzimskim
imunotestom na ¢vrstoj fazi ELISA te prisustvom kolagena tip I (COL-I) u transduciranim

miSi¢ima imunihistokemijskim bojenjem.

Rezultati: MiSi¢ni uzorci transducirani prema optimiziranom protokolu ex vivo genske
terapije, koriste¢i Ad.BMP2 iskazali su izrazenu izraZzenost markera osteogeneze, visoku

razinu otpustanja BMP2 te jak izraZzaj za COL-I.
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Zakljuéak: Rezultati ove studije potvrduju uspjesnost osteogene diferencijacije ljudskih
miSi¢a nakon tridesetominutne in vitro transdukcije adenovirusnim vektorom Ad.BMP2

prema novom optimiziranom protokolu.
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8. SUMMARY

Title: Optimization of an ex vivo gene transfer to the hamstrings tendons muscle

remnants: potential for genetic enhancement of bone healing

Introduction: The purpose of this study was to explore the hypothesis that adenoviral vector
carrying the BMP2 gene is capable of transducing human tendon and muscle tissue harvested
during ACL reconstruction and direct it towards osteogenic differentiation within the period
shorter than one hour. Expedited ex vivo gene therapy is a novel and proved approach to
tissue engineering. However, to be suitable for clinical application currently established

protocols need optimization.

Methods: Human samples from gracilis and semitendinosus muscle were harvested during
ACL reconstruction from 35 patients. To optimize the transduction protocol, samples from 30
patients were transduced with Ad.Luc vector using different number of a plaque-forming unit
(PFU/ml), different times of transduction and addition of positive ions for transduction
enhancement. When the optimized protocol has been established, muscle samples from 5
patients were transduced with adenoviral vector Ad.BMP2, and analyzed by means of qRT-

PCR, ELISA and Immunohistochemistry (IHC).

Results: Samples transduced with adenoviral vector BMP2 according to the previously
optimized protocol showed enhanced expression of all osteogenic markers, high BMP2

release and strong expression of Collagen type I (COL-I).

Conclusion: Results of this proof of concept study suggest the possibility of successful in
vitro transduction of human muscle tissue within 30 minutes and its differentiation towards

osteogenic lineage.
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