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MEHANIZAM NASTANKA HETEROTOPNE OSIFIKACIJE I KONCIPIRANJE
ODGOVARAJUCEG TRETMANA

IZVOD

Skeletni sistem je kompleksan organ koji se formira tokom embriogeneze,
znatno uvecava tokom detinjstva, remodeluje tokom celog Zivota i regenerise nakon
povreda. Formiranje kostiju je striktno kontrolisan proces, vremenski i prostorno.
Prostorno gledano, granice skeletnog sistema su jasno ogranicene u ljudskom telu.
Van skeletna formacija kostiju ili heterotopna osifikacija (HO) je patoloska pojava
koja se javlja sporadi¢no i predstavlja klinicki problem jer dovodi do bola, otoka i
potpune imobilizacije zglobova. Heterotopna osifikacija je definisana prisustvom
lamelarne koStane mase tkiva van skeletnog sistema. Heterotopna ili ektopi¢na
osifikacija je problem koji se javlja kao posledica traume na koStano ili meko tkivo,
ili mnogo rede kao posledica genetske mutacije kod retkih naslednih bolesti kao Sto
je, na primer, progresivna koStana heteroplazija (engleski Progressive Osseous
Heteroplasia ili POH). Mehanizam ove osifikacije nije dovoljno razjasnjen, ali je
poznato da se glavni defekt deSava na nivou neadekvatne i ubrzane metaplasti¢ne
osifikacije koja ima za rezultat formiranje lamelarne kortikosteroidne Kkosti.
Pretpostavlja se da su multipotente mezenhimske mati¢ne Celije (MSC), ¢elije koje
se diferenciraju u osteoblaste. Stimulatorni G proteinski kompleks je nedavno
prepoznat kao kljuéni regulator mezenhimskih c¢elija skeletnog sistema.
Inaktiviraju¢a mutacija alfa subjedinice stimulatornog G proteinskog regulatornog
kompleksa (Gas) adenil ciklaze (GNAS1), koja se javlja kod retke genetske bolesti
POH, je glavni uzrok fenotipa - nekontrolisanog i progresivnog formiranja patoloske
osifikacije van skeletnog sistema, naj¢esS¢e u okolnom mekom tkivu. Kao Sto Cesto
biva, iz primera retkih bolesti i mutacija koje one nose, moZemo nauciti dosta o
osnovnim bioloSkim mehanizmima i bioloSkim procesima u cCeliji.

Cilj ovog rada je bio da se rasvetli mehanizam nastanka HO kao i da se ispita

efikasnost tri inhibitora Hedgehog (Hh) signalnog puta, arsen trioksida (ATO),



lovastatina (Lov) i aktivne forme vitamin D3 (VitD3) u spreCavanju osteogeneze u
progenitorskim mezenhimalnim celijama i koncipira efikasna kombinacija leka
primenom niskih koncentracija navedenih agenasa.

KoriS¢en je animalni model za POH kao i humane i progenitorske
mezenhimalnee Celije misa. Analizom genske ekspresije pracen je sadrzaj iRNK Glil
gena koji je glavni marker Hh signalnog puta.

Dokazano je da je Hedgehog signalni put dovoljan i neophodan za nastanak
HO. Primena molekula male molekularne mase, Hh inhibitora, je rezultirala u
znacajnom smanjenju osteogene aktivnosti progenitorskih mezenhimskih celija.
Pokazana je funkcionalna veza izmedu inhibicije Hh signalnog puta i osteogeneze u
progenitorskim mezenhimskim celijama. Analizom ekspresije gena utvrdene su
smanjene koncentracije iRNK Glil gena. Kombinacija koja je sadrzala niske
koncentracije navedena tri Hh inhibitora se pokazala podjednako efikasna u
inhibiciji Hh signalnog puta i osteogeneze u testiranim humanim i ¢elijama misa kao
i pojedinacno dejstvo agenasa.

PredloZena formulacija koja sadrzi niske koncentracije antagonista Hh

signalnog puta moZe biti efikasna u profilaksi HO.

Klju¢ne reci: Heterotopna osifikacija, Mezenhimske mati¢ne c¢elije (MSC),
Hedgehog signalni put, Arsen trioksid, Vitamin D3, statin, repozicioniranje lekova
Naucna oblast: TehnoloSko inZenjerstvo

UZa naucna oblast: Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija

UDK broj:



MECHANISM OF HETEROTOPIC OSSIFICATION AND ESTABLISHEMENT OF
THE APPROPRIATE TREATMENT

ABSTRACT

Skeletal system represents a very complex organ which forms during
embryogenesis, develops during childhood, remodels during our lives and
regenerates after injuries. Bone formation is strictly controlled, both spatially and
temporally. Spatially, bones formation is restricted to the clearly defined skeleton
boundaries. Ectopic bone formation or heterotopic ossification (HO) is a
pathological bone formation which occurs periodically and is presented with a
painful, swollen and motion restricted joints. Heterotopic ossification is defined by
the presence of lamellar bone mass outside of the skeleton. Heterotopic or ectopic
ossification is a complication which occurs after soft tissue or bone trauma, or very
rarely as a consequence of a genetic mutation in an ultrarare disease such as
Progressive Osseous Heteroplasia or POH. Mechanism of this pathologic ossification
is not clear enough, but it is known that primary defect occurs at the level of rapid
and inadequate metaplastic calcification which as a result has corticosteroid bone
formation. It is proposed that multipotent mesenchymal stem cells (MSC), are the
cells which are differentiating into osteoblasts. Stimulating G protein complex has
been recently recognized as a critical regulator for the mesenchymal stem cells of
the skeletal system. Inactivating mutation alpha subunit stimulating G protein
complex (Gas) adenyl cyclase (GNAS1), which occurs in a rare genetic disease POH,
is the leading cause of the phenotype - uncontrolled and progressive pathologic
bone formation, most frequently present in soft tissue surrounding the bone. Like it
frequently happens, from the rare disease examples and the mutations they carry
we can learn a lot about underlying biological mechanisms and processes in the
cells.

The purpose of this work is to shed the light on the mechanism of HO
formation, as well to explore the efficacy of the three Hedgehog (Hh) inhibitors:



arsenic trioxide (ATO), lovastatin (Lov) and the active form of vitamin D3 (VitD3) or
their combination in inhibiting osteogenesis in mesenchymal progenitor stem cells
(MSC) in order to propose efficacious and safe treatment using low concentrations
of Hh inhibitors.

We used the POH animal model as well as human and murine mesenchymal
progenitor cells isolated from the bone marrow. Gene expression analysis of the
major Hh signaling mRNA Gli1 gene was utilized.

It was proven that Hedgehog signaling is sufficient and necessary for HO
formation. Application of the three small molecules Hh inhibitors resulted in a
significant reduction of MSC’s osteogenic activity. The functional link between
inhibition of the Hh pathway and osteogenesis was presented. Gene expression
analysis has shown reduced Glil gene expression. Combination with a low Hh
inhibitors concentration has been proved to be equally efficient as a single agent
when tested for Hh signaling inhibition in murine and humans mesenchymal stem
cells.

Suggested formulation with a lower concentrations of Hh antagonist has a

promising potential to be explored as a new prophylaxis for HO.

Key words: Heterotopic ossification, Mesenchymal stem cells (MSC), Hedgehog
signaling, Arsenic trioxide, Vitamin D3, statin, drug repositioning

Scientific field: Technological engineering

Scientific discipline: Biochemical engineering and biotechnology

UDC:
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1. UVOD

Skeletni sistem, kao i svaki organ ima specifi¢ne funkcionalne karakteristike
tokom razvoja koje definiSu njegov identitet u bioloSkom i patoloSkom smislu.
Skeletni sistem se sastoji od brojnih elemenata razli¢itog oblika i porekla koji su
smesteni u ljudskom telu. Prostorno gledano, granice skeletnog sistema su jasno
ogranicene u ljudskom telu. Veéina elemenata skeletnog sistema je formirana od
hrskavice i kostiju i svako od ovih tkiva poseduje specificne celije: hrskavica je
sagradjena od ¢elija hondrocita, a kosti od celija osteoblasta i osteoklasta. Na kraju
svi ovi Celijski tipovi imaju svoj sopstveni razvojni put, fiziolosSku funkciju i shodno
tome i patoloSka stanja (1). SloZenost skeletnog sistema, sa aspekta razvoja,
fiziologije i patologije, i dalje se ispituje Sto dovodi do novih otkri¢a radi potpunog
razumevanja ovog kompleksnog organa.

Vanskeletna formacija kostiju ili heterotopna osifikacija (HO) je raznovrstan i
kompleksan patoloSki proces. ReC ,heterotopna“ je grckog porekla od reci ,heteros“ i
»topos” $to znaci ,, drugo mesto“ (2) i latinske reci “ossificatio” Sto znaci formiranje
kosti. U bukvalnom prevodu: “formiranje kostiju na drugom mestu“. HO se javlja
sporadic¢no kao posledica abnormalne popravke tkiva i predstavlja klini¢ki problem
jer dovodi do bola, otoka i potpune imobilizacije zglobova. Spektar HO je veoma Sirok,
pa tako lezije HO mogu biti jako male i klinicki beznacajne dok vece lezije mogu imati
cak i fatalni ishod. Prvi put je opisana u literaturi pre 1000 godina kao propratna
pojava prilikom zarastanja kostiju (4). Tekstovi i zapisi o Americkom civilnom ratu i
Prvom svetskom ratu jasno opisuju ovaj problem, koji se Cesto javlja u slu¢ajevima
ratnih povreda i posledica amputacija (4). I do danasSnjeg dana heterotopna

osifikacija predstavlja znacajan problem u vojnoj medicini. Ratne povrede koje imaju



za posledicu amputacije ili kompleksne rane mekog tkiva cesto dovode do ove
komplikacije i sloZene rehabilitacije koja sledi. Vojna medicina u celom svetu je jako
zainteresovana da u potpunosti razume ovaj problem, etiologiju bolesti, mehanizam
nastajanja, kao i metode prevencije i tretmane (4).

Heterotopna osifikacija mekih tkiva kao na primer misSi¢a, ligamenata ili tetiva
je takode potencijalno znacajna komplikacija nakon traume, selektivne hirurgije,
neuroloske povrede ili opekotina veteg stepena i ekstenzivnosti (3). NajceSce se
javlja nakon otvorene redukcije interne fiksacije acetabularnog preloma, a zatim kod
totalne artoplastike kuka. Posle operacije kuka pojava HO je zabeleZena kod i do 90
% pacijenata, medutim samo 3 do 7 % pacijenata razvije klinicke simptome. Kod
artoplastike kolena ucestalost je od 4 do 39 %, ali samo 1% pacijenata razvije
simptome ove bolesti (3).

Etiologija ove bolesti moze se generalno svrstati u tri grupe: neuroloskog,
genetskog i traumatskog porekla (ortopedska hirurgija spada u ovu zadnju grupu).
Mada je etiologija klasifikovana, patologija ove bolesti je joS uvek nedovoljno
razjaSnjena (3). Nekoliko faktora se smatra da doprinosi razvoju bolesti: aktivnost
prostaglandina (specificno tipa PGE-2), kao i hiperkalcemija, hipoksija tkiva,
promene u simpateti¢nim nervnim aktivnostima, produZena imobilizacija i disbalans
izmedju paratiroidnog hormona i kalcitonina su samo neki od njih. Mnogi drugi
faktori rizika su identifikovani u raznim studijama koje su se bavile ovim patoloskim
stanjem (3).

Formiranje kostiju odvija se putem dva razli¢ita procesa; enhondralno i
intramembranski. Enhondralni process odvija se kada se kondenzovane celije
mezenhima diferenciraju u hondrocite. Ove Celije sekretuju ekstracelularni matriks
pokosnice koji je bogat proteoglukanima, glikozaminoglukanima i kolagenom (tip II
[ X). Hondrociti zatim prolaze kroz fazu striktno definisame diferencijacije i
apoptoze, omogucavajuci da krskavica biva zamenjena tkivom kosti. Nasuprot tome,
kod intramembranske osifikacije Celije mezenhima se direktno diferenciraju u

osteoblaste, prekursore koStanog tkiva.

Generalno, Kklasifikacija HO na osnovu mehanizma i tipa formirane Kkosti

(intramembranske ili enhondralne) je prikazana u Tabeli 1. Osnovni mehanizmi



nastanka kosti u sluCaju HO su generalno svrstani u dva tipa, mada postoji Citav
spektar HO gde se oni preklapaju i najpravilnije je re¢i dominantno intramembranski
ili dominantno enhondralni mehanizam, jer uglavnom nisu iskljuc¢ivi. U svakom
slucaju nije neophodno iskljuciti moguénost stvaranja kosti ukljuCuju¢i oba

mehanizma.

Tabela 1. Klasifikacija HO

Klasifikacija StecCena forma Genetska forma
Enhondralna osifikacija [zazvana traumom  FOP
Intramembranska osifikacija [zazvana traumom  POH, AHO

Trenutna istraZivanja teZe za boljim objasnjenjima i razumevanjem ove
pojave da bi se uspostavila rana dijagnoza i adekvatan tretman. Tipi¢na

histopatoloska slika HO predstavljena je na Slici 1.

L e 2

Slika. 1. HistopatoloSka pojava i nalaz heterotopne osifikacije tokom vremena.
Bojenje hematoksilinom i eozinom: A. Rana faza heterotopne osifikacije. U veoma
ranom stadijumu HO izgleda kao reaktivna fibroplasti¢na lezija. Fotomikrografija
pokazuje ¢elijsku proliferaciju fibroblasta aranziranih blago talasasto u obliku slova
C ili S (x200). B. Gusto mineralizovani osteoidi pomeSani sa edemitnom
fibroblastnom proliferacijom, (x40). C. Uvecanje (x100) pokazuje tendenciju
sazrevanja na periferiji lezije (donje levo) u poredenju sa centralnom oblasti (gore
desno). NaglaSeni su osteoblasti na granici novoformirane kosti a duz linije lezije.

Preuzeto iz The Journal of Bone and Joint Surgery [3].



Predmet istrazivanja u okviru ove disertacije bi¢e rasvetljavanje mehanizma
koji dovodi do ove, ne tako Ceste, ali progresivne i veoma bolne pojave - heterotopne
osifikacije. Mezenhimske maticne ¢elije (MSC) pripadaju populaciji multipotentnih
adultnih matic¢nih ¢elija i nalaze se u mnogim tkivima gde ostvaruju vaZne uloge u
odrzavanju homeostaze. Zahvaljujuci viSestrukom potencijalu u regeneraciji tkiva,
regulaciji hematopoeze i imunomodulaciji, kao i regulaciji ekstra skeletnog
formiranja kostanog tkiva, pokusacemo da rasvetlimo ulogu MSC u formiranju
heterotopne osifikacije.

Kao polazni model za istrazivanje ovog fenotipa koristice se model miSa koji
selektivno putem flox kasete uvodi tkivno specificnu mutaciju na prvom egzonu alfa
subjedinice stimulativnog G proteinskog kompleksa adenil ciklaze, posredstvom
adeno virusa.

Utvrdi¢e se da li je aktivacija Hedgehog molekularnog puta dovoljan i
potreban uslov da bi doSlo do heterotopnog formiranja kosti.

Takodje, istrazi¢e se mogucnost farmakoloSkog tretmana KkoriS¢enjem
molekula niske molekularne mase, inhibitora Hedgehog puta kao potencijalno nove

metode preventivnog tretmana.



2. TEORIJSKI DEO

2.1 Epidemiologija Heterotopne Osifikacije

Heterotopna ili ektopicna osifikacija je problem koji se javlja kao posledica
traume na koStano ili meko tkivo, ili mnogo rede kao posledica genetske mutacije u
slucaju retkih naslednih bolesti kao Sto su, na primer, progresivna kosStana
heteroplazija (engleski Progressive Osseous Heteroplasia ili POH) ili progresivna
kostana fibrodisplazija FOP (engleski Fibrodysplasia Osseous Progressiva) (Tabela
1). Genetski oblik HO je sre¢om jako redak i procenjuje se na oko stotinak zabeleZenih
slucajeva POH ili oko hiljadu slucajeva FOP, u celom svetu.

Pored genetske forme, HO je vrlo dobro poznata i dokumentovana u
sluc¢ajevima artoplastike kuka (javlja se u oko 40%), lomljenja ili dislokacije kostiju
(u oko 30% sluCajeva, sa laktom kao najceS¢e zahvacenim zglobom),
visokoenergetskim eksplozivnim povredama (ucestalost i do 60%), traumatskim
povredama mozga ili kicmene mozdine (javlja se u oko 50% slucajeva) i opekotinama
treceg stepena (oko 20%) (2). Vecina slucajeva stecene forme heterotopne osifikacije
se javlja nakon muskulatorno skeletnih ili neuroloskih trauma (Tabela 2). Nakon
muskulatorno-skeletnih trauma HO se moZe javiti u mekom tkivu neposredno
izloZenom traumi, kao na primer pojava HO u blizini dugih kostiju nakon hirurskih

intervencija, preloma ili dislokacija zglobova.



Tabela 2. Pojave stecenih formi HO indukovanih traumom

mesta traume

Stecena forma Lokacija traume | Lokacija HO Primeri
Trauma Muskulo-skeletni | Blizu mesta | Ortopedska
sistem traume hirurgija,
iSCasenje zgloba,
prelomi
Trauma Nervni sistem Udaljeno od | Traumatska

povreda mozga,
povreda ki¢mene

mozdine, tumori

HO se moZe ekstremno retko javiti i u abdomenu, plu¢ima i drugim organima
(5). Pored gore navedenih scenarija, HO se susrece i kao posledica primarnih ili
sekundarnih malignih tumora gastrointestinalnog trakta, jetre, bubrega ili dojke
(6,7). Dve su pretpostavke postavljene u vezi HO povezane sa malignitetom. Jedna je
da se maligne Ccelije diferenciraju direktno u celijsku populaciju koja rezultira
osteoblastnom metaplazijom (8). Drugi izvori podrZavaju hipotezu da multipotentne
stromalne celije u okolini tumora ucestvuju u diferencijaciji osteoblasta i formiranju
HO. Imunohistohemijska ko-lokalizacija proteina paratiroidnog hormona (PTHrP)
registrovana na primarnim lokacijama malignog tkiva, strome koja okruzuje HO i

mestima metastaze, sugeriSe da PTHrP iz malignog tkiva igra kriticnu ulogu u

malignoj HO osteogenezi (9).

Najcesce lokacije na telu na kojima se javlja HO prikazane su na slici 2.




Ceste Lokacije
Heterotopne Osifikacije

TOKM / TPM

Kuk
Koleno
Lakat
Rame

Opekotine
Lakat

Rame
Kuk

Artoplastika

Kuk

Slika 2. Ucestalost lokacije HO shodno mehanizmu i uzroku povrede ili traume.
Brojevi od 1 (najces¢i) do 3 (najredi) indiciraju opadajuci ucestalost pojave HO na
datom mestu, shodno uzroku povrede. TOKM= traumatsko oStecenje ki¢mene
mozdine, TPM= traumatska povreda mozga. Modifikovano iz The Journal of Bone and

Joint Surgery [3]

Napredak u vojnoj medicini, opremi i okruZenju na vojnim zadacima, kao Sto
su moderni zaStitni oklopi i brza evakuacija, rezultira u sve ve¢em broju vojnika koji
prezivljavaju katastrofalne povrede, Sto je bio redak slucaj pre samo pola veka.
Amputacije izazvane jakim blast povredama kod prezivelih vojnika ostavljaju velike
Sanse da dode do razvitka HO kao i da imaju posledi¢no problem koris¢enjanja
proteze (4). Blast povrede su izazvane talasom eksplozije i dovode do teskih
oStec¢enja vazdusnim talasom i udarcima. Isto tako, preZivele civilne Zrtve bombaskih

teroristickih napada kao npr, u Londonu 2005. imaju velike Sanse za razvoj HO. U



slu¢aju trauma kod civilnog stanovnistva HO se javlja u rasponu od 10 % do 30% kao
posledica povreda kicmene moZdine, lakta, povreda glave i preloma karlice. U slucaju
amputacija ¢ak i do 90% amputiranih vojnika razvije HO u nekom obliku. U nedavnim
vojnim intervencijama kao npr. u Avganistanu i Iraku, zabeleZen je razvoj HO kod
amputiranih vojnika i do 63% (15). To je neocekivan ishod jer je do skoro HO retko
bila dijagnostikovana kod rezidualne amputacije (16). Faktori rizika za razvitak HO
ukljuCuju: dob, mehanizam blast povrede, amputaciju, kao i broj hirurSkih

intervencija u blizini povrede (12).

2.2 Klinicka slika stecene forme HO

Klasi¢na klini¢ka slika HO u slucaju traume je mladi pacijent (oko polovina
pacijenata je u dvadesetim i tridesetim godinama Zivota) sa istorijatom nedavne
lokalne traume ili hirurskog zahvata. Medutim, pacijenti svih uzrasta su registrovani,
od beba do starijih osoba. Muski pol je malo ¢eS¢e podloZan HO, sa odnosom 3:2 u
poredenju sa Zenskim. Istorija traume kao inicijatora HO je prisutna u gotovo 75%
slucajeva, a ostatak pacijenata ima neku formu repetitivnog mehanickog stresa ili
mikro traume (2) .

Traumom izazvana HO moZe da se javi bilo gde na telu ali najcesce se javlja u
predelu lakta, karlice, ramena i kolena. Mnogo CeS¢e HO se javlja kao posledica
neurotraume ili miSi¢no skeletne traume nakon operacija. HO neuroloskog porekla
je povezana sa genetskim elementom- HLA B27 i njegovim prisustvom kao pre
dispozicionim faktorom za razvoj HO neuroloskog porekla (4). HO nakon hirurSke
intervencije je mnogo CeSCe povezana sa totalnom artoplastikom kuka i zabeleZena
je ucestalost izmedu 8% i 90 % . Postraumatska HO se formira nakon traume na
mekim tkivima u blizini kosti. Stepen trauma moZe varirati od obi¢nog uganuca do
otvorenih preloma dugackih kostiju . HO se moze javiti i na kozi, pogotovo kod
autoimunih bolesti kao Sto su dermatomiozitis i sistemska skleroza. Prsti su takodje
poznata lokacija HO pogotovo u slucaju bolesti , fibro-osseous pseudotumor® (2).

HO se najcesce javlja nepovezano sa pokosnicom kosti skeletnog sistema.

Nakon duZeg vremena dolazi do povezivanja HO sa pokosnicom, kao sekundarna



pojava ove bolesti. U ranoj fazi HO prvi simptomi su lokalni bol, osetljivost i otok. U
kasnijoj fazi i prilikom sazrevanja kosti otok je sve viSe lokalizovan, ¢vrst na dodir i
ponekad dovodi do smanjene pokretljivosti najblizeg zgloba. Oko 20% pacijenata
razvije nepokretljivost (ankilozu) zgloba zahva¢enog HO ponekad nakon samo par
meseci (2). RadioloSka dijagnostika je prvi pristup u dijagnostici, obzirom da je vrlo
lako dostupna i jednostavna, i obi¢no se koristi klasi¢ni anterioposteriorni
rentgenski snimak. Mnogo rede se koristi kompjuterizovana tomografija (CT), s
trodimenzionalnim rekonstrukcijama, ili scintigrafija kostiju sa Tehnecijumom. HO
Cesto radioloski podseca na osteosarkom ili osteohondrom, tumore kostiju, pa su
dodatni snimci potrebni da bi se postavila taCna dijagnoza. Klinicki HO se
dijagnostikuje i klasifikuje pomocu Brokerove skale (Tabela 3). Brokerova
klasifikacija HO je generalno prihvacena klasifikacija u klinickoj praksi i koristi se za
definitivnu dijagnozu stepena jac¢ine HO (14). Veoma sli¢nu klasifikaciju napravili su
Hastings i Graham za HO prisutnu u lakatnom zglobu (17).

Pojedine studije su pokazale da dolazi do povecanja nivoa alkalne fosfataze u
krvnom serumu tokom rane faze HO, c¢ak i pre prve klinicke slike (4). Zatim,
Prostaglandin E2, posrednik tokom inflamacionog procesa koji se lako moZe
detektovati u mokraci. Pronadeno je da je Prostaglandin E2 znatno poviSen u
klini¢ckim uzorcima mokrace kod ljudi koji kasnije razviju HO. Stoga, on moZze biti

veoma dragocen biomarker, i od znacajne klinicke vrednosti za ranu detekciju HO

(4).



Tabela 3. Primer Brokerove klasifikacije heterotopne osifikacije u predelu

kuka

STEPEN

I Ostrvca koStanog tkiva u mekanim tkivima oko
predela kuka

11 Proksimalni koStani izrastaji sa karlice ili kraja
femura,ostavljajuc¢i najmanje oko jedan
centimetar izmedju suprotnih povrsina kostiju

111 Kostani izdanci iz karlice ili proksimalnog kraja
femura, smanjujuci prostor izmedu suprotnih
povrsSina kostiju na manje od jednog centimetra

IV Anklioza kuka ili kompletna fuzija kostiju kuka

2.3 Klinicka slika genetskih formi HO

Retke genetske bolesti koje rezultiraju heterotopnom osifikacijom imaju
razli¢itu klinicku sliku od stecene forme HO i znatno su agresivnije forme HO.
Genetski izazvana HO nam ukazuje koji su genetski faktori bitni za nastanak ovog

fenomena. Dva najceS¢e zastupljena tipa genetske forme HO opisana su u Tabeli 4.

Dosta saznanja o HO dolazi od proucavanja retke bolesti FOP (Fibrodysplasia

Ossificans Progressiva) .
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Tabela 4. Poredenje dve vrste genetske forme HO: FOP i POH

Nalsledni oblik | FOP POH

Genska Heterozigotna mutacija ACVR1 | Gubitak funkcije

mutacija gena GNAS gena

Nasledivanje Putem ocinskog ili majcinskog | Putem oCinskog
alela alela

Fenotipske Deca nemaju simptome odmabh, ali | KoStane lezije se

karakteristike | vremenom se javljaju otekline | javljaju

savremenom | koje prelaze u koStane lezije | neposredno po

tokom vremena rodenju i
progresivno

napreduju sa

vremenom
Fenotipske Kostane lezije se javljaju od | KoStana ostrvca se
prostorne dorzalno- ventralno i | javljaju prvo
karakteristike | proksimalno-distalno potkoZno a onda
prodiru u dublje
tkivo

FOP je retka, sporo napredujuca bolest ali progresivna bolest, sa veoma loSom
prognozom i ishodom, za koju trenutno nema efikasnog leka. U slucaju FOP
inflamatorni patogeni proces je jasno definisan pove¢anom ekspresijom morfogenog
proteina kostiju 4 (BMP-4) i sniZzavanjem ekspresije Noggin proteina, antagoniste
BMP4 (4).

FOP je uzrokovana heterozigotnom tackastom mutacijom ¢.617G>A;
p.R206H na aktivin A receptoru tipa 1 (ACVR1) (FOP, OMIM:135100), koji
predstavlja jedan od receptora BMP (bone morfogenic protein-  koStani
morfogenetski protein). Ova mutacija dovodi do hiperaktivacije BMP proteina, a
posledi¢no i do abnormalne skeletogeneze u obliku enhondralne osifikacije. Oko 850
pacijenata je registrovano sa ovom dijagnozom Sirom sveta. Prvi simptomi FOP se

javljaju ve¢ u prvim godinama Zivota gde nakon pada ili povrede mekog tkiva dolazi
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do procesa inicijacije enhondralne osifikacije. Pacijenti takode gotovo uvek imaju
prepoznatljivu malformaciju noznog palca, dismorfologiju prstiju na rukama ili
malformaciju ki¢menog stuba. FOP pacijenti razviju progresivne bolne otekline i HO
lezije koje limitiraju mobilnost kod ovih pacijenata. Biopsije nisu preporucljive kod
ovih pacijenata jer svaka naknadna trauma vodi do nove egzacerbacije HO. Mnogi
slucajevi FOP nastanu kao spontane mutacije, ali i autozomno dominantno
nasledivanje je isto tako zabeleZeno u literaturi (2). FOP karakteriSe progresivna
osifikacija mekih tkiva: miSica, tetiva iligamenata (Slika 3.) koja dovodi do otezZanog
drzanja, i nepravilnog disanja tako da prosecan Zivotni vek ovih pacijenata ne prelazi
40 godina (2). Radiografski snimci FOP obi¢no pokazuju veoma jasno razgranicenu

oblast, obi¢no prateci oblik specificnog miSica.

Slika 3. 3D CT rekonstrukcija grudnog koSa, ki¢me i gornjih ekstremiteta 12
godina starog deteta sa FOP. (preuzeto iz New England Journal of Medicine)[22]
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Mehanizam ACVR1/ALK2 mutacija je veoma dobro dokumentovan, posebno
heterozigotna mutacija R206H koja dovodi do hiperaktivnog BMP signalnog puta.

FOP je prevashodno kontrolisana enhondralnim mehanizmom osifikacije (2).

POH je genetska forma progresivne heterotopne osifikacije okarakterisana
relativno skoro, a izazvana je inaktiviraju¢om mutacijom u GNAS1 genu, koji kodira
alfa subjedinicu ovog transmembranskog proteina. POH je autozomno dominantna
bolest i moZze biti de novo, spontana mutacija ili nasledna preko oc¢inskog alela (POH,
OMIM:166350). Osifikacija je predominantno intramembranskog tipa, mada se
sporadi¢no tkivo hrskavice moZe naci pri histoloskoj analizi. Radioloski snimci
pokazuju koStanu masu kao mreZastu ¢auru koja umreZava vezivno tkivo od slojeva
koZe do miSic¢a. Radioloski nalaz pacijenta sa POH je prikazan na Slici 4. Molekularni
defekt koji izaziva POH je isti kao kod pseudohipoparatiroidizma (PPHP)(OMIM:
612463)iima skup sli¢nih fenotipskih nalaza kao Albrajtova nasledna osteodistrofija

(AHO, OMIM#103580) (13,22.

Slika 4. Radioloski nalaz pacijenta sa POH. (preuzeto iz New England Journal of
Medicine)[22]
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2.4 Klinicki faktori rizika

2.4.1. Artoplastika kuka.

Nakon totalne artoplastike kuka izmedu 2% i 7% pacijenata razvije simptome
i klinicki relevantnu HO. Kada bi se uzeli u obzir i faktori rizika kao na primer
cementni implanti, produZeno vreme post operativne ishemije i vrsta hirurSkog
pristupa, taj broj se penje i do 40%. U slucaju da se radi reviziona hirurgija, procenat
je i znatno veci. Pacijenti koji imaju ankilozirajuci spondilitis, Pagetovu bolest ili
hipertroficni artritis imaju veci rizik od razvoja HO nakon ovog hirurSkog zahvata

(2).

2.4.2. Prelomi

Formiranje HO nakon traume i preloma je najvisSe proucavano u slucaju
preloma acetabuluma i preloma lakta. Kod oko 40% pacijenata nakon unutrasnje
fiksacije acetabuluma javlja se HO. Hirurski pristup moZe biti dodatni rizik za HO,
verovatno povezan sa oSteCenjem i traumom okolnih mekih tkiva tokom hirurskog
zahvata (2). ViSe od 20% pacijenata koji razviju HO imaju klinicki relevantnu
smanjenu pokretljivost zgloba. Dodatni faktori ukljucuju : povreda glave sa

kombinacijom preloma, odloZena interna fiksacija, i koriS¢enje koStanih graftova.

2.4.3. Povreda kicmene mozZdine

HO je veoma poznata komplikacija kod povreda centralnog nervnog sistema
(CNS), ukljucuju¢i povredu ki¢mene moZdine. Ucestalost neuroloske HO je
zabeleZena od 10 do 53%. Interesantno da pacijenti u slu¢aju povrede CNS uglavnom
razviju HO na velikim zglobovima kao sto su kuk, koleno, rame ili lakat. Neuroloska
HO pocinje da se razvija nekoliko meseci nakon povrede centralnog nervnog sistema

i progresivno se razvija i do nekoliko godina nakon povrede.
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Mada veza izmedu nervnog sistema i procesa formiranja kostiju nije dovoljno
razjaSnjena, poznato je da periferni neurotransmiteri uticu na formiranje osteoblasta
(18,19). Nije joS uvek poznato kako povreda centralnog nervnog sistema inicira
sekvencu dogadaja koji dovode do heterotopne osifikacije na udaljenom zglobu.
Razvijeni su mnogi animalni modeli koji ¢e pomo¢i da se razjasni ovaj fenomen.
Interesantno je da mehanizam i nacin nastanka kosti u slucaju povrede ki¢mene
moZdine joS uvek nije definisan, tako da ostaje nejasno da li je preteZno

intramembranski ili enhondralni (2).

2.4.4. Termicke povrede

Pojava HO je takode veoma dobro poznata nakon ekstenzivnih opekotina.
Rizik za stvaranje HO se povecava sa uvecanom povrSinom opekotine (ukoliko je
veca od 20% od totalne povrsine tela, rizik je znacajno veci). Dodatni faktori rizika
ukljuCuju pol (malo vec¢i kod musSkog pola) i odaljenost opekotine od zgloba (
najcesce se javlja blizu lakta, zatim ramena i najzad kuka).

Radiografski nalazi HO razlicitih etiologija su prikazani na Slici 5.

2.5. Patologija

Stecena HO je Cesto markirana tipom tkiva koje je zahva¢eno ovom pojavom.
Na primer, ukoliko je ektopi¢na kost zahvatila miSi¢no tkivo Cesto Ce se obeleZiti kao
myositis ossificans. Ukoliko je zahvacen tanak sloj vezivnog tkiva dijagnoza moze biti
fascitis ossificans. Ovo su neki nazivi koriS¢eni od strane patologa koji mogu biti
pogresSno tumaceni u opstoj predstavi o HO, jer ovo stanje nije specificno za neko
posebno tkivo.

Rane lezije ¢esto su na patoloSkom nalazu multicelularne sa malim brojem
kostanih celija ili koStanog matriksa, $to ¢esto moze voditi do postavljanja pogresne
dijagnoze kao npr. sarkoma mekog tkiva. Kasnije lezije HO su vrlo prepoznatljive sa
jasno oivicenom zonskom strukturom. Celijskom hiperproliferacijom vretenastih

Celija sa malo kostanog matriksa stvaraju se nodularne, granulirane formacije, koje
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regrutuju razne vrste Celija. Osifikacija koja sledi je prepoznatljiva sa znacajnim

¢elijskim oblaganjem sastavljenog od osteoblasta (Slika 1.). Postepeni prelazak od

Slika 5. Radiografski nalazi heterotopne osifikacije (HO). (A) lateralni snimak
kolena pokazuje posteriorno, dobro izolovanu masu mekih tkiva sa perifernom
radioloSkom gustinom karakteristicnom za HO (bele strelice). (B) lateralna
radiografija lakta, pokazuje anteriorno, dobro oivicenu i znacajno osifikovanu masu
mekanog tkiva (bele strelice). Periferna radioloska gustina je manje uocljiva u ovom
primeru. (C) U kasnijoj fazi HO moze se formirati fokalno i difuzno spajanje sa
najbliZom kosti. U ovom slucaju jasno oivicena koStana lezija (crvena strelica) ima
Siroku bazu (bela strelica) kojom se spaja posteriorno sa femurom. Ova lezija je
nastala bez ikakve traume, a pacijent je samo osecao lokalnu neprijatnost. (D) u
ekstremnim slucajevima kompletna fuzija (ankiloza) zgloba je primecena, kao na
primer u ovom slucaju CT snimka. (E) Lateralna radiografija ¢lanka demonstrira
osifikaciju Ahilove tetive (bela strelica) usled lokalne traume. (F) u ovom slucaju
genetski indukovana HO, FOP (fibrodysplasia ossificans progressiva), gde je
ekstremna osifikacija prisutna u potkoZnom tkivu, miSi¢ima i duboko u mekanom

tkivu proksimale natkolenice. Preuzeto iz JBMR Plus (2019)[2]
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paucinaste kosti to zrele lamelirane kosti je Cesto prepoznatljiv i jasan znak koji
razlikuje HO od osteosarkoma.

Veoma upecatljiva histoloska sli¢nost je prisutna kod regularnog zarastanja
preloma i HO, Sto zasluZuje specijalnu paznju. Kao kod rane faze zarastanja kostiju,
rana HO demonstrira fibroproliferativnu stromu sa mitotskom aktivnos¢u. Kako HO
sazreva fibrozna kost daje mesto lamelarnoj kosti Sto vremenom dovodi do pojave
kortikalne kosti. Kost potpuno sazreva sa koStanom srzi i punom vaskularizacijom.

Zrele lezije HO patoloski izgledaju identi¢no, bez obzira na poreklo tkiva gde
se HO stvara i veoma se tesko razlikuju od pravih kostanih elemenata, na histoloSkom

nivou (2).

2.6. Prevencija i tretman HO

Potencijalni klinicki pristup ovom problemu moZe se generalno podeliti u dve
grupe:
1) strategiju profilakti¢ckog pristupa prevenciji i smanjenju rizika razvitka HO,
2) strategiju tretmana da se ublaZe simptomi i poboljsa funkcija zgloba kada se HO
veC pojavila.

Naravno, pristupi ¢e biti znacajno razlic¢iti u slucaju genetski izazvane HO i
steCene HO.

Stecena HO i profilakti¢ni pristup- ovde je veoma vazno naglasiti da su svi dole

navedeni pristupi veoma uopSteni i nespecifi¢ni za patoloski proces HO osteogeneze.
Posto su uzroci HO nedovoljno poznati, pristup prevencije je veoma oteZan . Mada su
mogudi slucajevi spontanog smanjenja HO bez ikakve terapije, hirurski tretman je

preporucljiv kada dode do potpune nemogucénosti koris¢enja zgloba.
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2.6.1. Profilakticki pristup zracenjem

Niske doze zrafenja su proucavane kao modalitet i primarna prevencija u
tretmanu HO (2). Terapija zracenjem je najbolje proucavana u primeru artoplastike
kuka. Profilakti¢ne doze variraju od 400 do 800 cGy i daju se ili 24 sata pre operacije
ili do 72 sata posle operacije. Kod pacijenata koji su imali totalnu artoplastiku kuka,
klini¢ko ispitivanje je pokazalo da je 700 cGy primljeno postoperativno bilo znacajno
efikasnije u prevenciji HO (25% pacijenata je ipak razvilo HO) nego 400 cGy (42 % je
razvilo HO). U tom smislu preventivne mere za HO, nisu pokazane znacajne razlike
izmedu pre-operativne i post-operativne primene zraCenja. Vecina klini¢kih studija
gde se koristi zracenje je uradena kod operacije kuka. NeSto redje, efekat je pokazan
i na nekim studijama kod povreda ki¢menog stuba, ali skoro nikakav efekat nije
pokazan kada je u pitanju povreda lakta. Velika paznja se posvecuje tome da kosti
koje treba da zarastu nakon operacije ili traume, ne budu ometene u tom procesu
primenom radijacije i da ne dodje do nepotpunog zarastanja kostiju. Radiolosko
zraCenje je isto tako nepoZeljno jer je dosta komplikovano logisticki sprovesti sam
tretman, jer on se obi¢no sprovodi na odeljenju nezavisnom od ortopedske hirurgije
(2). Isto tako, treba imati na umu i potencijalni kancerogeni efekat zracenja na duzi

rok.

2.6.2. Profilakticki pristup sa nesteroidnim antiinflamatornim
lekovima (NSAIL)

Imajuci u vidu da je HO uglavnom pracena inflamacijom, trenutno u civilnom
okruzenju uglavnhom se pacijentima daju nesteroidni anitinflamatorni lekovi
(NSAIL), mada se joS uvek ponegde primenjuje i lokalno zraCenje kao metoda
prevencije HO. Ipak, joS uvek nije dovoljno pokazano u klini¢kim studijama da je
primena NSAIL znatno efikasnija u odnosu na placebo (20). Neke studije su
nekompletne, neke ne pokazuju statisticki znacajnu razliku. Takode, prisutne su
znacajne nuspojave (21). NSAIL imaju ozbiljan terapijski problem jer kao opsti
lekovi, nedovoljno su specificni i efikasni. Oni deluju antiinflamatorno i moraju se

uzimati u velikim dozama na duzi rok da bi se uocili neki efekti. NajceSce
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upotrebljavan NSAIL za prevenciju HO je Indometacin, derivat indolsircetne kiseline.
Zbog velikih gastrointestinalnih smetnji (nadrazaji Zeluca, bolovi i povracanje) kao i
mogucénosti Kkrvarenja (zbog perforacija ulkusa) veliki je problem dobijanja
saglasnosti pacijenta da se do kraja primeni terapija, pa oko 20% pacijenata prekida
terapiju usled neZeljenih pojava (21). Indometacin deluje i na CNS, pa tako pacijenti
neretko imaju glavobolje, vrtoglavice i konfuzije.

Razne preporuke se nalaze u literaturi u smislu doze, ucestalosti uzimanja
NSAIL i duZine tretmana. Selektivni COX inhibitori su takode opcija, uzimajuci u
obzir gore navedene nuspojave NSAIL-a. NSAIL su takode povezane sa povecanim
rizikom nesrastanja kostiju nakon npr, preloma acetabule. U nedostatku boljeg i
efektivnijeg tretmana NSAIL se koriste sa velikim oprezom kao profilakticki tretman

za HO (4).

2.6.3 Terapija primenom fizikalne terapije

Nedovoljno je poznato da li fizikalna terapija uopsSte ima znacajnu ulogu u
razvoju i poboljSanju simptoma heterotopne osifikacije. Oprecna razmisljanja se
nalaze u literaturi da li rane veZbe koje povecavaju opseg pokretljivosti zgloba uopSte
pomazu HO pacijentima (2). Hirurzi koji operiSu na primer pacijente sa opekotinama
tvrde da vide ceSce razvitak HO kod pacijenata koji su pribegli agresivnim vezbama

kako bi zadrzali pokretljivost zglobova.

2.6.4 Terapija hirurskim zahvatom

Prirodni tok HO je da potpuno preraste u zrelu kost tokom vremena. Pacijenti
kod kojih je HO progresivno dovela do znacCajnih simptoma koji ometaju kvalitet
Zivota nemaju drugu opciju nego da se podvrgnu hirurSkom zahvatu odstranjivanja
patoloski formirane kosti. HirurSki zahvat se obi¢no izvodi kada je rast patoloski

formirane kosti potpuno zavrsen, Sto je najCeSce Sest meseci nakon prve detekcije.

19



-Blast povreda -prelomi

-Traumatska povreda mozga -povrede mekog tkiva
-Traumatsko ostecenje kicmene
mozdine

-Ishemija
-inflamacija
-hematom

Celijska diferencijacija
osteoprogenitora

Formiranje osteoblasta

Heterotopna osifikacija

Slika 6. Graficki prikaz demonstrira uticaj lokalnih i sistemskih faktora u
formiranju HO. BMP-koStani morfogeni protein; IL- Interleukin; IP-Interferonom

indukovan protein; MIP-inflamatorni protein makrofaga;
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Ukoliko se kost ukloni hirurSkim putem pre potpunog sazrevanja, dolazi do
velikog rizika da ¢e nova trauma na meko tkivo pogorsati ishod i dovesti do
naknadne, sekundarne HO. Ovde treba pomenuti da HO ne postuje uvek prirodne
anatomske barijere i moZe se prosiriti u neurovaskulatorne strukture.

Veoma je visok broj neurovaskulatornih povreda nakon operativnih HO
intervencija. Terapija hirurskim putem je najceS¢e veoma skupa procedura sa dosta

neizvesnim ishodom.

2.7 Celiiski i molekularni mehanizam heterotopne osifikacije

Mehanizam heterotopne osifikacije jo$ uvek nije dovoljno razjasnjen, ali je
poznato da se glavni defekat deSava na nivou neadekvatne i ubrzane metaplasti¢ne
osifikacije koja ima za rezultat formiranje lamelarne Kkortikosteroidne kosti.
Mehanizam nastanka post traumatske HO karakterisan je inflamacijom,
proliferacijom miofibroblasta i njihovom diferencijacijom u hondrocite ili
osteoblaste. Faktori, lokalni i opsti, za koje se do sada zna da uti¢u na HO prikazani
su na slici 6. Takode je poznato da je stecena forma HO okarakterisana meSavinom
nepoznatog odnosa patoloSke enhondralne i intramembranske osifikacije.

Glavni regulatori koji uticu na razvoj ova dva mehanizma osifikacije su
prikazani na slici 7. Dobro je poznato da su sklonost i diferencijacija preskeletnih
mezenhimskih celija ka hondrogenezi i enhondralnom mehanizmu osifikacije
regulisani: hipoksijom, BMP signalnim putem, transkripcionim faktorima kao SOX9 i
nl RAR. Sa druge strane sklonost MSC ka osteogenezi i formiranju koStanog tkiva
promovisana je: Wnt/beta catenin signalnim putem, nuklearnim faktorima kao
Runx2 i Osx, kao i vaskularizacijom.

Misljenje je da znacajna lokalna inflamacija nakon izazvane traume regrutuje
progenitorske Celije i sekreciju za sada nedovoljno poznatih pro-skeletogenih
faktora, tzv. rearanZziranje. Pretpostavlja se da su multipotentne mezenhimske
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Mezenhimaini preskeletni

progenitori
+  SOX9/5/6 *  WNT/B<cat
* BMP2/4 *  Hedgehog
*  HIFl-a »  RUNX2
* nl-RAR
Diferencijacija : 2
; Diferencijacija osteoblasta
hondrocita
*  PTHrP-
IHH »  OSX
= WNT/LRP
*  RUNX2/3
/ *  FGF/FGFR
v *  BMPs
Proliferacija hondrocita i = ATF-4
hinertrafiia
*  APaze
+  MMPs L
*  VEGF
Proliferacija osteoblasta,
Mineralizacija i uspostavijanje krvnih
sidovd sazrevanje i mineralizacija
1 matriksa l

Enhondralno formiranje kosti o )
Intramembransko formiranje kostiju

Slika 7. Sematski prikaz glavnih koraka u razvoju i diferencijaciji preskeletnih
mezenhimskih ¢elija ka enhondralnom (levo) i intramembranskom (desno)
tipu osifikacije. Mnogi razli¢iti mehanizmi kontroliSu sudbinu i preopredeljenje
progenitorskih celija prilikom formiranja kostiju, ukljuCujuci hipoksiju, retinoide i
Wnt 3-katenin signalni put koji su od narocitog znacaja. Specifi¢ni faktori i regulatori
ukljuceni u diferencijaciju su eksplatisani kao mogu¢i racionalni terapeutski ciljevi
za obe vrste HO, steCenu i genetsku. BMP- kostani morfogeni faktor; HIF-hiposkijom
indukovani faktor; RAR-receptor retoniodne Kiseline PTHrP-paratiroidni
hormonalni protein; IHH- Indian Hedgehog; AF alkalna fosfataza; MMP-matriks
metaloproteinaza; VEGF- vaskularni endotelijalni faktor rasta; FGF-fibroblastni

faktor rasta; FGFR-receptor fibroblastnog faktora rasta; OSX-osteriks
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matic¢ne Celije (MSC) naime Celije koje se diferenciraju u osteoblaste. PoSto se HO
javlja u raznim tkivima, razliita istrazivanja ukazuju na razli¢ito poreklo celija
prekursora. Na primer u slucaju miSiéne traume, maticne miSi¢ne Ccelije su
prepoznate po osteogenom potencijalu usled povecanja ekspresije BMP4. To
posledicno dovodi do vaskularne proliferacije i osteogeneze. Imaju¢i u vidu
kompleksnost ovog problema vrlo je moguce da su i razliciti tipovi progenitorskih

¢elija ukljuceni u ovaj proces (3).

2.7.1 Celije prekursori HO

Poreklo celija koje dovode do ovog patoloSkog stanja tek je nedavno donekle
objaSnjeno mada je, na primer, genetska mutacija kod FOP ve¢ odavno poznata.
Trebalo je vremena da se putem eksperimentalnog pracenja cCelijskog porekla
pokaze koje poreklo imaju Celije koje se pretvaraju u patoloski fenomen HO. Mnogo
toga se saznalo koriS¢enjem animalnih transgenih reporter modela kako bi se

identifikovale celije koje su navodno odgovorne za formiranje kosti u slucaju HO (2).

Tabela 5. Tipovi i poreklo ¢elija dokumentovanih da doprinose nastanku HO u

misjim modelima.

Cre nosac Izvor celija

Prx-Cre Celije mezenhima (23)

Nfatc1-Cre Celije mezenhima (24)

Dermo-Cre Celije mezenhima (25)

Scx-Cre;Scx-CreERT2 Tetiva (26,23)

Mx1-Cre Skeletni miSi¢ intersticium/ koStana
SrZ (26)

Glast-CreERT Periciti/adipociti/konektivno tkivo
interstitium (27)

Wnt1-CreERT Endoneurium (28)

Tie2-Cre/VE-Cadherin-Cre | Endotelijum/satelitske miSi¢ne Celije
(29,30)
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Tabela 5 sumira tipove celija za koje je do sada pokazano da doprinose

razvoju HO u misjim modelima ove bolesti.

Pored kostano-hondro-stromalnih progenitorskih ¢elija neke studije sugerisu
da se vaskularne ¢elije endotelijalnog porekla (Tie 2+), Celije tetive (Scx+) i miSi¢no
intestinalne celije (sa Mx1 ekspresijom) takode nalaze zajedno sa hondrocitima i
osteoblastima u HO lezijama (31-33). Pokazano je, na primer, da ¢elije endotelijalnog
porekla ko-eksprimiraju i markere mezenhimalnih mati¢nih celija (MSC) i
poprimaju vecinu fizioloskih osobina MSC nakon uvodenja ALK2 aktivacije bilo
genetskim ili hemijskim putem (26). Nedavno je pokazano da ALK2 ekspresija
mutanta u Celijama Scx+ porekla dovodi do spontane osifikacije tetiva i ligamenata,
dok kod celija koje vode poreklo od Mx1+, uvodenje ALKZ2 mutacije izaziva
intramuskulatornu HO nakon povrede. Interesantno bi bilo ustanoviti da li se ove
Celije razli¢itog porekla transformiSu u koStanu masu i hrskavicu direktno ili preko
intermedijarne tranzicije u mezenhimalne maticne celije, kao i koji su to faktori
indukovani povredom dodatno potrebni da potpomognu BMP signalni mehanizam

da dode do razvoja intramuskulaturne HO. U Tabeli 6 prikazani su tipovi i poreklo

.....

HO.

Tabela 6. Tipovi i poreklo ¢elija za koje je pokazano da ne doprinose stvaranju

ektopicne kosti ili hrskavice u misjim modelima HO.

Cre nosac Izvor celija
Cadh5-CreER Zreli endotelijum
CD19-Cre B-Celije

LCK-Cre T-Celije

LysM-Cre Monociti/Makrofazi
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Nestin-Cre Celije somitskog porekla

Myf5-Cre Skeletni misi¢

MyoD-Cre Skeletni misi¢

SM22a-Cre Vaskularni glatki miSi¢-periciti

SMMHC-Cre Vaskularni glatki miSi¢

Ng2-Cre Arteriolarni periciti

FoxD1-Cre Periciti/konektivno tkivo
intersticijuma

Vav1l-Cre Hematopoeti¢ne Celije i
endotelijum

Kada se tumace rezultati ovih eksperimenata veoma je bitno imati na umu i
potencijalne nedostatke ovih modela (2). Neki od njih su:

- Animalni HO modeli imaju jasno izraZene razlike u obliku traume, lokaciji HO
i prisustvu ili odsustvu mutacija koje dovode do HO. Shodno tome poreklo ¢elija kod
svih modela koje dovode do HO se ne moze generalizovati.

- Cre ekspresija se moze dogoditi i u ¢elijama ili tkivima koji nisu regulisani
specificnim promotorom (nespecificna ekspresija).

- Prisustvo same Cre ekspresije moZe dovesti do C(elijske toksi¢nosti i
neZeljenog efekta koji naknadno moZe uticati na fenotip heterotopne osifikacije i
tumacenje dobijenih rezultata.

Maticne cCelije mezenhima se smatraju odgovornim za vecinu Celija koje se
diferenciraju u osteoblaste ili hondrocite i dovode do HO. Kao Sto se iz do sada
prikazanog moze zakljuciti najverovatnije je da je kod ovog veoma kompleksnog
problema patoloSkog formiranja kosti viSe vrsta Celija sinhronizovano uklju¢eno u

ovaj proces.

2.7.2 Lokalno mikrookruZenje

Lokalni faktori igraju veoma vaznu ulogu u ovom procesu formiranja

ektopicne kosti (2). Koncentracija kiseonika, pH, mikronutrijenti i mehanicki
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stimulansi takode utiCu na formiranje kosti. Tkivo pokosnice je detektovano u ranoj
histoloskoj analizi HO Sto ukazuje na enhondralni mehanizam osifikacije. Inflamacija
i Celijska apoptoza mogu rezultirati u lokalnoj promeni pH vrednosti i stvaranju
matriksa koji moZe da pospeSi stvaranje depozita kalcijuma u formi kristala
hidroksiapatita. Faktori rasta kao koStani morfogenetski protein (BMP) stimuliSu
mineralizaciju i formiranje Kkostiju preko njihovog efekta na osteoblastne

progenitorske celije (3).

Hipoksijom indukovani faktor 1-alfa (HIF-1) je klju¢ni transkripcioni
regulator Celijskog odgovora na ishemiju i deluje stimulacijom wvaskularnih
endotelijskih Celijskih prekursora (34,35). Nedavna istraZivanja su pokazala da HIF
1-alfa povecava intenzitet i trajanje BMP signalnog puta preko Rabaptin 5 (RABEP1)-
posredovanog zadrzavanja ACVR1 u endozomalnom delu hipoksi¢nog konektivnog

tkiva progenitorskih celija iz pacijenta sa FOP (36,37),

Kako je aktivin veoma vazan citokin koji se proizvodi lokalno od strane imunih
¢elija (38) nakon ozlede i koji se povecava sa starenjem (39), od vaznog je znacaja
da se ispita da li aktivin se oslobada lokalno nakon povrede i igra ulogu u HO

izazvanoj traumom.

2,7,3 Signalni putevi koji dovode do HO

Precizan signalni put odgovoran za formiranje HO nije u potpunosti
razjaSnjen. Ovde ¢emo prodiskutovati nekoliko molekularnih puteva za koje se zna
da igraju ulogu u ovom procesu i eventualno medusobno interaguju tokom

patoloSkog formiranja kosti.

2.7.3.1 BMP signalni put

Jo$ 1965. Marshall R. Urist je otkrio supstancu u ekstracelularnom matriksu
kosti koja je imala mogu¢nost da indukuje heterotopnu osifikaciju kada bi se

implantirala u mekano tkivo. Jos od tada BMP proteini se smatraju da imaju centralnu
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ulogu u formiranju i zarastanju kostiju, kao i homeostazi tkiva i osteogenezi (4). Kao
deo (TGF)-beta superfamilije, BMP proteini indukuju formiranje kompleksnih
receptora sa uniformnom serin-treonin aktivnoS¢u kinaze. Mada postoji viSe od
dvadeset tipova BMP proteina, isklju¢ivo BMP2 i BMP4 superfamilija je relevantna
za osteoinduktivne karakteristike (3). Aktivacija BMP2 receptora je jedan od glavnih
molekularnih puteva koji dovode do formiranja HO (40-42). BMP2 receptor koji se
aktivira pomocu liganda koji zatim dovodi do fosforilacije proteina SMAD 1/5/8. Kao
rezultat dolazi do aktivacije genske transkripcije, Ccelijske diferencijacije i
proliferacije Sto dovodi do povecane sinteze osteogenih faktora.

Dalje je poznato je da TGF -2 i BMP4 mogu da aktiviraju ALK2 kao i da
indukuju endotelijal-mezenhimnu tranziciju (34). Takodje, fibroblasti izolovani iz
FOP pacijenata pokazuju povecanu efikasnost da indukuju multipotentne maticne
celije (iPCS). U normalnim fibroblastima efikasnost stvaranja iPCS je povecana
uvodenjem tranzicione mutacije ACVR1 ili SMAD1 ili dodatkom BMP4 proteina u
toku rane faze reprogramiranja (43). Ovi pronalasci pokazuju da BMP-SMAD signalni
put doprinosi indukciji mezenhimalnih ¢elija posredstvom endotelijalnih ili miSi¢nih
¢elija. Brojne studije su pokazale povecanu lokalnu regulaciju BMP molekularnog
puta nakon termickih povreda, ili opekotina (42).

Pored lokalnog BMP posredovanog mehanizma, retinoidni receptori su
takode vazni u hondrogenezi. Dodavanje retinoida inhibira hondrogenezu i dovoljni

su za suzbijanje HO u traumatskom i FOP misjem modelu. (54).

2.7.3.2 mTOR signalni put

mTOR signalni put reguliSe brojne ¢Celijske procese, ukljucujuci diferencijaciju
hondrocita (44). Izolovanjem Ccelija iz FOP pacijenata pronaden je abnormalan
aktivin A signal indukovan mutacijom ACVR1 koji je naime doveo do povecanog

mTOR signala. Isto je poznato da rapamicin suzbija formiranje HO u
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eksperimentalnim FOP modelima (53, 45). Administracija rapamicina je inhibirala
HO i u nekim HO modelima indukovanih traumom (55, 58). Efekat mTOR
molekularnog puta u formiranju HO smatra se da je posredovan proteinom leptinom.
Pokazano je in vitro kao i in vivo da leptin pospeSuje osteogenezu i da je taj efekat

efikasno smanjen prisustvom rapamicina (47).

2.7.3.3 Hipoksijom indukovani faktor ( HIF)

HIF faktori aktiviraju gene koji posreduju u adaptivnom odgovoru redukcije
parcijalnog pritiska kiseonika (48). HIF kompleks se sastoji od 1 do 3 alfa subjedinice
koje se vezuju za HIF beta jedinicu. HIF alfa signalni put povezuje kost i
vaskularizaciju tokom razvoja (49), a relativna hipoksija tkiva izaziva HIF1 alfa
aktivaciju, koja povecava produkciju pro-angioznih citokina kao $to je VEGF. Oba
eksperimentalna modela, traumom izazvan i FOP miSji model demonstriraju
hipoksiju i poviSen HIF1 signalni put. FOP uzorci pacijenata pokazuju takodje
povecano HIF1 alfa imunolosko bojenje. Sta vise, farmakoloska inhibicija HIF1 alfa
pokazano je da smanjuje formiranje HO u viSe eksperimentalnih modela. Ovi rezultati
su potvrdjeni razli¢itim tehnikama, kao npr. utiSavanjem gena (gene silencing) ili

njihovim potpunim uklanjanjem (gene deletion).

2.7.3.4 Receptori signalnog puta retinoidne kiseline

Retinoidi su potentni morfogeni koji uticu na oba procesa, osteogenezu i
hondrogenezu, u toku razvoja skeletnog sistema. Postoje dve klase nuklearnih
receptora, receptori retinoidne kiseline (RAR a, i) i retinoidni x receptori (RXR a,3

i y). Ovi receptori se vezuju kao RAR/RXR heterodimeri ili RXR homomeri za DNK
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elemente zvane RA-response elementi (RAREs) da bi aktivirali transkripciju RA
ciljanih gena. U slucaju razvoja skeletnih elemenata RARa je eksprimiran veoma rano
i po celoj povrsini mezenhima uda. Kada ¢elije mezenhima pocinju da se diferenciraju
u hondrocite, RARa ekspresija se smanjuje. RARy ekspresija postaje sve znacajnija i
sve viSe lokalizovana u elementima hrskavice (51,52).

Ranije je pokazano da kontinuirana ekspresija RARa elementa u
prehondrocitima sprecava njihovu diferencijaciju u hondrocite i kao rezultat se
javljaju razne skeletne anomalije kod transgenih miSeva (53) Sto vodi ka ideji da
suzbijanje RARa moze spreciti razvitak HO. Selektivni RARa agonist je prvo testiran
u misjem modelu sa implantom i rekombinantim BMP (54). Kao rezultat detektovan
je smanjen nivo heterotopne kosti i hrskavice ali kompletan nestanak HO nije
postignut (54,55). Sledeca studija je proucavala efekat oba RARa i RARy inhibitora.
RARy se pokazalo da smanjuju potkozZnu i intramuskularnu HO indukovanu putem
rBMP2, kao i da dramati¢no redukuju osifikaciju kod FOP miSjeg modela. Oba
agonista RARa i RARy inhibiraju hondrogenezu i preventiraju HO, ali RARy agonisti
su se pokazali mnogo efikasniji (56). Veca efikasnost RAR gama agonista moze se
objasniti Sirim ekspresionim miljeom RARy receptora, u hondrogenim celijama i
hondrocitima u poredjenju sa RARa. Mehanisticki, za RARy agoniste je pokazano da
umanjuju BMP signalni put tako Sto inhibiraju fosforilaciju SMAD kompleksa a
takodje i pomoc¢u smanjenja nivoa SMAD proteina posredstvom proteazoma (55). Za
Palovaroten, specifican RARy agonist, je pokazano da moZe da neutraliSe patolosko
formiranje kosti kod ACVR mutant miSa. U oSteCenom miSi¢cnom tkivu dodatkom
Palovarotena je postignut manji broj mastocita, redukovana je fibroliticka
proliferacija i formiranje hrskavice i smanjen je obim HO (50). Nedavne studije u
animalnim modelima sugeriSu potencijalne neZeljene efekte tretmana sa RARy
agonistima, ukljucujucdi skeletne abnormalnosti i problem zarastanja rane (57,58). U
svakom slucaju Kklini¢ka ispitivanja koja su u toku sa Palovarotenom pokazuju
znacajan potencijal za tretiranje FOP bolesti. Palovaroten je trenutno u fazi III

klini¢kih studija.
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2.7.3.5 GNAS

GNAS je veoma kompleksan gen koji kodira alfa subjedinicu stimulatornog
heteritrimeri¢nog G proteina (Gas). GNAS se nalazi na hromozomu 20q13 kod ljudi a
kod miSa na hromozomu 2 i ima slicnu genomsku organizaciju (59). GNAS generiSe
viSe razlicitih produkata koriS¢enjem alternativnih promotora i prvog egzona koji se
izrezuje sa zajednickim egzonima 2 do 13 (Slika 8). Najudaljeniji alternativni egzon

je Gsa egzon 1, koji generisSe transkript Gsa subjedinice.

Veoma kompleksno utiskivanje GNAS gena je rezultat koriS¢enja
alternativnih promotora i prvog egzona pri ¢emu se generiSu razlic¢iti genski
produkti, ukljucujuci Gsa isoformu XLas i hromogranin protein NESP55, koji su
specificno eksprimirani sa oc¢inskog odnosno materinskog alela, respektivno. Sam
Gsa je utisnut u zavisnosti od tkiva gde se eksprimira, u vecini slu¢ajeva je bilatelarno

eksprimiran ali u ponekim tkivima je utiSan, kao kod ocinskog alela.

Gas je stimulatorna alfa subjedinica heterotrimeri¢nog kompleksa G
proteina koja prenosi signale preko G-protein povezanih receptora (GPCR). Kao
kljucni regulator razvica skeleta i njegove homeostaze, Gas reguliSe diferencijaciju,
opredeljenost i sazrevanje Celija skeletnog sistema. Signalni put posredovan Gas
interaguje sa WNT i Hedgehog signalnim putevima, gde su oba puta veoma znacajna
za razvoj skeletnih elemenata i zarastanje povreda (59). Kriti¢na uloga Gas signala
u razvicu skeleta je ilustrovana defektima skeletnog sistema kod ljudi koji nose bilo

aktivirajucu ili inaktiviraju¢u mutaciju u GNAS genu.

30



A: Paternal allele

1 B 13

Bl 21

Gsa

— ' NESPS5 o YT i5 o m [A 3 ] e e w0

B: Maternal allele

ssmes -7 T— FeTY

Gsa

e, e VS5 5 e e X[ 5 LA % ] a8 1S

Slika 8. Genomska organizacija GNAS lokusa. Generalna organizacija GNAS gena
je prikazana sa Gas ekzonom 2-13 (sivo uokvirena oblast), Cetiri alternativna ekzona:
broj 1, NESP55, XLasilA su naznaceni na slici plavo ukovirenim oblastima. Promotori
su prikazani iznad materinskog ili o¢inskog alela strelicama. (A) OCinski alel XLas, 1A
i Gasegzon 1 (zelena boja) iskrojen uz egzon 2-13 (siva boja) i tri moguca transkripta
nasledena preko ocinskog alela, i NESP55 je utisnut. (B) Materinski alel NESP55 i Gas
egzon 1 (Zuti) iskrojen uz egzon 2-13 (sivi) su dva mogucéa transkripta sa

materinskog alela, dok su XLasi 1A utisnuti.

Ova subjedinica inhibira Hedgehog signalni put i gubitak GNAS kao rezultat
ima povecanu aktivaciju Hedgehog signalnog puta (25). Inaktiviraju¢a mutacija u
okviru GNAS gena moze dovesti do POH ili do AHO (Albright’s hereditary
osteodystrophy). Formiranje HO koji preslikava POH bolest je postignuto u misjim
modelima koriS¢enjem razli¢itih Cre nosaca (Prx-Cre, Dermo-Cre, Ap2a-Cre) (25). U
ovim miSjim modelima kao i u klinickim uzorcima POH pronaden je poviSen
Hedgehog signal. Ponekad je Hedgehog signal znatno poviSen i u modelima koji su
predominantno enhondralni (60). Na primer, u miSjem modelu koji overeksprimira
BMP4, pronadene su Glil eksprimirajuce Celije (koriS¢enjem Gli1l-CreERT reporter

sistema) koje doprinose stvaranju enhondralne HO u svim fazama razvica.
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Stimulatorni G proteinski kompleks je nedavno prepoznat kao kljucni
regulator mezenhimskih celija skeletnog sistema. Inaktiviraju¢a mutacija alfa
subjedinice stimulatornog G proteinskog regulatornog kompleksa (Gas) adenil
ciklaze (GNAS1), koja se javlja kod retke genetske bolesti POH, je glavni uzrok
fenotipa ove bolesti - nekontrolisanog i progresivnog formiranja patoloske osifikacije
van skeletnog sistema, najc¢esce u okolnom mekom tkivu. Kao Sto cesto biva, primeri
retkih bolesti i mutacija koje one nose, mogu doprineti novim saznanjima o
osnovnim bioloSkim mehanizmima i bioloSkim procesima u Celiji.

Alfa subjedinica stimulatornog G proteinskog regulatornog kompleksa, Gsa, je
vazan metabolicki regulator kao i veoma bitan faktor za generisanje hormonski

stimulisane cikli¢ne adenil ciklaze.

2.7.3.6 Hedgehog signalni put

Hedgehog signalni put igra klju¢nu ulogu u embionalnom razvicu i simetriji
tokom razvoja. Kod vertebrata je neophodan za normalan razvoj mnogih struktura,
uklju€ujuci nervnu tubu, aksijalni skeletni sistem, koZu i kosu. Povec¢ana aktivnost
ovog signalnog puta u tkivima odraslih je povezana sa razvojem mnogih karcinoma
kao Sto su: bazalni Celijski karcinom, meduloblastoma, pojedini gastrointestinalni
karcinomi kao i karcinom pankreasa. (61)

Hedgehog (Hh)/GLI signalni put igra vaznu ulogu u raznim aspektima razvoja
vertebrata, ukljucujuc¢i formiranje razvojnog obrazca, proliferacije i diferencijacije
velikog broja Celijskih tipova (62). Hedgehog familija vertebrata sastoji se od tri
Clana: Sonic Hedgehog (SHH), Desert Hedgehog (DHH) i Indian Hedgehog (IHH). Shh
je najbolje okarakterisan homolog kod vertebrata i veoma je vaZan tokom
embrionalnog razvi¢a, narocCito za regulaciju nacina razvojnog puta i indukciju
proliferacije u brojnim tkivima. Na Slici 7. prikazan je upro$¢en Sematski prikaz
Hedgehog signalnog puta.

Transdukcija Hh signala je inicirana sekrecijom Hh prekursor proteina (45kD)
od strane celija koje izluCuju ovaj prekursor. Nakon toga prekursor prolazi kroz
autokataliticko procesovanje i modifikaciju. Prekursor se preseca na 20kD N-

terminalnu sekvencu i 25 kD C-terminalni kataliticki deo. Nakon autoprocesovanja
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prekursora, molekul holesterola se kovalentno vezuje za karboksil grupu N-
terminalne signalne sekvence. Modifikovan N-terminalni signalni deo se izlucuje u
citosol kao Hh ligand. Sa druge strane, na ¢eliji do koje dolazi ovaj ligand postoji Ptch
receptor, dvanaest-transmembranski protein koji medusobno interaguje sa Hh
ligandom i tada otpusta svoju interakciju sa Smo, 7-transmembraskim proteinom,
koji dalje prenosni signala i kao krajnji rezultat aktivira Gli transkripciju gena. Gli
molekuli su cink-finger transkripcioni faktori koji ucestvuju u poslednjem koraku
Hh-Gli signalnog puta i reguliSsu nekoliko gena, ukljuc¢ujuéi gene koji reguliSu
kontrolu ¢elijskog ciklusa i Hh-Gli signalni put. U odsustvu Hh liganda, Ptch uzajamno
se vezuje za Smo i tako inhibira njegovu funkciju i sprecava dalje aktiviranje signalne

kaskade, ukljucujudi i Gli molekule.

A B —

Pech) q*’ Smo Ptch ”\%
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DOOCOORNI¢ ST

Gli targets Gli targets.

Slika 9. Uproscen Sematski prikaz Hedgehog molekularnog puta. Glavni ucesnici
PTCH i SMO locirani su na Celijskoj membrani dok Hh ligand se vezuje za PTCH sa
spoljasnje strane Celije. GLI, transkripcioni aktivator mnogih gena koji reguliSu
kancer, je aktiviran kad se Hh ligand veze za PTCH i SMO signalni put tada postaje
aktiviran. A. U odsustvu Hh liganda, Hh signalni put je suprimiran Hh (signalni put
je OFF). B. U ¢elijama sa abnormalnom Gsa funkcijom dolazi do aktivacije Hh
signalnog puta (ON). Ilustracija takode odslikava razliCite tacke predloZenih
regulatornih mesta aktivacije tri Hh inhibitora (Arsen trioksida (ATO), Vitamina D i

Lovastatina) koji su ispitani u ovoj disertaciji.
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Postoje viSe Gli molekula, pri cemu GLI1 deluje kao aktivator gena dok su GLI2
i GLI3 poznati i kao aktivatori i kao represori. Svi Gli molekuli se vezuju preko pet
karakteristi¢nih, tzv. cink-finger oblasti koji prepoznaju konsenzus Gli selektivne
sekvence 5’-GACCACCCA-3’, koja reguliSe transkripciju.

Pored veoma vaZne uloge Hh puta u razvicu, povisen Hh signalni mehanizam
je pronaden u viSe vrsta kancera. U slu¢aju kancera koZe, mozga, prostate, pankreasa
i pluta kao i malignim tumorima kao S$to su bazalni celijski karcinom ili
meduloblastom, Hh je konstitutivno poviSen kao posledica mutacija u SMO ili PTCH
proteinima.

Zato interakcija sa funkcijom GLI proteina, zadnjeg u nizu Hh molekulanog
puta, moZe biti obecavajuCa strategija za razvoj novih terapija koje uspesSno

zaustavljaju i stavljaju pod kontrolu ovaj molekularni mehanizam.

2.8 Animalni modeli

Veliki broj istraZivanja koristi animalne modele kao sredstvo za proucavanje
procesa HO i njegove prevencije. U literaturi se mogu se sresti modeli zeca, misa,
pacova, koza, ovce kao i psa koji su jako puno doprineli razumevanju mehanizma HO
(3). PoSto se HO moze formirati putem dva razli€ita procesa, intramembranskim i
enhondralnim mehanizmom, postoji viSe razlicitih modela koji se koriste za
izu¢avanje ovog fenomena i koji manje ili viSe uspesno preslikavaju nastajanje i
klini¢ku sliku HO kod ljudi. Ovi modeli su od neprocenjive vrednosti za proucavanje
Celijskog i molekularnog mehanizma HO, kao i novih tretmana za ovu bolest.

Trenutno postoji Sest animalnih modela za ste¢enu formu HO:

2.8.1 Model Ahilove tetive

Prvi pacijent sa heterotopnom osifikacijom Ahilove tetive je registrovan 1932.
Shodno tome, eksperimentalni model HO Ahilove tetive kod pacova je razvijen od
strane Buck (63) i od strane McClure (64) kod mi$a. Oni su usvojili prosto presecanje

tetive skalpelom nakon incizije koZe. Mc Clure je nasao da se HO razvije kod 60%
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miSeva sa presecenom tetivom nakon osam nedelja, a do 100% miSeva nakon deset
nedelja od operacije presecanja tetive. HO nastala u ovom modelu se formira
enhondralno Sto oslikava proces metaplazije hrskavice. Enhondralni proces
stvaranja HO je viSestepeni razvojni proces u kome preskeletne mezenhimske ¢elije
prolaze kroz proces kondenzacije i diferenciraju se u hondrocite koji se postepeno
slazu i formiraju osnovu hrskavice kao buduéeg novog skeletnog elementa.
Novoformirani hondrociti se organizuju u plocu rasta sa tipi¢nim zonama maturacije,
proliferacije i hipertrofije koji omogucavaju rast, ekspanziju i izduZivanje skeletnih
elemenata. Ovaj model je veoma reproducibilan, ali je relevantnost ovog modela u
ljudskom fenotipu osporljiva, jer se HO u Ahilovoj tetivi veoma retko javlja u klinickoj

praksi.

2.8.2. Imobilizacioni model

Repetitivna forsirana mobilizacija imobilisanog zgloba kolena dovodi do
pojave HO u miSi¢u kvadricepsa i oko drugih zglobova kod modela zeca koji je
razvijen od strane Michelsson 1980 (65). Jedna noga na Zivotinji se imobiliSe oko
kolena Kkoristeéi plasti¢nu udlagu u periodu do oko pet nedelja. Sest dana u nedelji
vrSi se petominutni tretman forsirane mobilizacije pokuSavaju¢i da se postigne
potpuna mobilnost kolena. U takvim uslovima, primecéena je aktivnost osteoblasta u
pokosnici i dalje napredovanje HO u kontinuitetu sa pokosnicom. Promene u
prostaglandinu pre nego Sto se razvije HO koje su primeéene kod ovog modela
podrZavaju pretpostavku da je inflamacija uklju¢ena u process formiranja HO. Ipak,
relevantnost ovog modela za ljudski fenotip HO je pod znakom pitanja jer denervacija
ne pogadja formiranje HO u ovom modelu sto je kontraindikovano sa klini¢kim

nalazima.

2.8.3 Model sa implantom

Trenutno najceS¢e koriS¢eni animalni model je model kod koga se HO
indukuje hirurSkom implantacijom matriksa koji je obogacen BMP proteinom na
mestima gde se Zeli izazvati HO (66). Procedura je poboljSavana koriS¢enjem
preciS¢enjog BMP proteina, implantacije BMP gela sa matriksom ili pomocu

rekombinantnog DNK konstrukta koji sintetiSe BMP protein. Postoje i drugi modeli
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sa implantom gde se direktno ubrizgavaju Ccelije prekursori osteogeneze, ili
osteoindukcioni biomaterijali. Ovi modeli su reproducibilni, relativno jednostavni i
mehanisticki relevantni za HO kod ljudi. Jedini problem je Sto se kod njih koristi jako
visoka, fizioloski irelevantna koncentracija osteoinduktora i osteogenih faktora Sto

nije u skladu sa realnom slikom HO kod ljudi.

2.8.4 Model operacije kuka

Da bi razvio model koji reprodukuje formiranje HO nakon operacije kuka
Schneider (67) je razvio model kod zeca koji simulira proceduru slicnu onoj u
klini¢koj praksi operacije kuka. Ovaj model je kopija fenotipa kod ljudi i reflektuje
poznat uzrok HO kod ljudi, ali joS uvek nije poznato da li je relevantan za ostale
etiologije HO.

2.8.5 Model indukovane traume

Trauma misSica ili CNS cesto dovodi do HO kod ljudi, ali su svi napori da se
napravi animalni model koji reprodukuje ovo stanje imali veoma limitirani uspeh.
Zaccalini et al. (68) su indukovali HO u butini zeca primenom traume indukovane
tupim predmetom . Da bi ispitalo kako amputacija ekstremiteta nakon blast traume
spontano stimuliSe razvoj HO Tannous (69) je razvio model u pacovu lokalizovane
izloZenosti uda visoko energetskoj blast povredi.

Tannous je uspeSno usvojio model amputacije u rezidualnom udu nakon blast
traume. Kod ovih modela detektovana su oba modela stvaranja kostiju, i
intramembranski i enhondralni. Ovi modeli reflektuju poznate inicijatore HO kod

ljudi ali nisu dovoljno odgovarajuci i pouzdani da bi se rutinski koristili.

2.8.6 Iritantan model injekcije

Heinen et al. je objavio indukciju HO kod zeca nakon ubrizgavanja 40%-nog
alkohola, a za njim su i drugi pokusali da indukuju HO ubrizgavanjem raznih iritanata
u misice kako bi izazvali HO (70). Nedovoljna pouzdanost ovog modela kao i klinicka

irelevantnost limitiraju primenu ovog modela za istrazivanje patologije HO.
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2.8.7 Modeli za nasledne forme HO

2.8.7.1 FOP model

Poznato je da je FOP kod ljudi uglavnom izazvana mutacijom ACVR1 gena gde
je arginin zamenjem histidinom (A u H) na amino kiselini 206 (R206H), lociranoj na
glicin serin (GS) obogaéenom domenu ALK2 receptora, koji ima za rezultat
overekspresiju Bmp signalnog puta (71). Razvijen je transgeni model miSa koji
specificno overeksprimira BMP4 pod kontrolom promotora neuron specificne
enolaze (Nse) (72). Ovaj model reprodukuje FOP HO koja se javlja nakon
inflamatorne ili neuroinflamatorne inicijacije, ali ne reprodukuje urodjeni fenotip ili
klini¢ku sliku progresije FOP koja se ogleda u urodjenoj deformaciji velikog noZnog
prsta ili degenerativnim promenama zglobova. Globalna konstitutivna aktivacija
ACVR1 u modelu miSa vodi ka embriogenskoj smrtnosti, pa je razvijen model
intramuskularne injekcije Cre-eksprimiranog virusa da bi se indukovala
konstitutivno aktivna ekspresija ACVR1(ALK2Q207D) koja mimikrira fenotip FOP
bolesti kod ljudi (73). Nedavno je razvijen knock-in model gde je jedna kopija miSjeg
Acvrl gena zamenjena genom koji nosi Acvrl R206H mutaciju na endogenom
hromozomskoj lokaciji (74). Ovaj model idealno rekapitulira kompletan spektar FOP
fenotipa ukljucujuéi skeletne malformacije i progresivnu heterotopnu osifikaciju

putem endohodralnog mehanizma.

2.8.7.2 POH model

U Gnas*/- miSu sa heterogenom Gnas delecijom na ocinskom alelu (75)
detektovan je pocetak HO u podkoZnom regionu kod 9 meseci starog misa u obliku
malih, oStrih potkoznih granula. Izolovano je adipozno stromalno tkivo kod ovog
miSa i pronadena ubrzana osteogena diferencijacija mati¢nih celija in vitro (75).
Stoga, lokalno indukovana GNAS deficit mutacija u potkoZnom mezenhimnom tkivu

mozZe biti dovoljna za indukovanje progresivne HO.
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2.9 Razvoj buduce terapije za HO

[ pored svih istrazivackih studija i dosadasnjih saznanja o HO ova, ne tako
retka, komplikacija i dalje predstavlja problem kako u civilnoj tako i u vojnoj
ortopedskoj hirurskoj praksi.

Za uspeSnu terapiju veoma je bitno otkriti mehanizam koji dovodi do
stvaranja patoloskog stanja ili bolesti. Lekovi koji otklanjaju uzrok bolesti i nosioca
su tzv. kauzalne terapije. Ovakvi lekovi su najdragoceniji ali ih nema dovoljno jer se
ili o mehanizmu bolesti ne zna dovoljno ili su patoloski procesi veoma kompleksni da
bi se napravio odgovarajuci lek. MoZe se reci da su, u sluc¢aju HO, do sada koriS¢ene
uglavnom tzv. simptomske terapije tj. lekovi koji ublaZavaju simptome ali ne i uzrok
bolesti.

Nakon svega Sto se zna do sada o patologiji HO, moZe se slobodno zakljuciti da
bi slede¢a generacija terapije za ovu bolest bili lekovi koji se koriste u profilaksi.
Ovakva grupa lekova je od izvanredne vazZnosti jer su oni ucinili mnogo da se neke
bolesti sasvim iskorene ili stave pod kontrolu.

Medjutim, ono Sto je zajednicko za sve lekove je kvantitativna priroda
njihovog delovanja. Neophodni uslovi za ispoljavanje lekovitosti novog leka su: tacna
dijagnoza, pravilan put unoSenja i pravo vreme za davanje leka.

Svaki novi razvoj teraputskog medikamenta prolazi kroz sledece faze:

1. Kvalitativna ocena aktivnosti (“screening”).

U ovoj fazi se standardnim testovima ispituje da li nova supstanca ima
farmakolosko dejstvo. Kvantitativna analiza ukljuCuje sledece: farmakokinetiku,
farmakodinamiku, toksi¢nost (akutna, subakutnu i hroni¢nu toksi¢nost, kao i
posebne vidove toksi¢nosti: kancerogenost, teratogenost, poremecaji fertiliteta, i
alergogenost).

2. Farmaceutska priprema leka.

U ovoj fazi se potencijalnom leku daje prikladan farmaceutski oblik (tableta,
draZeja, rastvor, mast i sl.) da bi mogao da se primeni kod ¢oveka na odgovarajucdi
nacin.

3. Klinicko ispitivanje.
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Za klinicCko ispitivanje lekova razvijene su nau¢ne metode koje obezbedjuju
kriti¢no prikupljanje podataka koji se mogu podvrgnuti statistickoj analizi. Klinicko
ispitivanje se sastoji od 4 faze: ispitivanje lekova na zdravim ljudima (I faza). Ova faza
traje 24 do 30 meseci gde se ispituje aktivnost i farmakokinetika leka. Ovi podaci su
znacajni za pravilan izbor doza i rezima doziranja.

Sledeca (II faza) je ispitivanje leka na manjem broju izabranih bolesnika. U
ovoj fazi ispitivanja obuhvataju nekoliko stotina bolesnika i traju od 12 do 24 meseca.
Procenjuje se delotvornost leka kod pojedinih bolesti i odreduje raspon doza.

Faza Il je ispitivanje leka na velikom broju bolesnika. U ovoj fazi koja traje od
12 - 24 meseca vrSe se ispitivanja na bolesnicima sa ciljem da se utvrdi terapijska
efikasnost i uoce neZeljena dejstva.

Cetvrta faza (IV) je pracenje delotvornosti i neZeljenih efekata posle pustanja
lekova u promet. Ova faza sluzi za upotpunjavanje slike u efikasnosti i toksi¢nosti,
odnosno bezbednosti leka.

Na osnovu svega do sada izloZenog moglo bi se oCekivati da bi najefikasnija
nova terapija za HO potencijalno bila lokalna primena novog leka. PoSto lekovi u
principu nisu dovoljno selektivni, pove¢avanjem doze umnoZava se broj organa i
tkiva na koje lek deluje pa se pocinju javljati sporedna i neZeljena dejstva koja
ogranic¢avaju ili onemogucavaju dalje povecavanje doze. Karakteristika lokalne
primene je da se ovim nac¢inom moZe primeniti vrlo visoka koncentracija leka na
mestu delovanja, koja se nikada ne bih mogla posti¢i drugim nacinom primene zbog

opasnosti od toksi¢nih pojava.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijal i metode
3.1.1. Materijali

3.1.1.1. Hedgehog inhibitori

U radu su ispitivani slede¢i Hedgehog inhibitori: GANT-58, Arsen trioksid
(ATO), Vitamin D3 (Kolekalciferol), Lovastatin, kao i specificne kombinacije.
[spitivanja su vrSena na eksperimentalnim Zivotinjama (miSevima) ili u Celijskim
kulturama (BMSC i SMP ¢elije kao i embrionalna ¢elijska kultura ).

U slucaju ispitivanja u ¢elijskoj kulturi, tj. na BMSC i SMP, ¢elijske kulture su
uzgajane do konfluentnosti i potom bi Hedgehog inhibitori bili dodati direktno u
medijum za osteogenezu. Vreme Kkultivacije je zavisilo od tipa ¢elija i tipa Hh
inhibitora.

Priprema GANT58. GANT-58 (Tocris Bioscience) je rastvorenu u 20% DMSO

i onda razblaZen sa kukuruznim uljem pre injektiranja u misa.
U Celijskoj kulturi GANT58 je primenjen u koncentracijama od 2,5uM, 5uM i
7,5 uM i tretmani su trajali deset dana.

Priprema rastvora Arsen Trioksida (ATO) : 50 mg ATO (Sigma Aldrich) je

odmereno i stavljeno na dno 50 ml Corning plasti¢ne epruvete. Dodato je 1 ml, 1M
NaOH (Sigma Aldrich) da bi se ATO potpuno rastvorio u baznoj sredini, zatim je
dodato 48 ml fosfatnog pufera (pH 7.4) i na kraju pH rastvora je doterana do pH=7.2
sa 0,82 ml 1.2 N HCI . U slucaju intraperitonialne administracije kod miSa, prvo je
izmerena teZina miSa, a zatim je rastvor u koncentraciji od 5mg ATO/kg veoma

pazljivo injektiran u bremenite miSice, strogo izbegavajuci uterus prilikom injekcije.
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Sveze pripremljen rastvor ATO je dalje razblaZen direktno u medijumu za
osteogenezu za dalje aplikacije u eksperimentima ¢elijskih kultura od gde je koriS¢en

u koncentraciji od 5 do 10 pM.

Priprema rastvora Kolekalciferola (Vitamina D3): Kolekalciferol (Sigma

Aldrich) je rastvoren u 100% etil alkoholu do koncentracije 10mM. Konacne
koncentracije u eksperimentima su bile od 5 do 10 pM, gde je reagens sveZe
pripremljen direktnim dodavanjem koncentrovanog rastvora u medijum za

osteogenezu.

Priprema rastvora Lovastatina : Lovastatin, natrijumova so, (Calbiochem) je

rastvoren u 100% etil alkoholu do 100mM koncentracije. Rastvor je dalje razblaZen
do 100 pM u etanolu neposredno pred eksperiment. Kona¢na koncentracija u
medijumu za osteogenezu je postignuta direktnim razblazivanjem do 0,5ili 1 pM, u

samom mediju za osteogenezu.

Kombinacija Hedgehog inhibitora: Dobijena je meSanjem sve tri komponente

iz njihovih koncentrovanih rastvora do finalnih koncentracija: Arsen trioksid 5 pM,

Lovastatin 0,5 uM i Kolekaciferol 5 pM, direktno u medijumu za osteogenezu.

3.1.1.2 Animalni modeli i ¢elijske linije

3.1.1.2.1 MiSevi

Gsa//f miS. U radu su korisc¢eni Gsa/f miSevi oba pola. Gsa/f je mis kod koga
je Exonl, specifican za kodiranje Gsa, okruZen dvema loxP rekombinantnim
sekvencama. Ovaj mi$ je dizajniran od strane Dr. Lee Weinstein sa Nacionalnog

Instituta za zdravlje, SAD (76).

Prx1-Cre miS. Ekspresija Prx1 gena je specificna u tkivu uda gde predvodi
ekspresiju Cre rekombinaze u transgenom misu. Ovaj regulatorni element prisutan
je u ranom zacetku mezenhima. UkrStanjem ove linije misa fenotip se najranije
primeti oko 9,5 dana embrionalno, a tokom dalje faze razvitka uda do 10,5 dana

embrionalno, rekombinacija je potpuno prisutna u celokupnom tkivu mezenihma
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uda (77). Ovaj miS omogucava analizu funkcije gena koji su ukljuCeni u embrionalni

razvoj udova.

Dermo1-Cre miS. Gen Dermo1 kodira protein koji ima ulogu transkripcionog
faktora (slican Twist proteinu) koji moZe zaustaviti sazrevanje osteoblasta i
odrzavati Celije u preosteoblastnom stanju. Uvodenje homologne rekombinacije
putem cre recombinaze u Dermo1 (Twist2) lokus rezultira u znacajnoj ekspresiji Cre
kasete u kondenzovanom tkivu mezenhima iz koga se diferenciraju osteoblasti ili

hondrociti (78).

Ap2-Cre miS. Ovo je specificna linija kod koje je eliminisan trankripcioni
faktor AP-alfa 2 tokom formiranja prednjeg nazalnog fronta koji nastaje

intramembranskom osifikacijom. (79)

Gli2f/f_mis$. Ovo je kondicini mutant koji omogucuje selektivno i ciljano
uklanjanje GLI gena putem ukrstanja sa Cre miSjom linijom. Neo kaseta obeleZena sa

dve lox P strane ubacena je u GLIZ lokus putem homologne rekombinacije (80).

R26SmoM2_mi$. Ovaj mis je koriS¢en za postizanje uslovnog povecanja Hh
signalnog puta (81). Mutacija M2 na alelu za Smoothened (Smo) receptor koju ovaj
mis nosi dovodi do konstitutivno aktivnog Hh signalnog puta. Ovaj mis se Siroko

koristi za ispitivanje procesa Hh-zavisnih tumorogeneza i opcija tretmana za iste.

Enpp1~/- miS. Inaktiviraju¢a mutacija na oba alela Enpp1 gena dovodi do
medijalne arterijske kalcifikacije koja je povezana sa boleS¢u znanom kao generalna
arterijska infantilna kalcifikacija koja dovodi do kalcifikacije krvnih arterija i sudova

(GACI)(82).

Svi eksperimenti sa miSevima su odobreni od strane NIH IACUC ( National
Institute of Health Institutional Animal Care and Use Committee). Protokol za rad za

Zivotinjama je odobren od strane komiteta: NHGRI Animal Care and Use Committee.
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3.1.1.2.2 Humani uzorci

Kolekcija biopsija dobijenih od pacijenata dijagnostikovanih sa POH boleS¢u
odobrena je od strane Institucionalnog odbora za istraZivanja na ljudima na
Univerzitetu Pensilvanija (Institutional Review Board of the University of
Pennsylvania). Potrebna saglasnost pacijenata je dobijena za sve uzorke obradene u

ovom radu.

3.1.1.2.3 MiSje mezenhimske celije koStane srzi (mBMSC)

Ove cCelije su izolovane iz femura i tibije misa starog Sest do osam nedelja. Ovaj
miS je dizajniran od strane Dr. Lee Weinstein sa Nacionalnog Instituta za zdravlje,

SAD (76).

3.1.1.2.4 Humane ¢elije kostane srzi (hBMSC)

U radu su koris¢ene humane celije izolovane iz koStane srzi (hBMSC) su

nabavljene od kompanije ATCC (ATCC Manassas, Virginia, USA).

3.1.1.2.5 Adeno Cre rekombinatni virus

Ovaj virus je koriS¢en kao vektor za izazivanje rekombinacije loxP regiona i
POH fenotipa kod miSeva. Cre recombinaza ili GFP adenovirus dobijen je od SAIC,
NCI, (~1010 pfu/ml), Merilend, (SAD) i razblazen 1:1000 da bi se izvrSila infekcija
¢elija. Adenovirus dnPKA je obezbeden ljubaznosS¢u Chen-Ming Fan (~101° pfu/ml)

i razblazen je 1:300 radi infekcije Celijske kulture.

3.1.1.3 Hemikalije, enzimi, antitela, medijumi za kultivaciju celija

Sve koriS¢ene hemikalije bile su p.a. CistoCe. U radu su koriS¢ene sledece
hemikalije, materijali, enzimi i kultivacioni medijumi:

Od enzima i enzimskih preparata koris¢eni su:
Kolagenaza tip I (Sigma-Aldrich),
Tripsin (Gibco, SAD)

U radu su koriS¢ene sledece supstance p.a Cistoce:
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- Arsen trioksid, As203 (Sigma-Aldrich)

- Alizarin S crveno (Sigma-Aldrich)

- Alcian plavo (Sigma-Aldrich)

-L-askorbinska kiselina, CsHsOs (Wako, SAD)

- Etil alkohol 96 p.a.a (Fisher, SAD)

- Etidijum bromid (Sigma, SAD)

- Ciklopamin (BIOMOL, SAD)

- DMSO, Dimetil sulfoksid, C2Hs0S (Sigma, SAD)
- Forskolin, C22H3407 (Sigma-Aldrich)

- Fosfatni pufer (Sigma-Aldrich)

- Glicerol, C3Hs03 (Sigma-Aldrich)

- Glutaraldehid, CsHsO:z (Fluka® Analytical, UK)
- GANT 58, C24H16N4S (Tocris)

- Beta-Glicerol fosfat, C3H706P » 2Na [5SH20] (Sigma-Aldrich, UK)
- IBMX, Sigma-Aldrich

- Hlorovodonic¢na kiselina, HCI (Sigma-Aldrich)
-Hidrogen peroksid, H>O: (Sigma-Aldrich)

- L-Glutamine (Gibco, SAD)

- Lovastatin (Calbiochem)

- Nuklearna crvena (Sigma-Aldrich, UK)

- Kalijum-hidroksid, KOH (Sigma-Aldrich)

- Kolekalciferol, C27H440 (Sigma-Aldrich)

- Natrijum-hlorid, NaCl (Sigma-Aldrich)

- Natrijum-tiosulfit, Na2S03 (Sigma-Aldrich)
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- Natrijum-hidroksid, NaOH (Sigma-Aldrich)

- Srebro nitrat

-Sirius crvena

- Tween 20 (Sigma-Aldrich)

- Triton (Sigma-Aldrich)

- Siréetna kiselina, CH3COOH (Sigma-Aldrich)
- Paraformaldehid (Sigma-Aldrich)

-Penicilin (Gibco)

Razlicita sredstva za bojenja histoloskih preparata ili imunobojenja, antitela,
kitovi, prajmeri ili specificni reagensi za primenu u KkoriS¢enim procedurama
molekularne biologije su bili nabavljeni od specijalizovanih renomiranih
biotehnoloskih dobavljaca i specificirani su u opisu konkretnih procedura.

Primenjeni medijumi za gajenje Celija su specificirani u opisu koris¢enih

¢elijskih kultura ili procedura za njihovu kultivaciju.

3.1.2 Metode

3.1.2.1. Metoda za dobijanje Gsa /f miSeva

Konstrukt je napravljen tako da se metabolicki efekti deficijencije tj. gubitka
Gsa mogu izazvati u specificnom tkivu uvode¢i Adeno Cre rekombinantni virus ili
ukrstanjem ovog miSa sa miSevima koji nose Cre specifi¢cnu liniju. Da bi se izazvao
fenotip POH, koji uglavnom zapocinje formiranjem HO potkozno, Adeno Cre
rekombinatni virus je isporucen lokalno, u potkozno tkivo injekcijom. Kao Sto je
prikazano na slici 8, desna zadnja noga je primila potkoZnu injekciju Ade Cre virusa,
a zadnja leva noga bi sluzila kao kontrola i primila bi potkoZzno Adeno GFP virus, koji
ne dovodi do efekta rekombinacije, pa samim tim ni do efekta HO. Kod ovog veoma
elegantno dizajniranog eksperimenta, isti miS je i kontrola i eksperimentalna

Zivotinja u isto vreme.
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G fl/fl mis

Ad-Cre (potkozna injekcija

u desnu zadnju nogu)

Prikupljanje zadnjih nogu
za bojenje skeleta i

6 nedelja inkubacije histolosku analizu

Ad-GFP kontrola (potkozna
injekcija u levu zadnju nogu)

Slika 10. Eksperimentalni dizajn simuliranja POH fenotipa heterotopne

osifikacije kod Gsa /f misa.

Tretman adenovirusom je vrSen na sledec¢i nacin: 2 pl Cre rekombinaze ili GFP
adenovirusa (SAIC, NCI, Frederick (~1019 pfu/ml)) je rablaZeno u 100 pl fosfatnog
pufera i ubrizgano u potkozni region zadnjih nogu misa starog 4 do 6 nedelja. Sest
nedelja kasnije, miS je eutanizovan i koZa sa udova je uklonjena. Ektopic¢na kost je
analizirana pripremom obojenog skeleta ili pripremom histoloskih preparata
(objasnjenim detaljno u daljem tekstu).

U slucaju RZ26SmoM2 miSa, adenovirus je injektiran kod 4 nedelje starog misa,

a analiza tkiva je radena u osmoj nedelji.

3.1.2.2 Izolacija i Kkultivacija miSjih mezenhimskih stromalnih ¢elija
kostane srzi (mBMS(C)

Misje mezenhimske stromalne Celije su izolovane iz femura i tibije miSa starog
Sest do osam nedelja. Najpre je izvrSena disekcija femura i tibije od ostatka tkiva.
Obe epifizalne ploc¢e su uklonjene i koStana srZz je sakupljena ispiranjem sa
modifikovanim esencijalnim medijumom (DMEM, Gibco, Waltham, Massachusetts,
USA) koji sadZi 100 U/ml Penicilina, 100 pg/ml Streptomicinai 10% serum goveceta
(FBS) sa 25 G iglom. Monocelijska suspenzija je pripremljena viSestrukim

pasaZiranjem cCelijskog grumena kroz 18 G iglu nakon Cega je sve filtrirano kroz a 70-
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um éelijsko sito. Celije su propagirane u Alpha-MEM Gibco medijumu sa dodatim
20% serumom goveceta, L-Glutaminom (1x), i 100 U/ml Penicilinom/100 pg/ml

Streptomicinom u ovlaZenoj atmosferi sa 5% CO2 na 37°C.

3.1.2.3 Izolacija miSjih potkoZnih mezenhimskih progenitorskih éelija
(mSMP) i osteogena diferencijacija

PotkoZne mezenhimalne progenitorske (SMP) cCelije su izolovane iz GS alpha
LoxP (Gsa f/f miSa izdvajajuci paZzljivo, na hladnom ledu, potkozno tkivo koje sadrzi i
depozite masti. Tkivo je izmleveno i digestija sa 1 mg/ml kolagenazom tipa I i
0,5%Tripsinom u 0,1% rastvoru Bovine Serum Albumina je vrSena 2 h na 37 °C.
Potpuno razgradeno tkivo je centrifugirano na 650 g oko 10 min i pelet je paZljivo
sakupljen, nakon Sto su depoziti masti uklonjeni sa vrha epruvete. Nakon drugog
centrifugiranja 650 g zal0 min, Celijski pelet je filtriran kroz 100-pm celijski filter da
bi se uklonili ostatci tkiva. Filtrat sa ¢elijama je dalje kultivisan u plasti¢cnim sudovima
za gajenje Celija ili je filtrat zamrznut u 10% DMSO i DMEM medijumu sa 20% FBS
radi prezervacije.

SMP C¢elije su dalje kultivisane u Alpha MEM (Invitrogen) sa 20% Fetal Bovine
Serum (Gibco), 100 IU/ml penicilina and 100 pg/ml streptomicina (Gibco) i 2mM L-
Glutamine (Gibco) na 372C u a humidificiranom inkubatoru sa 5% CO2 u vazduhu.
Kada bi Celije dostigle 80 % konfluentnost, onda bi bile inficirane sa Adeno virusom:
Cre rekombinaze (~101° pfu/ml) u razblaZenju 1:1000 i trajanju Cetiri sata, kako bi
doslo do rekombinacije i uklanjanja lox P kasete u kultivisanim SMP ¢elijama. Nakon
Cetiri sata, Celije su isprane sa Alpha MEM medijumom preko no¢i. Sledeceg dana
medijum bi bio zamenjem medijumom za osteogenezu koji sadrzi: DMEM
(Invitrogen), 10% Fetal Bovine Serum (Gibco), 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomicin (Gibco), 2 mM glutamine (Gibco), 10-4 M L-askorbinsku kiselinu 2-fosfat
(Wako) i 10 mM f-glicerol fosfat (Sigma Aldrich). U tretiranim ¢elijama medijum za
osteogenezu je sadrZao i Hh inhibitor. Medijum je zamenjen sveZim svakog drugog

dana.
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Humane celije izolovane iz koStane srzi (hBMSC) su nabavljene od ATCC
(ATCC Manassas, Virginia, USA) i propagirane u bazalnom medijumu (ATCC PCS 500-
030) obogac¢enom faktorima rasta u humidificiranoj atmosferi sa 5% COz2na 37°C. U
svim eksperimentima su koris¢eni hBMSC pasazi 1-3.

Indukovanje osteogeneze je vrSeno tako Sto je nakon dostizanja celijske
konfluencije, osnovni medijum zamenjem sa medijumom za osteogenu
diferencijaciju (OM) Medijum se sastoji od: DMEM, 10% FBS, 100 U/mL penicilin,
100 pg/mL streptomicin, 2 mM glutamin, 10-4 M L-askorbinska kiselina 2-fosfati 10
mM B-glicerol fosfat. Celije u duplikatu su izloZene osteogenom medijumu sa ili bez
Hedgehog inhibitora. Medijum je zamenjen svaki drugi dan sa sveZe pripremljenim

medijumom za osteogenezu.

3.1.2.5. Detekcija Alkalne fosfataze (AF) biomineralnim esejom u
mezenhimskim progenitorskim celijama

Nakon cetiri dana izloZenosti medijumu za osteogenezu (koji sadrzi Hh
inhibitore ili kontroli, bez dodatih Hh inhibitora), mSMP c¢elije su prvo isprane
fosfatnim puferom pH 7.4, a zatim fiksirane sa 4% rastvorom paraformaledhida
desetak minuta. Fiksativ je ispran dva puta, dodavanjem fosfatnog pufera. Nakon
toga, Celijama je dodat po jedan mililitar 1-Step NBT/BCIP (Thermo Fisher 34042)
supstrata i inkubirane su na sobnoj temperaturi, u mraku. Ovo je kolorimetrijski esej
gde se so 4- Benzilamino-2,5-dimetoksibenzen-ediazonijum hemi hlorida hidrolizuje
putem alkalne fosfataze i kao rezultat se dobija plavo-ljubicasta boja koja precipitira
i koja se moze detektovati golim okom ili digitalnom kamerom. Nakon jednog sata
reakcija je zaustavljenja dodavanjem dejonizovane vode. Digitalna kamera, dodata
na invertni fazno-kontrasni mikroskop (Motical 10.0 MP), je koris¢ena za
dokumentovanje mikroskopskih obzervacija.

Kod miSjih mezenhimskih stromalnih ¢elija koStane srzi (mBMSC) alkalna
fosfataza je detektovana nakon cetiri dana izlaganja medijumu za osteogenezu,

prate¢i gore navedenu proceduru,
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Kod humanih mezenhimskih stromalnih ¢elija koStane srzi (hBMSC) alkalna
fosfataza je detektovana nakon Sest dana izlaganja medijumu za osteogenezu, prateci
gore navedenu proceduru,

Bojenje DAPI bojom za detekciju nukleusa koriS¢eno je po ve¢ poznatoj
proceduri.

Image ] softver je korisc¢en za evaluaciju AF pozitivnih ¢elija prema ukupnom

broju zivih Celija.

Prvi korak kod skoro svake analize skeletnog fenotipa je analiza preparata
celog skeleta da bi se uocile skeletne pravilnosti ili anomalije. Bojenje celog skeleta
ovom metodom dozvoljava evaluaciju oblika i veli¢ine skeletnih elemenata na
njihovoj originalnoj lokaciji. Alizarin crveno i alcian plavo bojenje se Siroko koristi u
bioloSkim istraZivanjima razvoja i bolesti kostiju. Ova tehnika je glavna metoda
kojom se utvrduju promene u skeletnom obrazcu. Ova metoda bojenja kostiju
omogucava jasno diferenciranje izmedu koStanog tkiva i tkiva hrskavice jer se
hrskavica i kost mogu razli¢ito obojiti pa ova tehnika predstavlja mo¢no sredstvo

pracenja brzine sazrevanja skeletnih elemenata (83).

Ukratko, tehnika se sastoji od pripreme uzorka uklanjanjem tankog sloja
koZice kod embriona ili koZe kod odraslog misSa, unutrasnjih organa i masnog tkiva.
Zatim su uzorci preko no¢i stavljeni u 100% etil alkohol radi dehidratacije. Radi
boljeg prodiranja boje u preostalo tkivo, uzorci se stavljaju u aceton a zatim
prebacuju u rastvor za bojenje koji sadrzi Alcian plavo i alizarin crveno. Uzorci su
zatim stavljeni u rastvor za bojenje dva dana. Rastvor je procesovan prema receptu
(50 ml rastvora za bojenje je sadrzao: 2, 5 ml 100% sircetne kiseline, 42,5 ml 70%
etanola, 2,5 ml 0,3% rastvora alcian plavog, 2,5 ml 0,1% rastvora alizarin crvenog).
Nakon dva dana, embrioni i udovi misSa su isprani u vodi i stavljeni u 1% rastvor
kalijum hidroksida do obezbojavanja i postizanja prozirnosti u svim ostalim tkivima,

sem kostiju. Skeletni sistem je poprimio plavu boju (hrskavica) ili crvenu (kosti).
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Embrioni ili udovi misa su stavljani u 80% glicerol prilikom uzimanja fotografija i

radi ¢uvanja na duZi rok.

3.1.2. Von Kosa bojenje

Metoda bojenja srebrom po Von Kosa metodi se Kkoristi za bojenje
histoloskih sekcija, kao i ¢elijskih kultura radi detekcije kalcifikacije. Princip metode
je zamena kalcijumovih jona sa jonima srebra, pri ¢emu dolazi do redukcije i
precipitacije metalnog srebra. Bojenje (crnom bojom) mineralizovanih (i onih koji
sadrZe kalcijum fosfat) delova tkiva daje kontrastne boje, ali i prekriva strukturne
razlike lamelarnih ili isprepletenih fibrila kolagena.

Von Kosa bojenje ¢éelijskih kultura. Celije su prvo fiksirane u 2,5% rastvoru

glutaraldehida u fosfatnom puferu oko dva sata, zatim su isprane u destilovanoj vodi
i obojene sa 5% rastvorom srebro nitrata pod lampom od 60 W oko 1 sat. Celije su
isprane u destilovanoj vodi tri puta, zatim je dodat rastvor 5% natrijum tiosulfata oko

5 min, i zatim sledi ponovo ispiranje pre uzimanja fotografija.

U slucaju bojenja histoloSkih preparata, sekcije tkiva su deparafinizovane i
hidratisane u destilovanoj vodi. Dodat je rastvor 5% srebro nitrata na plocicu i ona
je izloZena oko jedan sat pod lampom od 60 W. Sekcije su isprane tri puta u
destilovanoj vodi. Rastvor 5% natrijum tiosulfata je dodat na sekciju i inkubiran oko
5 minuta. Sledi ispiranje destilovanom vodom tri puta. Plocice su dehidrirane sa
ksilenom pre montiranja sa Permont rastvorom i namestanja pokrovnog stakla za

mikroskopiju.

3.1.2.8 Alizarin crveno S bojenje

Ovo je metoda koja se koristi za detekciju mineralizacije, kada je ve¢ doslo do
stvaranja koStanog matriksa.

Za bojenje alizarin crvenim S, ¢elijske kulture su isprane fosfatnim puferom
pH 7,4, a zatim su fiksirane 4% rastvorom paraformaldehida na sobnoj temperaturi.
Nakon ispiranja sa vodom, dodat je sveZe napravljen rastvor za bojenje alizarin

crvenim (1% alizarin crvenog u 2% etanolu) oko 5 minuta pre nego Sto su celije
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finalno isprane destilovanom vodom pet puta pre uzimanja digitalnih fotografija

pomocu mikroskopa.

3.1.2.9 Imunohistohemija

Imunohistohemijske metode se koriste da bi se pokazalo prisutvo odredenog
proteina u sekcijama tkiva pripremljenih za histologiju. Histoloski preparati su
najcesSce parafinski ugradeni preparati ili duboko smrznuti preparati ugradeni u
medijum sa glikolom. Sekcije tkiva su deparafinizovane i hidratisane. Sekcije su zatim
stavljene u kljucali rastvor 10mM citrata pH=6 oko 15 minuta i zatim na sobnoj
temperaturi oko 15 minuta. Stavili bismo sekcije zatim u 3% H202/MeOH oko 15
minuta, ekvilibrisali sekcije u fosfatnom puferu sa 0,1% Tween-20 (PBS-T), blokirali
ih 1 sat sa 5% normalnim kozjim serumom u PBS-T (Fosfatni pufer sa Tritonom).
Zatim bi primenili zec¢je anti-Osx antitelo (Abcam; ab22552) u odnosu 1:1000. Sekcije
su isprane i detektovan je signal koriste¢i Anti-rabbit ABC elite kit (Vector labs; PK-
6101) i DAB tablete (Sigma-Aldrich; D4293). Sekcije su kontra obojene sa Nuclear
Fast crvenim, hidratisane, oc¢iS¢ene ksilenom i montirane koriste¢i Permont. Kontra
bojenje je uradeno sa nuclear fast crvenim bojom i alcian plavom bojom, a potom su
uzorci hidratisani, ociS¢eni sa ksilenom i montirani sa Permontom. Za GLI1
imunohistohemiju, histoloSke sekcije su inkubirane sa 1:100 razblaZenim GLI1
antitelom (Santa Cruz Biotechnology) preko no¢i na 4°C, zatim se inkubiraju sa
univerzalnim sekundarnim antitelom (Broad Spectrum, Zymed Laboratories) oko 25
min, na 50 °C, blokiraju (Background Buster; American MasterTech) oko 30 min
hidrogen peroksid bloking agensom (Lab Vision Corp.) oko 15 min, oba na sobnoj
temperaturi. Sekcije se zatim inkubiraju sa streptavidin-HRP (Open Biosystem) oko
30 min na 50 °C i boja se razvija koriste¢i DAB (SuperPicTure™ Polymer, Invitrogen)
za 5 min na 37°C. Sekcije POH pacijenata su kontrabojene sa Adult Mastertech Harris
Hematoxylin dok je Nuclear Fast Red koris¢en kao kontra boja za Von Kossa bojenje.

Neonatalni uzorci su kontrabojeni sa Alcian plavom, i nakon toga Siruis crvenom.

3.1.2.10 Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qRT-PCR

Relativna ekspresija odredenih gena u ispitivanim ¢elijama je odredivana
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Kvantitativna reakcija lan¢anog umnozavanja (engl., Quantitative Real-time
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR), je metoda kojom se
odredjuje relativna ekspresija odredenih gena. iRNK u uzorku se amplifikuje u
komplementarnu DNK (ili cDNK) reverznom transkripcijom. Za razliku od klasi¢ne
PCR reakcije gde se kolic¢ina
umnoZenih gena odreduje na kraju reakcije, ili u jednoj vremenskoj tacki, qRT-PCR
metodom se koli¢ina umnoZenih gena odreduje u realnom vremenu nakon svakog
ciklusa tokom reakcije, primenom fluorescentnih markera.

Prvi korak je izolacija totalne RNK iz tkiva ili iz ¢elijskih kultura koriS¢enjem
Trizol (Invitrogen) reagensa. Nakon toga RNK je preciSc¢ena koriS¢enjem RNeasy Kit
(Qiagen) sa digestijom DNK-ze na koloni. Koncentracije RNK su kalkulisane na bazi
spektroskopskog oc€itavanja na Azec. Komplementarna cDNK je sintetisana
koriS¢enjem iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad). Kvantitativni PCR je uraden na
ABI7900 light cycler (ABI) ili BioRad CFX96 Realtime PCR cycler i za 40 ciklusa na
95°C (15 sekundi) i 60°C cycles na 95°C (15 sekundi) i 60°C (60 sekundi). Detekcija
PCR akumuliranog produkta je radena pomocu Sybr green (Invitrogen; Platimun

SYBR Green qPCR SuperMix-UDG).

Tabela 7. Nukleotidne Kkarakteristike koris¢enih sekvenci za gRT-PCR

amplifikaciju

Gen Nukleotidna sekvenca- napred Nukleotidna sekvenca-nazad

B-aktin [ CACAGC TTCTTT GCA GCT CCT T CGT CAT CCA TGG CGA ACT G

Tubulin CAA CGT CAA GAC GGC CGT GTG GAC AGA GGC AAA CTG AGC ACC
Gag GCA GAA GGA CAA GCAGGT CT CCC TCT CCG TTA AAC CCA AGG

Ptch1 CTC TGG AGC AGA TTT CCA AGG TGC CGC AGT TCT TTT GAA
Glil GAA AGT CCT ATT CACGCCTTGA | CAACCT TCT TGC TCA CAC ATG TAA
G
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Hhip GGG AAA AACAGG TCATCA GC ATC CAC CAA CCA AAG GGC
Osx CCCACT GGCTCCTCG GTT CTCTCC GCT GAA AGG TCA GCG TAT GGC
TTC
Collal CAC CCT CAA GAG CCT GAG TC GTT CGG GCT GAT GTA CCA GT
Alk CAC GCG ATG CAA CACCACTCAGG GCA TGT CCC CGG GCT CAA AGA
Fosfat
BSP TAC CGG CCA CGC TACTTT CTT TAT | GAC CGC CAG CTC GTT TTCATCC
Oc ACC CTG GCT GCG CTCTGT CTCT GAT GCG TTT GTA GGC GGT CTT CA
Lef TCT CAA GGA CAG CAAAGCTC CACTTG AGG CTT CAT GCA CAT
Tcf ACA TGA AGG AGA TGA GAG CCA CTT CTT CTT TCC GTA GTT ATC
Axin2 ATG TGT GGA TAC GCT GGA CTT TTC TTG ATG CCA TCT CGT ATG

Gen koris¢en za internu kontrolu : 3-aktin.

Relativna genska ekspresija je kvantifikovana koristec¢i 2-24Ct metodu (84).

3.1.2.11 GNAS PCR za genetski model misa

Nukleotidne sekvence koriS¢ene za PCR amplifikaciju kondicionog ili mutant
alela su sledece: 5'- GAGAGCGAGAGGAAGACAGC -3/, 5'-TCGGGCCTCTGGCGGAGCTT -
3, 5'- AGCCCTACTCTGTCGCAGTC -3'. 100ng genomske DNK je amplifikovano PCR
reakcijom (95°C - 3min, 35 cycles (95°C - 30sec, 62°C - 45sec, 72°C - 45sec), 72°C -

8min, 15°C - zauvek) i PCR produkti su analizirani na 2% agaroznom gelu sa Etidijum

bromidom da bi se utvrdilo prisustvo trake ~400bp kondicionog alela ili ~250bp

mutant alela.

53




3.1.2.12 In Situ hibridizacija i X-gal bojenje

In situ hibridizacija je tip hibridizacije koji koristi obeleZenu komplementarnu
DNK, RNK ili modifikovan lanac nukleinskih kiselina da lokalizuje specificne DNK ili

RNK sekvence u delu ili sekciji tkiva, ¢eliji ili cirkuliSu¢im ¢elijama tumora.

Whole-mount in situ hibridizija (WISH) je uobicajena tehnika koja se koristi za
vizualizaciju lokacije eksprimirane RNK u embrionima. U ovom procesu sintetisana
RNK proba se prvo komplementarno vezuje (hibridizuje) za transkript gena od
interesa. Imunohistohemija ili fluorescentnost se dalje koristi da se detektuje hibrid
sa RNK, otkrivajuci prostorni i vremenski Sablon genske ekspresije gena od interesa.
Zarazliku od tradicionalne tehnike in situ hibridizacije koja zahteva sekcije tkiva ¢iji
obrasci detekcije trebaju da se kompjuterski sklope, tehnika whole-mount

dozvoljava da se oceni obrazac u celom embrionu ili strukturi tkiva.

In situ hibridizacija embriona i X-gal bojenje je izvedeno koriS¢enjem

standarnih tehnika opisanih u literaturi (85).

3.1.2.13 Imunobojenje

Imunobojenje je radeno koriste¢i standarnu tehniku. Zecje anti Gli3 antitelo
je obezbedjeno ljubaznos¢éu Dr. Susan Mackem (NIH/NCI) , dok je pacovski anti-a-
tubulin nabavljen od Sigme Aldrich. Slede¢a antitela su koriS¢ena po uputstvu
proizvodaca Gas (#sc-55546, Santa Cruz Biotechnology), Creb (#3360R, BioVision
Incorporated), Phospho-Creb (#06-519, Millipore), Gli2 (#AF3635, R&D Systems),
Gli1l (#NB600-600, Novus Biologicals), Osx (#ab22552, Abcam), Oc (#LS-C42094, ,
LifeSpan Biosciences), B-catenin (#9562, Cell Signaling Technology), a/p-Tubulin
(#2148, Cell Signaling Technology)

3.1,2,14 Kultura embrionalnih éelija udova

Izolovanje celija iz uda embriona je odavno koriS¢eno kao pogodan
eksperimentalni sistem za proucavanje celijskih procesa tokom razvoja skeletnog

sistema, formiranja 3D funkcionalnih karakteristika i regulacije koraka prilikom
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razvica skeletnih elemenata (79). U ranoj fazi razvoj skeletnog sistema zapocinje
kondenzacijom mezenhima na odredjenim mestima koja ¢e odrediti dalji razvitak
buduceg elementa skeletnog sistema. Eksperimenti su radeni kako je ve¢ opisano u
literaturi (86). BGJB medijum za kultivaciju ¢elija je obogacen 0,2% govedim serum
albuminom (Sigma Aldrich) kao i Forskolinom (Sigma Aldrich), IBMX-om (Sigma
Aldrich), Ciclopaminom (BIOMOL), Arsen trioksidom (ATO) (Sigma Aldrich) ili
GANT-58 (Tocris) u naznacenim koncentracijama. Medijum je zamenjen svakog

drugog dana.

3.1.2.15 Merenje nivoa ciklicnog AMP (cAMP)

Da bi izmerili nivo cAMP u ¢elijama, Celije su prvo inkubirane u prisustvu
cAMP stabilizatora, IBMX, oko 30 minuta i onda tripsinizovane, a zatim brzo
smrznute do testiranja nivoa cAMP. Koris¢en je ACT One cAMP fluorimetijski ELISA
kit (#CB-80500-503, Codex BioSolutions Incorporated) po instrukcijama

proizvodaca.

3.1.2.16 Statistika

Svi eksperimenti i eseji su radeni u triplikatu. U proceni znacajnosti razlike
koriS¢en je 2-tailed Student's t test za poredjenje dve eksperimentalne grupe ili
multivarijantna ANOVA analiza za medju-grupna poredjenja. Nivo P vrednosti manji
od 0,05 je usvojen kao statisticki znacajan. Podaci su predstavljeni kao aritmeticka

sredina * standardna greska (mean * SD) ukoliko nije drugacije oznaceno.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Genetske forme HO nam pruZaju jedinstvenu mogucnost da ispitamo
mehanizme kojima se prostorno reguliSe formiranje kostiju. Koji su to geni, molekuli
ili mehanizmi koji ne dozvoljavaju formiranje kostiju van skeletnog sistema? Da bi
spoznali njihovu ulogu ili vaznost u procesu osteogeneze moramo obezbediti
eksperimentalni model u kome ¢emo efikasno biti u mogu¢nosti da uklonimo gen od
interesa. U ovom radu koristili smo misji POH model kako bi ispitali koji molekularni
mehanizam dovodi do ektopicne diferencijacije osteoblasta. POH je genetska bolest
izazvana inaktiviraju¢om mutacijom GNAS gena koji kodira Gas -vazan prenosilac
signala sa G protein receptora (GPCR). PoSto je GNAS gen od sistemske vaZnosti za
opstanak, uklanjanje obe kopije ovog gena dovodi do rane embrionalne smrtnosti. [z
tog razloga, u ovom radu je koriS¢en mis sa uslovnim gubitkom ili tkivno-specificnim
uklanjanjem GNAS gena.

Uslovno brisanje gena Gas je postignuto ili ukrstanjem sa misjim Cre linijama,
specificnim za odredeno tkivo ili dodavanjem Cre virusa u celijsku kulturu Gas 7/
misjih celija ili ciljanim ubrizgavanjem Cre virusa u Zeljeno tkivo na misSjem Gas //f
modelu.

Ovi eksperimenti imali su za cilj da pokazu ulogu GNAS u ektopi¢nom
stvaranju kostiju, kao i koji molekularni mehanizam biva aktiviran nakon potpunog
uklanjanja GNAS iz specifi¢nog tkiva. Bilo je potrebno pokazati i u ¢elijskoj kulturi,
kao i u miSjem modelu ulogu mati¢nih mezenhimskih progenitorskih ¢elija u de novo
formiranju ektopicnog kostanog tkiva koje rezultira heterotopnom osifikacijom.

Eksperimentalne hipoteze i pitanja potrvdene su koriS¢enjem viSe
eksperimentalnih tehnika da bi se doSlo do kona¢nog zakljucka. Primeceni fenomeni

su potvrdjeni na nivou tkiva (misji model ili humani uzorci), zatim celijskom nivou
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(na Celijskoj kulturi ili na histoloSkim preparatima) i najzad na nivou proteina

(Western blot) ili RNK ( qRT-PCR ili in situ hibridizacija).

4.1 Gubitak obe kopije GNAS gena rezultira u fenotipu Kkoji oslikava

POH i ispoljava skeletne anomalije ove bolesti

Kao Sto je ve¢ pomenuto u teorijskom delu, kod miSjeg POH modela,
heterozigotnim uklanjanjem Gnas*/- gena nije bilo moguce prepoznati tipicne, rane
simptome kao i progresivnu invaziju koStane mase u duboka tkiva (75). Imajudi to u
vidu, posli smo od pretpostavke da je potrebno dodatno smanjivanje ekspresije GNAS
gena da bi se postigao potpuni ucinak i dobio fenotip koji oslikava POH. Zato je
izvedeno ukrstanje Gnas/f miSa sa Prx1-Cre linijom i tako postignuto potpuno
uklanjanje Gnas gena u progenitorskim celijama mezenhima embrionalnog uda. Dok
je Prx1-Cre; Gnas/* miS$ bio potpuno normalan, homozigotno uklanjanje Gasu Prx1-
Cre; Gnas/~ ili Prx1-Cre; Gnas/f misa rezultiralo je pojavom brojnih skeletnih
anomalija kao i drasticnom i progresivnom HO oslikavajuéi tipican fenotip POH.
(Slika 11.112.). Prx1-Cre; Gnas/”- i Prx1-Cre; Gnas”f miSevi su pokazali sli¢can fenotip i
bili su rodeni sa sindaktilizmom mekog tkiva (syndactyly, pojavom opne izmedu
prstiju), spojenim zglobovima i progresivnom HO u mekanom tkivu (Slika 11.).
Mineralizacija van skeleta je prvo detektovana kod embriona starih izmedu 16,5 i
17,5dana (E16.5i1 E17.5), gde se znacajno ubrzavai postaje vrlo izraZena postnatalno
Cetvrtog dana (P4). HO je primecena u regionu izmedu prstiju i izmedu radijusa i
ulne, Sto je rezultiralo fuzijom kostiju postnatalno cetvrtog dana (P4) (Slika 11.a,b).
Progresivna mineralizacija se dalje nastavljala i ve¢ina miseva je uginula dvadesetog
dana (P20) kao posledica ekstenzivne mineralizacije tetiva i potpune fuzije kostiju.
(Slika 11.cid.). Na osnovu toga se moZe zakljuciti da je Gnas gen potreban u mnogim
tkivima mezenhima da bi potisnuo ektopi¢no formiranje kostiju i nepoZzeljnu

mineralizaciju.
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Slika 11. Potpuni gubitak Gnas u mezenhimu uda misSjeg embriona dovodi do
HO. (a) Skelet prednjih udova kontrole (WT) i Prx1-Cre;Gnas”/- mutanta misa E17,5
(embrio 17,5 dana star) bojen alizarin crvenim i alcian plavim (b) Isti eksperiment
samo sa miSom cetiri dana starim, postnatalno (P4). Region zatetka HO (a) i
ociglednog HO fenotipa (b) su naznaceni strelicama. Skala bar, 1 mm. (c)
Reprezentativni uzorak kompjuterske tomografije (CT) prednjih udova (P20) WT
kontrole i Prx1-Cre;Gnas”- mutanta. (d) Reprezentativni uzorak alizarin crvenog i
alcian plavog bojenja zadnjih udova (P20) WT Kkontrole i Prx1-Cre;Gnas”- mutanta.
Region nemineralizovane Ahilove tetive (levo) i osifikovane tetive (desno). Predeli
sa HO su oznaceni strelicama. Skala bar, 0,5 mm. (e, f) Longitudinalne sekcije (P4)

Prx1-Cre;Gnas//f misa kontraobojene sa alcian plavim i Sirius crvenim, a zatim bojene
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sa Von Kosa metodom (e) ili sa Osx imunohistohemijom (DAB, braon) (f). Regioni
ektopicne mineralizacije (crne strelice) i hipertrofije hondrocita i fuzije zgloba (Zute
strelice) indiciraju braonkasto nuklearno bojenje Osx pozitivnim ¢elijama (crne
strelice) u meduprstnom regionu oivicene sa svetlo plavo obojenim koscicama (f).
Uokvirena oblast izmedu prstiju na svakom panelu je uve¢ana sa desne strane. Skala

bar= 0,2 mm (levo) i 0,05 mm (desno).

Prx1-Cre;Gnas//~ ili Prx1-Cre;Gnas”/f mi$ predstavlja misji model POH koji nam
omogucava da ispitamo molekularni i ¢elijski mehanizam POH bolesti i ulogu GNAS
gena u procesu kontrole i restrikcije formiranja kostiju tokom embrionalnog razvica,
jer selektivno uklanja GNAS gen samo u udovima embriona.

Sledece je bilo potrebno demonstrirati da je ektopi¢na mineralizacija zaista
asocirana sa diferencijacijom ¢elija mezenhima u osteoblaste tokom osifikacije. Kako
bi to dokazali, koristili smo Van Kosa bojenje i imunohistohemiju ranog markera
oseoblasta-osteriksa (Osx) (Slika 11. e i f ). Na histoloskim sekcijama udova Cetiri
dana starog mutanta, Van Kossa bojenje je potvrdilo prisustvo ekstenzivne
mineralizacije kod Prx1-Cre;Gnas”f miSa (Slika 11.e). Osx-pozitivne i Oc-pozitivne
Celije su detektovane u tkivu gde je ektopic¢na kost, i to u potkoZnom i meduprstnom
regionu, dok Celije hrskavice (hondroociti) nisu detektovane (Slika 11.fi Slika 12.c).
Ovaj rezultat jasno demonstrira da gubitak GNAS u mezenhimskim progenitorskim
Celijama indukuje ektopi¢nu diferencijaciju osteoblasta, kroz progresivno,

intramembransko formiranje kostiju, koje ne ukljucuje ¢elije hrskavice ili hondrocite.
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a Dermo1-cre;Gnas”™ b Ap2-cre;Gnas"™

¢ Prx1-c

3

Slika 12. Gubitak GNAS gena koris¢enjem razlicitih Cre linija dovodi do HO. (a,
b) Kod skeleta embriona Dermo1-Cre; Gnas- (E17,5) i Ap2-Cre; Gnas/”- (E18,5) dolazi
do formiranja HO (strelice) u meduprsnom prostoru (gornji panel) i drugim mestima
kao Sto su traheja ili nos (donji panel) (c) Imunohistohemija Osteokalcina na
longitudinalnim sekcijama Cetrvtog dana postnatalno (P4) kod Prx1Cre; Gnas’f misa.
Uokviren region je prikazanuvetano sa desne strane. Ektopi¢na detekcija

Osteokalcina je registrovana u meduprsnom regionu.

4.2 Gubitak GNAS promovise ektopic¢no diferenciranje osteoblasta

Posto je Heterotopna osifikacija bolest koja se razvija kod odraslih, bilo je
neophodno utvrditi da li gubitak GNAS u potkoZnom tkivu mezenhima i kod odraslog
misSa moZe dovesti do HO fenotipa. PotkoZnom injekcijom smo ubrizgali Cre- ili GFP-
adenovirus (Ad-Cre ili Ad-GFP) kod cCetiri nedelje starog Gnas”f misa, kao Sto je
objasnjeno u poglavlju Materijali i metode (Slika 10). Intenzivna HO uz prisustvo

ektopicnih osteoblasta i mineralizacije je detektovana Sest nedelja nakon injekcije na
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strani gde je ubrizgan Ad-Cre, ali ne i na strani Ad-GFP (Slika 13. a,b). Ovo jasno
demonstrira da je inaktivacija GNAS u potkoZnom mezenhimskom tkivu odraslog
misSa dovoljan da izazove HO, veoma sli¢cnu POH i AHO fenotipu. Takode, veoma bitna
karakteristika je to Sto je uocena progresivna priroda HO. Progresivna priroda HO je
detektovana i histoloSkom analizom (Slika 13. cid), gde se jasno zapaza HO koja kod

misSa sa vremenom zalazi duboko i u misi¢no tkivo (nakon 12 nedelja), Sto veoma

verno odslikava klinicku sliku POH.

[}
o

Osteocalcin Von Kossa

Prednji ud
Ad-GFP

Ad-Cre

Zadnji ud

Ad-GFP Ad- Cre
., ~ 4 : . I Koza
l\ g ST
. % | Potkozno tkivo
-4 g

" Duboko misicno tkivo

Slika 13. Gubitak GNAS u potkoZnom tkivu odraslog misa dovodi do HO.

(a) Reprezentativni uzorak alizarin crvenog i alcian plavog bojenja skeleta Gnas/f
miSa kod kojeg je ubrizgan Ad-GFP ili Ad-Cre virus u potkoZnom regionu (prikazano
u Eksperimentalnom delu, slika 10). N=18. Ekstenzivno formiranje ektopic¢ne kosti je
pokazano strelicom, Skala bar, 1 mm. (b) Histoloska analiza ektopic¢ne kosti pokazana
pomocu (a) Osx i Oc imunohistohemije (strelice) i Von Kosa bojenjem (tamno

braon). Skala bar, 0,05 mm. (c, d) Reprezentativni uzorak Von Kosa bojenja ektopicne

kosti (zelene strelice) u potkoZznom (c) i duboko miSi¢nom tkivu (d) u zadnjoj nozi

Gnas/f misa starog 12 nedelja nakon Ad-Cre virus injekcije. H: folikul dlake; M: miSi¢.

Skala bar= 0,2 mm (c), 0,05 mm (d).
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Da bi ispitali da li je nastala HO rezultat diferencijacije mezenhimskih
progenitorskih Celija u osteoblaste, izolovane su mezenhimalne progenitorske celije
kostane srzi (BMSC) i potkoZne mezenhimalne cCelije (SMP) iz Gnas”f misa. SMP i
BMSC su nakon postizanja konfluentne gustine, tretirane u celijskoj kulturi sa Ad-
Cre virusom, da bi se postigao potpuni efekat uklanjanja GNAS gena (ili Ad-GFP
virusom, kao kontrola). Efikasno uklanjanje GNAS je potvrdeno genotipskom
analizom (Slika 14. d-f).

Obe celijske kulture, BMSC (Slika 15.a,b) i SMP, (Slika 17.a) pokazale su
ubrzanu osteogenu diferencijaciju nakon izlaganja medijumu za osteogenezu, Sto je
demonstrirano povecanim depozitima mineralnog matriksa koriS¢enjem dva
razliCita testa za biomineralizaciju: Von Kosa i Alizarin crveno. Osteogeneza je
eksperimentalno potvrdena i na nivou genske ekspresije, gde je pokazana povecana
ekspresija markera osteogene diferencijacije kao Sto su Osx, Colagen 1al (Collal),
Alkalna fosfataza (Alpl), Bone Sialoprotein (BSP) i Osteokalcin (Oc) kod Ad-Cre
inficiranih BMSC u poredenju sa Ad-GFP )kontrola) inficiranim BMSC (Slika 15.c).

PosSto smo prethodno utvrdili da Ad-Cre virus efikasno uklanja GNAS gen iz
inficiranih ¢elija, bilo je potrebno utvrditi da li je ovaj efekat stabilan tj. da li slucajno
ne dolazi do ireverzibilnog efekta kako ¢elije postiZzu odredenu gustinu tokom rasta.
U tu svrhu proverili smo cCelijsku kulturu 36 sata nakon infekcije i pre dostizanja
konfluencije, kao i 72 sata nakon-infekcije i konfluencije i 10 dana nakon infekcije i 7
dana u OB medijumu (Slika 14.). Ovim smo pokazali da je GNAS gen poptuno uklonjen
i da i do deset dana nakon indukovanog uklanjanja GNAS, genotip ostaje

nepromenjen.
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Slika 14. Efikasno uklanjanje GNAS indukovano sa Cre rekombinazom. (a-c)
Brisanje GNAS gena iz uda Prx1-Cre; Gnas/fembriona starog E14,5 dana. (a) analiza
RNKizolovane iz embriona starog E14,5 dana: prednji ud (FL) zadnji ud (HL) pomo¢u
gRT-PCR pokazano je da je Gnas iRNK ekspresija niska samo u udovima, ali ne i u
aksijalnom delu embriona Prx1-Cre; Gnas”f misa (mean+SD; n=4; *p=0,0008 (FL),
0,008 (HL)). (b) PCR genomske DNK izolovane iz udova embriona E14,5 (FL i HL)
Prx1-Cre; Gnas”f misa pokazuje Prx1-Cre-vodjeno brisanje Gnas na flox lokusu. (c)
Analiza proteinskog nivoa Gas Western blot tehnikom demonstrira nestanak Gas
proteina u limbu embriona E14,5 kod Prx1-Cre; Gnas’/f misa, dok aksijalni skelet iz
istog misSa ne pokazuje promene. (d-f) Ad-Cre-vodjeno uklanjanje Gnas u potkoZnim
mezenhimalnim progenitorskim celijama (SMP) izolovanim iz Gnas/”f misa,
inficiranim Ad-Cre ili Ad-GFP, i nakon dostizanja konfluentnosti izloZene medijumu
za osteogenezu. (d) qRT-PCR analiza RNK izolovane iz SMP celija Gnas/f misa
inficiranim Ad-Cre ili Ad-GFP virusom. Smanjenje ekspresije Gnas iRNK, 36 sata
nakon infekcije i pre konfluencije, kao i 72 sata nakon-infekcije i konfluencije i 10
dana nakon infekcije i 7 dana u medijumu za rast, dok Ad-GFP inficirane ¢elije ne
pokazuju promene demonstrirajuci gubitak GNAS isklju¢ivo kod Ad-Cre inficiranih
uzoraka (mean+*SD; n=4; *p=0,00004 (prekonfluencija), 0,.001 (konfluencija), 0,002

7d (OB media)). (e) Western blot analiza Gas proteina prikazuje gubitak Gas proteina
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posredovan Ad-Cre-infekcijom, 10 dana posle, 7 dana u OB medijumu (f) PCR
genomske DNK izolovane iz Ad-Cre ili Ad-GFP inficiranih SMP ¢elija Gnas”f miSa
prikazuje da Ad-Cre-vodjeno uklanjanje floks alela na Gnas lokusu dovodi do
specificne PCR amplifikacije Gnas mutant alela u Ad-Cre inficiranim ¢elijama 36 sati

nakon infekcije i prekonfluencije, i 72 sata nakon infekcije i dostizanja konfluencije.
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Slika 15. Gubitak GNAS u progenitorskim mezenhimskim ¢elijama dovodi do
povecane ekspresije Hh signalnog puta in vitro i in vivo (a, b) Reprezentativni
uzorci Von Kosa (a) i alizarin crveno bojenja (b) sa Ad-Cre ili Ad-GFP inficiranim
BMSCs izolovanim iz Gnas”f misa nakon deset dana u medjumu za osteogenezu. (c)
gRT-PCR analiza osteoblast markera sedam dana nakon infekcije adenovirusom
(mean+SD; n=3; * p=0, 017 za Osx; 0,022 za Col1al; 0,005 za Alpl; 0,003 za BSP; 0,003
za Oc). (d) Reprezentativni uzorci in situ hibridizacije uradeni na prednjim udovima
embriona starog E14,5 dana na kontroli WT (levo) Prx1-Cre; Gnas”- embrionima
(desno). Skala bar=0,5 mm. (e) qRT-PCR analiza RNK izolovana iz prednjih udova
embriona starih E14,5 dana. Ekspresija Gnas i transkripcionih target molekula Hh

signalnog puta (mean+SD; n=4; * p=2,8x10-5 za Gnas; 0,012 za Ptch1; 0,036 za Gli1;
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0,01 za Hhip). (f) qRT-PCR analiza Hh target gena u BMSC 2-3 dana nakon Ad-Cre ili
Ad-GFP infekcije (mean+SD; n=3; * p=1,1x10-* za Ptch1; 0,001 za Gli1; 0,007 za
Hhip).

4.3 GNAS je neophodan za inhibiciju Hh signalnog puta

U prethodnim ispitivanjima (88) je pokazano da aktiviraju¢a GNAS mutacija
dovodi do fenotipa Fibrozne displazije (Fibrous dysplasia, FD) potenciraju¢i Wnt/f3-
katenin signalni put (91). PoSto je pokazano da nizak nivo Wnt/(3-katenin signala ne
dozvoljava diferencijaciju osteoblasta (92,93,94,95), stoga bi bilo neocekivano da
inaktivacija GNAS dovodi do ektopi¢nog formiranja kostiju kod POH ili AHO
dodatnim redukovanjem, ve¢ dovoljno niskog Wnt/(-catenin signala u mekom tkivu
mezenhima. Da bi testirali da li Gas moZe takode regulisati formiranje kosti
regulacijom samo Hh signalnog puta, prvo je postavljeno pitanje da li je Gas glavni
regulator PKA koji kontrolise Hh aktivnost in vitro i in vivo?

U nasim eksperimentima in vitro, ustanovljeno je da inaktiviranje GNAS u SMP
i BMSC celijama dovodi do oslabljenog Wnt signala na $ta ukazuju niske ekspresije
Wnt/B-katenin target gena: Axin2, Tcf1 i Lefl; kao i niskog proteinskog nivoa 3-
katenina (95) (Slika 17.b-d). Dok su nivo cAMP i aktivnost PKA (odredjene Creb
fosforilacijom) takode niski, Hedgehog signalni put je poviSen, kao Sto je pokazano
gRT PCR analizom i ekspresijom gena karakteristicnih za Hh signalni put: Patched
1(Ptch1), Glioma homolog (Gli1) i Hh interacting protein (Hhip) (Slika 15.a-c, Slika
15.e,f).

Blokiranje cAMP degradacije sa IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine)(90), ili
aktivacija produkcije cAMP sa forskolinom (97) su efekti identi¢ni onim koji su
izazvani uklanjanjem Gnas (Slikal6. d-f). Dalje, ekspresija dominantno negativne
forme PKA (dnPKA) je podrazavala efekat uklanjanja Gnas (Slika 16.g-j).

In vivo, eksperimenti dodatno potvrduju da su ekspresija gena koji
predstavljaju target Wnt/B-katenin signalnog puta kao i nivo proteina (3-katenina
detektovani na jako niskom nivou, dok je ekspresija Ptch1, Gli1 i Hhip bila poviSena u
udu Prx1-Cre;Gnas”- misa starog 14,5 dana embrionalno E14,5, ukljucujudi i regiju

izmedu prstiju, pre pojave HO u embrionu starom 17,5 dana E17,5 (Slika 14. d-f).
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Nasuprot tome, inhibicija drugih ¢lanova Gai familije nije imala efekta na razvoj
skeleta ili poviSenu aktivnost Hh signalnog puta. Stoga, moze se zakljuciti da je, Gas,
ali ne i ostali Gai, vaZan in vivo regulator Hh signalnog puta u mnogim tkivima i u

mnogim fazama razvoja organa.
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Slika 16. Gas deluje posredstvom cAMP i PKA na potiskivanje Hh signalnog
puta. (a) Nivo cAMP u SMP ¢elijama izolovanim iz Gnas”f miSa meren tri dana nakon
infekcije adenovirusom (mean#SD; n=3; *p=8,5x10-5). (b) PKA aktivnost
detektovana je na osnovu koncentracije fosfo -Creb (P-Creb) proteina kod SMP celija
iz Gnas”f miSa pet dana nakon infekcije adenovirusom (c) qRT-PCR esej detektuje
ekspresiju Hh target gena u SMP c¢elijama iz Gnas”f miSa pet dana nakon infekcije
adenovirusom (mean+SD; n=3; *p=4,4x10-% za Ptch1; 2,4x10-> za Gli1; 2,6x10-¢ za
Hhip). (d) Bojenje Alizarin crvenim SMP ¢elija iz Gnas”f misa 14 dana nakon datog
tretmana. (e) PKA aktivnost detektovana je na osnovu nivoa P-Creb u SMP ¢elijama

Gnas/f misa pet dana nakon navedenog tretmana. (f) Ekspresija Hh gena q-RT-PCR
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merena je u SMP (elijama izolovanim iz Gnas”f miSa koje su bile inficirane
adenovirusom i tretirane kao $to je navedeno u trajanju od petdana (mean+SD; n=3;
*p=2,1x10-% za Ptchl; 8,7x10-* za Glil; 2,6x10-* za Hhip). (g) PKA aktivnost
indicirana nivoom proteina P-Creb u WT SMPs celijama inficiranim sa dnPKA
adenovirusom 5 dana. (h) qRT-PCR analiza genske ekspresije Hh target gena u WT
SMP inficiranih sa dnPKA adenovirusom za 5 dana (mean+SD; n=3; *p=0,001 za
Ptch1; 2,1x10-* za Gli1l; 3,9x10-4 za Hhip). (i) Analiza gqRT-PCR gena odgovornih za
diferencijaciju osteoblasta u WT SMP ¢elijama inficiranim sa dnPKA adenovirusom u
trajanju od 5 dana (mean+SD; n=3; *p=0,003 za Osx; 4,8x10-* za Alpl). (j) Bojenje
Alizarin crvenim WT SMP Celija inficiranih sa dnPKA adenovirusom u trajanju od 14

dana.
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Slika 17. Gubitak GNAS pospeSuje diferencijaciju mezenhimskih
progenitorskih celija u osteoblaste i smanjuje Wnt/B-katenin signal. (a) SMP
¢elije izolovane is Gnas”/ misa inficirane su Ad-Cre ili Ad-GFP virusom. Celije su
nakon dostizanja konfluentnosti prebacene u medijum za osteogenezu. Bojenje
Celijske kulture alizarin crvenim deset dana nakon izlaganja medijumu za

osteogenezu pokazalo je povecanu mineralizaciju zahvaljuju¢i ubrzanoj osteogenoj
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diferencijaciji usled odsustva Gnas. (b, c) Ekspresija gena specificnih za Wnt/[3-
katenin molekularni put je analizirana qRT-PCR: Axin2, Tcf1 i Lef1 u ¢elijama koStane
srzi (BMSC) tretiranih Ad-Cre virusom (b) SMP (c) izolovanih iz Gnas”f misa
(mean#SD; n=3; *p<0,05). Celije su sakupljene nakon ozna¢enog vremena izlaganja
Ad-Cre tretmanu i medijumu za osteogenezu. d: dan. (d) Western blot ukazuje na
nizak nivo B-katenina u Ad-Cre tretiranim SMP i BMSC ¢elijama izolovanim iz Gnas”f
misa 14 dana nakon tretmana. (e) cAMP nivo u BMSC ¢elijama meren je tri dana
nakon Ad-Cre tretmana (mean+SD; n=3; *p=7x10-¢). (f) aktivhost PKA odredena je
nivoom P-Creb u BMSCs 5 dana nakon Ad-Cre tretmana. (c) Ekspresija Hh target gena
(Ptch1, Glil i Hhip) odredena putem gqRT-PCR (Ptch1, Glil i Hhip) pet dana nakon
infekcije adenovirusom (mean+SD; n=3; *p<0,05).

Hedgehog signalni put ispoljava svoju biolosku aktivnost odrZavajuci balans
izmedu dve forme Gli ,zink finger” transkripcionih faktora: aktivatora (puna duZina)
i represora (skrac¢ena verzija) (Gli# i GliR)(99). Povecan nivo Gli# i smanjen nivo GIliR
dovode do aktivacije Hh signalnog puta (100). Kod vertebrata, funkcija GliR u
mnogome zavisi od faktora Gli3, dok dominantu ulogu u aktivnoj formi Gli# , igra
Gli2. Ekspresija target gena Hh signalnog puta zahteva funkciju GliA. Kako PKA
(protein kinaza A) reguliSe procesovanje Gli3 i aktivaciju Gli2 (101,102,103),
postavili smo hipotezu da Gas preko PKA reguliSe Hh signalni put, koncipirajuéi
eksperiment u Celijskoj kulturi udova. Dok je PKA inhibitor, H89, povecao gensku
ekspresiju Hh target gena u kontroli (WT kultura limba) (Slika 19.a), forskolin je
veoma potentno suprimirao povisen Hh signalni mehanizam u limbu mutanta (Slika
19.b). Pored toga, detektovani nivoi Gli3 pune duZine (Gli34) i Gli2 su bili poviSeni
dok je Gli3R bio nizZi u Prx1-Cre;Gnas/-limb izdanku u poredenju sa kontrolom (Slika
19.c,d).

Dosada izneti rezultati ukazuju da Gas suprimira Hh signalni put reguliSuci
Gli aktivaciju i procesovanje posredstvom PKA. U skladu sa tim, u eksperimentima
nije postignuto smanjenje Hh target gena sa ciklopaminom u Gnas deficitnom udu
miSa. Ciklopamin je inhibitor Hh receptora, Smoothened (Smo)(104). Nasuprot tome,
primenom Gli inhibitora, arsen trioksida (ATO)(105) ili GANT58(106), ovo je
postignuto. (Slika 19.b). Ovi rezultati pokazuju da Gas deluje ispod Smo receptora i
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iznad Gli transkripcionog faktora u Hh signalnom putu (Slika 9) da bi inhibirao ovaj

signalni put u limbu embriona.

Q
o

: Forelimb Hindlimb Forelimb Hindlimb
‘% _ i . . : . =
|G} @
. e
T " o 7 > " i
E a -
i o f— ——
g il h) ~
T : o8 ~
‘(-.-) (0] < E | e c®
% .
o
%‘.‘)
2 j » © o L
(O] D <
g« : 53
=
o
C GANTS8 GANT58
o
L
Q
=
<
ot
Q
Z

Slika 18. Redukcija Hh signalnog puta inhibira HO in vivo i in vitro. (a, b)
Reprezentativni uzorci alizarin crvenog i alcian plavog bojenja udova embriona
starog E18,5 dana sa datim genotipom. Slabije izrazen HO, posebno u zadnjim
nogama, je oznacen strelicom. Kod (b) E18,5 dana starog embriona gde je bremenita
miSica primila placebo ili Hh antagonist (ATO ili GANT58) tri puta (E13.5, E15,5 i
E17,5). Skala bar, 0,5 mm. (c) Bojenje Alizarin crvenim BMSC izolovanih iz Gnas”f
miSa i izloZenih medijumu za ostogenezu sa GANT 58 tretmanom razlicitih

koncentracija (kontrola, samo DMSO).
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4.4 Aktivacija Hh signalnog puta je dovoljan i neophodan uslov da

izazove HO

Gli2 formira uglavnom aktiviraju¢u formu Gli# koja dalje aktivira Hh signalni
put (107,108). Da bi testirali da li aktivan Hh signalni put igra vaznu ulogu u
indukovanju HO, uklonili smo GliZ2 iz Gnas mutanta miSa ukrStanjem sa Gli2</¢ misem,
kondicionim mutantom. Gubitak jedne kopije Gli2 vodi do delimi¢nog poboljsanja HO
uudovima Prx1-Cre;Gnas”~ misa (Slika 18.a). Gubitak obe kopije Gli2 dovodi do daljeg
poboljSanja ektopi¢ne mineralizacije, posebno u zadnjim nogama, gde su simptomi
HO fenotipa, kao Sto su opna izmedu prstiju, i fuzija zglobova skoro potpuno
oporavljeni (Slika 18.a).

UblaZavanje simptoma HO je takode postignuto ubrizgavanjem farmakoloskih
Gli inhibitora kao $to su ATO ili GANT58, u bremenitu misicu sa Prx1-Cre;Gnas?’-
potomstvom (Slika 18.b). Dok su veoma visoke i Ceste doze ovih inhibitora potrebne
za inhibiciju rasta tumora posredovanog Hh signalnim putem (105,106), slicne doze
su dovodile do spontanog pobacaja bremenitih miSica kod ovog misSjeg modela.
Inhibicija diferencijacije osteoblasta sa GANT-58 je postignuta in vitro kod Gnas-
deficitnih BMSC (Slika 18.c and Slika 19.e). Ovi rezultati pokazuju da je aktivacija Hh
signalnog puta neophodna za diferencijaciju osteoblasta posredovanu gubitkom
funkcije Gnas u mezenhimalnim progenitorskim ¢elijama.

Da bi proverili da li je Hh signalni mehanizam zaista povecan i kod pacijenata
sa POH, uradena je imunohistohemija uzoraka dobijenih od dva razli¢ita pacijenta na
GLI1 i GLIZ signal (102). GLI1 i GLI2 ekspresija je uoCena u folikulama kose gde je
Hh signalni put inace aktivan pod normalnim okolnostima (Slika 19. f,g). Kod POH
uzoraka, je takode detektovana GLI1 i GLIZ ekspresija u celijama u samom
ektopicnom tkivu (Slika 20.c, Slika 19.g). Najintenzivniji signal GLI1 i GLI2 je
primecen na povrsini ektopicne kosti, Sto sugeriSe da je Hh signal najvise poveéan na
novoj, upravo formiranoj kosti koja sadrzi mati¢ne progenitorske ¢elije nove kosti.
Ovo je u skladu sa dobijenim in vitro rezultatima koji pokazuju da je Hh signal znatno
povisen u progenitorskim ¢elijama neposredno pre diferencijacije u osteoblaste
(Slika 13f). U udu Prx1Cre; Gnas’”f miSa starog Cetiri dana P4, gubitak Gnas dovodi do

povecanja Glil proteina u vecini ¢elija u poredenju sa WT kontrolom (Slika 19a). Na
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imunohistohemijskim preparatima primeceno je da Ccelije u masnom tkivu
sporadic¢no sadrZe GLI1 pozitivne Celije (Slika 20c), Sto jasno sugeriSe da su ove Celije
potencijalne osteoprogenitorske celije u samom potkoZnom tkivu. Ovi rezultati

dodatno potvrduju da poviSen Hh signalni put takode reguliSe ektopi¢no formiranje
kosti kod ljudi.
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Slika 19. Gas inhibira Hh signalni put pomocu regulacije Gli aktivacije. (a) Limb
kultura iz WT embriona E14.5 inkubirana u BG]JB medijumu koji sadrZzi ili rastvarac
(DMSO) ili 10 uM H89 (PKA inhibitor) inkubirana 4 dana. Ekspresija PTCH1, GLI1 i
HHIP analizirana je putem qRT-PCR. Sli¢no efektu uklanjanja GNAS, inhibicija PKA
farmakoloskim sredstvima dovela je do pojaCane ekspresije Hh target gena
(mean%SD; n=3; *p<0,05). (b) Kontrola i limb kultura Prx1-Cre;Gnas”- misa izolovana
iz embriona E14.5 i kultivisana in vitro 4 dana u BGJB medijumu koji sadrZi sam
rastvara¢ DMSO0), 10 uM ciklopamina (Smo inhibitor), 5 uM forskolina (Fsk)
(aktivator produkcije cAMP ),1 uM arsen trioksid (ATO) ili 10 uM GANT-58 (oba su
Gli inhibitori). qRT-PCR je koriS¢ena radi utvrdivanja ekspresije Hh target gena. U
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odsustvu GNAS gena ekspresija Hh target gena je poviSena u odnosu na kontrolu.
Tretman ciklopaminom doveo je do umerene redukcije Hh signalnog puta, dok je
tretman forskolinom, ATO ili GANT58 doveo do znacajne inhibicije Hh molekularnog
puta. (mean%SD; n=3; *p<0,05). (c¢) Imunoblot proteinskog lizata embriona E14,5 sa
Gli3 antitelima pokazuje da je Gli3 aktivna forma (puna duZina) povisena, dok je Gli3
represorska forma (Gli3-R) smanjena u PrxI-Cre;Gnas’/- embrionu. Tubulin je
koriS¢en kao kontrola. (d) Imunoblot lizata limb kulture E14.5 sa Gli2 antitelima. (e)
BMSCs iz Gnas”f mi$a inficirane Ad-Cre ili Ad-GFP virusom. Celije su rasle do
konfuencije i onda prebacene u medijum za osteogenezu 10 dana sa ili bez prisustva
GANT-58 u naznacenim koncentracijama. Celije su obojene Von Kosa metodom. (f)
Testiranje specificnosti GLI1 antitela u folikuli kose kao pozitivna kontrola.
Imunohistohemija pokazuje sli¢nu GLI1 (levo, sredina); i PTCH1 (desno) ekspresiju
u udaljenim folikulama ljudske kose Uokvirena oblast je prikazana u sredini. (g) GLI2
imunohistohemija (strelice); specificnost GLI2 antitela u folikulama ljudske kose
(dlake) kao pozitivna kontrola (gore); Gli2 imunohistohemija u ¢elijama na povrsini
kod POH pacijenata (sredina i dole).

Sa slike 20 moZe se videti je Hh signalni put aktiviran u ektopi¢noj kosti kod

POH pacijenta i da je aktivacija Hh signalnog puta dovoljna da izazove HO.
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Slika 20. Hh signalni put je aktiviran u ektopi¢noj kosti kod POH pacijenta i
aktivacija Hh signalnog puta je dovoljna da izazove HO (a-c) GLI1
imunihistohemijsko bojenje humanih uzoraka. (a, b) Uzorci dobijeni od zdravih

osoba Skala Bar: 1 pm. (c) GLI1 ekspresija u ektopi¢nim osteoblastima kod uzoraka
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POH pacijenata (strelice). Scala Bar: 1 pm. (d) Reprezentativni uzorci alizarin
crvenog i alcian plavog bojenja zadnjih nogu R265moMZ2 miSa kome je ubrizgan Ad-
GFP (leva noga) ili Ad-Cre (desna noga). Novoformirana ektopi¢na kost je oznacena
strelicama. N=8. (e) Alizarin crveno bojenje SMP ¢elija izolovanih iz RZ6SmoMZ2 misa.
(f) Sematska ilustracija pokazuje fundamentalnu ulogu Gas u formiranju Kosti kao i
mehanizam GNAS mutacije u bolestima kostiju. L: nizak, H: visok, GOF: pojacana

funkcija, LOF: gubitak funkcije.

Sledece je bilo potrebno utvrditi da li je samo aktivacija Hh molekularnog puta
dovoljna za pojavu HO. Da bi ispitali da li je samo aktivacija Hh signalnog puta
dovoljna da izazove HO koriS¢en je RZ6SmoMZ2 mis kod koga je konstitutivno aktivna
forma Smo (SmoM2) eksprimirana nakon Cre-posredovane rekombinacije (Slika 20).

Ad-Cre ili Ad-GFP je ubrizgan potkoZno u zadnje noge R26SmoMZ2 misa (110).
Osam nedelja nakon Ad-Cre injekcije, ali ne i nakon Ad-GFP injekcije, HO je
detektovana (Slika 20.d). BMSC i SMP izolovane iz R265SmoMZ2 misa takode pokazuju
poviSenu aktivnost Hh signalnog puta i ubrzanu diferencijaciju u osteoblaste nakon
infekcije sa Ad-Cre (Slika 20.e i Slika 19.b-d). Ovi rezultati jasno pokazuju da je
aktivacija Hh signalnog puta i dovoljna i neophodna da indukuje HO, i da Hh signalni
mehanizam mora biti aktivno inhibiran pomoc¢u Gas da bi se omogucila i osigurala
prostorna restrikcija formiranja kostiju na normalni skelet kod ljudi.

Kao kritican i veoma vaZan regulator diferencijacije osteoblasta kod
mezenhimskih celija, Gas ispoljava svoju funkciju reguliSuci signalne aktivnosti
Wnt/B-katenin i Hh, pri ¢emu oba signalna puta igraju fundamentalnu ulogu u
razvoju skeleta i skeletnih bolesti (111). Aktivacija ili inaktivacija GNAS izaziva
povecanu aktivnost samo jednog signalnog puta, Sto jasno govori da je jedna od
funckija Gas da odrZava Kkriti¢nu ravnotezu izmedju Wnt/B-katenin i Hh signalnog
puta, u mezenhimskim progenitorskim celijama, Sto je od izuzetnog znacaja za
regulaciju osteogeneze i prostornu regulaciju skeletnog sistema. Samo odredjeni
nivoi Hh i Wnt signala koji bivaju determinisani specificnim rasponom Gas aktivnosti
(Slika 17.f) imaju za rezultat normalan razvitak kosti. Van uokvirenog raspona,
ekstremni Wnt ili Hh signali mogu ili inhibirati formiranje kostiju ili izazvati

ektopicno formiranje kostiju u mekom tkivu. U skladu sa tim, vrlo je verovatno da
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odredene mutacije u GNAS genu uzrokuju odgovarajuce bolesti kostiju kao $to su FD
i POH menjaju¢i balans izmedu bilo, Wnt/3-Katenin ili Hh signalnog puta,
respektivno (Slika 17.f).

Genetske studije su pokazale da Wnt signalni put stimuliSe diferencijaciju
osteoblasta. Diferencijacija osteoblasta je favorizovana kada je Wnt signal
eksprimiran iznad odredenog nivoa (92,93,94,112,113). Shodno tome promena u
Wnt signalu sama po sebi primarno uti¢e na formiranje kostiju normalnog skeleta i
ne moZe izazvati ektopi¢no formiranje kostiju sve dok ne postoji inicijator
diferencijacije osteoblasta. U ovoj studiji je definisan jedan mogudi inicijator a to je
Hh signalni put. Kod POH miSjeg modela, nizak nivo Wnt signala nije bio dovoljan da
inhibira ektopi¢no formiranje kosti izazvano poviSenim Hh signalom Potrebno je
naglasiti da previSe aktivan Wnt signal takode inhibira diferencijaciju osteoblasta
(88,111,112,113,114,115). Ovo, zajedno sa niskim Hh signalom kod FD pacijenata,
objaSnjava fenotip ove bolesti. Kako oba signalna puta, Wnt i Hh, imaju veoma
aktivne regulatorne uloge, odredjeno smanjenje njihovog normalnog nivoa
ekspresije moZe se tolerisati, dok ektopicni signal izaziva Stetne efekte. Zbog toga je
fenotip bolesti na nivou tkiva ili ¢elije primarno odreden molekulanrim putem koji je
aktiviran. Kako su oba signala, Wnt i Hh, potrebna za regulisanje raznih fizioloskih i
procesa embriogeneze, otkrice do koga smo dosli da je njihov balans regulisan
pomocu GNAS obezbeduje veoma vaZan konceptualni pristup razumevanju
molekularnog i celularnog mehanizma bolesti kostanog sistema, a moguce i mnogih
drugih bolesti regulisanih ovim signalnim putevima.

Ova doktorska studija pokazuje da se ektopi¢na kost u mekom tkivu formira
diferencijacijom mezenhimskih progenitorskih ¢elija u osteoblaste. Cak i kada je
GNAS potpuno uklonjen rano iz uda Prx1Cre; Gnas”- misa, HO koji se javlja kasnije i
progresivno napreduje iz distalnog uda koji sadrZi viSe progenitorskih celija nego
proksimalan ud (116,117). Hh signalni put posredovan putem Hh liganda je
neophodan za enhondalnu kost. Stoga se moZe pretpostaviti mogucnost da
intramembransko formiranje kosti, kao na primer kod fontanele, moZe biti
pospesSeno aktivacijom Hh signala, nezavisnom od Hh liganda. MozZe se zakljuciti da
je aktivacija Hh signala potrebna i dovoljna za intramembransko formiranje kosti Sto

dalje sugeriSe da ovaj signalni put moZe imati vaznu ulogu u fizioloSkom formiranju
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kostiju i homeostazi putem ligand-nezavisne aktivacije. Na primer, defektan GPCR-
Gas signal moze izazvati nedovoljan razvoj kranijalne i klju¢ne kosti (118).

Takode bilo bi interesantno ispitati da li je pojava kosti van skeletnog sistema
kod nekih Zivotinjskih vrsta, kao na primer kod armadillo vrste (vrsta sisara sa
oklopom), regulisana GPCR-Gas-Hh signalnom osnovom tokom evolucije.

Klasi¢ni mozaicizam je pojava kada se fenotip bolesti ne pojavljuje istim
intenzitetom niti ravnomerno po celom teluy, i prisutan je kod POH i AHO pacijenata.
Ovaj fenomen se moZe objasniti prisustvom dve genotipski razlicite celijske
populacije koje vode poreklo iz istog zigota i mogu rezultirati razli¢itim Sablonom
distribucije potkoznih osifikovanih lezija kod POH bolesti, Sto razlikuje POH od
ostalih Gnas -bolesti gde HO prodire u dublja tkiva. Klasicna mozai¢na priroda bolesti
kao Sto su POH ili AHO sugeriSe da blago poviSen bazalni nivo Hh signala kod tih
pacijenata obezbedjuje dovoljan senzibilitet u pozadini tkiva za ektopicnu
diferencijaciju osteoblasta koja se javlja kada su dodatni osteogeni faktori
obezbedjeni u lokalnoj mikrookolini. Na primer, poviSen Hh signal u folikuli kose
moze inicirati HO u potkoZnom regionu, kao Sto je primeceno kod POH i AHO
pacijenata (119)

Stecene forme HO Cesto sadrze mesSavinu i pokosnice i kosti (120). Moguce je
da je mehanizam nastanka ovog oblika HO kombinacija obe nasledne forme FOP i
POH. U stvari, razvojni program ektopi¢ne hondrogeneze orkestiran je
disregulacijom BMP signalnog puta i takodje dovodi do povecanja Hh signala na

mestu povrede.

4.5 Gubitak ektonukleotid pirofosfatne fosfodiesteraze (Enppl

ima za rezultat poviSenu aktivnost Hh signalnog puta

Ektonukleotid pirofosfataza/fosfodiesteraza 1 (Enpp1l) je ekto-enzim koji
konvertuje ATP u AMP i osloboda molekul pirofosfata (PPi) van celije. Enpp1 igra
znacajnu ulogu u homeostazi fosfata (121). Enpp1 enzim je detektovan u raznim
tipovima celija, uklju¢uju¢i hondrocite i osteoblaste (122), dok je Enppl protein
detektovan u artikularnoj pokosnici kod misa i kod ljudi (123). Nedavno je

pronadeno da enzim Enppl, inace inhibitor patoloske Kkalcifikacije, ima smanjenu
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ekspresiju u pokosnici zglobova kod ljudi sa osteoartritisom, kod ljudi, kao i u misjem
modelu, kao i da nedostatak ovog enzima dovodi do kalcifikacije zgloba. Enpp1
inhibira formiranje hidroksiapatita generiSuci PPij, i tako inhibira kalcifikaciju mekog
tkiva (124). Kod ljudi, mutacija na genu koja dovodi do gubitka funkcije ovog
proteina izaziva tzv. generalnu arterijsku infantilnu kalcifikaciju (GACI) (125,126) ili
pseudoksantom elasticum (127 ). Enpp1 takode predstavlja vazan faktor genetske
predispozicije kod osteoartritisa ruku, koji predstavlja tre¢i najc¢es¢i oblik artritisa,
posle artritisa kolena ili artritisa kuka. Kod misa, gubitak funkcije Enpp1 ima za
rezultat ektopi¢nu Kalcifikaciju artikularne hrskavice, kapsule zgloba ili tetiva

(128,129,130). Stoga, Enpp1~/- mi$ pokazuje promene tipicne za osteoartritis (123).
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Slika 21. Povecana aktivnost Hh signalnog puta kod embriona Enpp1-/- misa(A-
D) Ekspresija target gena Hh signalnog puta GLI1(A,B) i HHIP (C,D) kod embriona
E15,5 kontrole (WT) i Enpp1-/- u prednjim udovima demonstrirana pomo¢u WISH
(whole in situ hibridization). GLI1 i HHIP iRNK nivo je poviSen u udovima
Enppl-/-embriona. (E-F) qRT-PCR analiza ekspresije Hh target gena u prednjim
udovima embriona E15,5 (n=3). *P<0,05,**P<0,01 (Studentskit-test).

Prethodne studije su pokazale da Hh pospesuje hipertrofiju hondrocita i

diferencijacju oseoblasta. (131,132 ). Postavili smo hipotezu da Enppl inhibira
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hipertrofiju hondrocita i diferencijaciju osteoblasta inhibirajuci Hh signal. Gubitak
ENPP1 moze rezultirati u aktivnom Hh signal izazivajuci ektopicnu kalcifikaciju. Da
bi proverili tu hipotezu prvo smo testirali Hh target gene GLI1 (133), HHIP (134)
and PTCH1 (135) kod wuda embriona (E) 15,5 pomo¢u whole-mountin
situ hybridization (WISH). U daljim eksperimentima ¢iji su rezultati prikazani na
Slici 21. pokusali smo da dobijemo odgovor da li Hh signalni put ima ulogu u
kalcifikaciji hrskavice koja se javlja kod Enppl1-/- misa. Na osnovu eksperimenta
prikazanog na Slici 20 jasno se moZe videti da poviSena aktivnost Hh signalnog puta
doprinosi kalcifikaciji zglobova kod Enpp1-/- misa. PoviSena Hh signalna aktivnost je
zapazena u ranom razvitku embriona Enppl-~/- misa.

Vrlo je verovatno da smanjen nivo pirofosfata i Hh molekularni put su dva
paralelna procesa koji indukuju kalcifikaciju. To smo i dokazali delimicnom
popravkom fenotipa ektopicne kalcifikacije kod Enpp1~/- misa ukrstajuci ga sa Gli2
/¢ uslovnim mutantom i uklanjajuci jednu kopiju GLIZ gena. Iz rezultata prikazanih
na Slici 21. moZe se videti da redukovanje aktivacije Hh signalnog puta, uklanjanjem
GLI2 gena, delimi¢no popravlja fenotip kalcifikacije zgloba kod Enpp1-/- misa.

Shodno tome bilo bi razumno sugerisati da bi nove terapije za redukovanje
ektopicne kalcifikacije izazvane gubitkom ili smanjenjem funkcije Enpp1 kod ljudi

trebalo bazirati na inhibiciji Hh signalnog puta.
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Slika 22. Redukovanje aktivacije Hh signalnog puta delimi¢no popravlja

fenotip Kkalcifikacije zgloba kod Enpp1-/- miSa. (A-D) Reprezentativni uzorci

bojenja skeleta Alcian plavog i alizarin crvenog kod tri meseca starog Enpp1-/-(A),

Enpp1+/-; Gli2*/~(B), Enpp1-/-(C) i Enpp1-/-; Gli2+/-(D) miSa. (A’,B,C’,D") Falengeal

zglob prikazan uvecano (E-G) Reprezentativno AF bojenje SMP Celija izolovanih iz

kontrole WT (E), zatim het miSa Enpp1+/-; Gli2+/~(F), homo Enpp1-/-(G) iEnpp1-/-;

Gli2+/-misa (H) kultivisanih u medijumu za osteogenezu 7 dana. (I) Kvantifikacija

relativne veli¢ine metacarpophalangeal zgloba. t,n=4.(J) qRT-PCR analiza genske

ekspresije Hh target i osteoblast gena u SMP celijama. SMP ¢elije su kultivisane u

medijumu za osteogenezu 7 dana (n=3). NS, nedovoljno znacajno, *P<0,05, **P<0,01,

*#*P<0,001 (Student’s t-test)
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4.6 Preusmeravanje odredjenih medikamenata za primenu u
lecenju retke genetske bolesti- progresivne heteroplasti¢ne
osifikacije

Da bi se dizajnirali efikasni lekovi koji deluju na mehanizam stvaranja bolesti,
tzv. kauzalne terapije, potrebno je dobro poznavati molekularni mehanizam
nastanka patoloskog stanja. Gsa se pokazao kao iskonski regulator mezenhimskih
progenitorskih ¢elija u skeletnom sistemu. Gsa je fizioloSki aktivator PKA i inhibitor
Hedgehog signalnog puta koji upravlja razli¢itim procesima tokom razvoja (136, 137
138). Kako je prethodnim eksperimentima pokazano da je Hedgehog (Hh) signalni
put vazan etioloski faktor u retkoj bolesti Progressive osseous heteroplasia, tako se
otvorio put novim moguénostima razvoja kauzalne terapije za ovu bolest.

Da jos jednom podsetimo na glavne ucesnike u ovom signalnom mehanizmu.
Hh signalni put kod sisara ukljucuje specificne ligande (sonic Hh, Indian Hh, i desert
Hh), receptor Patch (PTCH1), signal transducer smoothened (SMO), i transkripcioni
faktor (GLI1, GLI2, GLI3). U odsustvu liganda, SMO signalni put u ¢eliji je inhibiran
pomocu PTCH1 receptora (Slika 9A). Nakon vezivanja aktivnog Hh liganda, ova
inhibicija popusta, dozvoljavaju¢i SMO da aktivira Gli klasu transkripcionih faktora
(Slika 9B). Gli molekuli su poznati regulatori mnogih onkogena. GLI1 I GLIZ su, kao
Sto je prethodno pokazano, povecani u progenitorskim celijama neposredno pre
njihovog diferenciranja u osteoblaste (25). Arsen trioksid (ATO) je ve¢ u upotrebi kao
lek protiv kancera (odobren od strane FDA (Food and drug administration)
kao“Trisenox”), i poznato je da se on direktno vezuje za GLI1 protein i inhibira
njegovu transkripcionu aktivnost tako inhibirajuéi ekspresiju gena koji su pod
njegovom neposrednom kontrolom, a koji su uglavnom odgovorni za diferencijaciju
osteoblasta kod POH. Prethodno identifikovani inhibitori Hedgehog signalnog puta,
posebno Gli inhibitori (slika 18), koji su odobreni kao terapije za kancer, mogli bi se
preusmeriti za tretman heterotopne osifikacije i po moguéstvu i druge bolesti
izazvane smanjenjom ekspresijom a-subjedinice G proteina (Gsa) , koja stimuliSe
aktivnost adenil ciklaze .

Dakle, arsen trioksid, je jedan od njih, koji ima potencijal da suprimira

ektopicnu osifikaciju. Medjutim, ova inhibicija je moguca primenom jako visokih

80



koncentracija ATO koje mogu biti toksi¢cne po pacijente i izazvati jake nuspojave.
Stoga bi bilo poZeljno ispitati mogucénost primene drugih manje toksi¢nih molekula
koji deluju na Hh molekularni put ili njihove kombinacije sa ATO radi formulisanje
efikasnog i bezbednog tretmana za POH.

Dobro je poznato da su svi Hh proteini sekretovani molekuli, kao i da neki od
njih deluju lokalno, a neki kao hormoni ciljaju udaljena tkiva tokom razvic¢a (139). Hh
protein prekursori prolaze kroz post-translacionu modifikaciju ili auto-odsecanje pri
cemu se oslobada N-terminalni fragment [HhN], koji se kovalentno vezuje sa
molekulom holesterola na C-terminalu. Ova modifikacija je neophodna da bi doslo do
vezivanja Hh liganda za PTCH receptor. Imajuci ovo sve u vidu, znacajno je limitirati
raspoloZivost slobodne, van membranske, forme holesterola i tako posti¢i nizak
stepen vezivanja Hh liganda za holesterol odmah nakon njegove sekrecije. Ovo bi
znacajno smanjilo vezivanje Hh molekula za PTCH i dalju aktivaciju Hh signalnog
puta u Celiji na mestu patoloskog formiranja kostiju. Shodno tome, ukljucivanje
statina u formulaciju nove terapije za POH moZe dodatno sniziti aktivnost Hh signala

i imati pozitivan terapeutski ishod.

Druga potencijalno efektivna komponenta nove formulacije tretmana za
POH moze biti Vitamin D3, (Kalcitriol), za koji je pokazano da vrlo potentno redukuje
povisen Hh signalni put kod ¢elija kancera koZe- basal cell carcinoma (BCC) ¢elijskih
linija (140, 141). Primeceno je da Vitamin D3 igra ulogu potentnog inhibitora
glavnog regulatora Hh signalnog puta, GLII1 gena i posledi¢no redukuje njegovu
ekspresiju (142) Vitamin D je prohormon rastvoran u mastima ¢ija je osnovna
bioloska funkcija da odrZava nivo kalcijuma u serumu i homeostazu fosfora. On
pospesSuje apsorpciju kalcijuma u crevima i njegovu reapsorbciju iz bubrega i
inhibira sekreciju paratiroidnog hormona. Vitamin D tako omogucava normalnu
mineralizaciju kostiju reguliSudi rast i metabolizam kostiju kod enhondralne kosti.
Na osnovu izloZenog, cilj daljih istraZivanje bio je da se eksperimentalno ispita
da li statin, kao i Vitamin D, i u kojim koncentracijama, imaju potencijal inhibicije Hh
signala u slucaju POH bolesti. Preusmeravanje ve¢ poznatih lekova i njihovih
kombinacija je alternativni pristup koji povecava Sansu za uspeSnu primenu u

terapiji bolesti kod kojih ne postoji efikasna terapijska opcija, kao Sto je POH. Pored
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toga, adekvatnim kombinovanjem navedenih lekova moguce je dobiti efikasnu
formulaciju koja potencijalno ima manju toksi¢nost i slabije izraZzene neZeljene
efekte od pojedina¢nih komponenti.

Razvoj novih lekova je ina¢e veoma skup proces koji traje jako dugo. Novi
pristupi, strategije i tehnologije su potrebne da poboljsaju ovaj proces i uspesno
plasiranje novih lekova. Alternativni pristup za bolesti koje trenutno nemaju lek i
koji bi znatno ubrzao ovaj proces je repozicioniranje lekova koji su ve¢ odobreni ili
kandidata za lekove koji ve¢ imaju utvrdjene profile toksi¢nosti. Iako se velika
koli¢ina novca potrosi za razvoj novih lekova, samo jedan od deset biva odobren i
plasiran na trZiSte, Sto je dosta nepovoljan ishod.

Ovde smo dalje ispitivali novu primenu tri Hh inhibitora: arsen trioksida,
statina, i vitamina D3 i njihove kombinacije u sprecavanju procesa osteogeneze kod
potkoZnih mezenhimskih progenitorskih ¢elija (SMP). U tu svrhu koris¢ene su SMP
Celije izolovane iz Gsa //f misa, koji predstavlja reproducibilan i adekvatan model za
humanu bolest POH.

Kao Sto je prikazano na Slici 23, sva tri Hh inhibitora pokazuju smanjenu
mineralizaciju (koja se ogleda u odsustvu ili redukovanoj plavoj boji) kod SMP ¢elija
indukovanih za osteogenezu. Kombinacija sva tri agensa sa upola manjim
koncentracijama efektivno inhibira mineralizaciju ovih ¢elija. Ovim se pokazuje da
navedeni agensi imaju dejstvo nalik sinergisticnom delovanju.

Ovu su preliminarni rezultati koji po prvi put pokazuju da je koris¢enjem tri
razlicita Hh inhibitora postignut isti efekat kao sa pojedina¢nim, samo u
redukovanim individualnim koncentracijama. PredloZzena kombinacija lekova

zahteva dodatno ispitivanje i detaljno utvrdivanje sinergistickog delovanja.
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Slika 23. In vitro biomineralizacija-Test Alkalne fosfataze (AF) izveden na
potkoZnim Celijama mezenhima (SMP) izolovanih iz Gas// misa inficiranih sa Adeno
Cre virusom (izuzev F). Uocljiva je inhibicija mineralizacije (odsustvo ili redukovana
plavo- ljubi¢asta boja) u prisustvu agensa (B) Arsen trioksida 10uM; (C)
Kolekalciferola 10uM; (D) Lovastatina 1uM i (E) kombinacija sva tri agensa sa upola
redukovanim koncentracijama u poredenju sa (F) SMP ¢elije inficirane sa Adeno GFP

virusom ili (A) kontrola (medijum za osteogenezu bez dodatog agensa).

Slika 24. kvantitativno karakteriSe efekat primenjenih agenasa, nezavisno ili
u kombinaciji, na gensku ekspresiju ranog markera osteogeneze, alkalnu fosfatazu
(AF) u poredenju sa kontrolom. Ovaj pristup preusmeravanja ve¢ odobrenih lekova

za nove aplikacije je od nedavno u porastu, specijalno za razvoj novih terapija i kod
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bolesti kod kojih nedostaje efikasan tretman lekovima. Kombinacija dva ili viSe
agensa sa razliCitim mehanizmima dejstva je alternativni pristup koji doprinosi
uspeSnom ishodu preusmeravanja lekova (143). U saglasnosti sa strategijom
preusmeravanja lekova, kombinacija Hh inhibitora ima potencijal da u manjim
koncentracijama pojedina¢nih agensa postigne slican nivo inhibicije rane
diferencijacije osteoblasta, Sto se moZze zakljuciti pracenjem nivoa genske ekspresije
alkalne fosfataze u poredenju sa individualnim agensima (Slika 24.). Dakle, inhibicija
osteogeneze i spreCavanje ektopi¢ne osifikacije je obezbedeno sa niZim

koncentracijama Hh inhibitora.
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Slika 24. Analiza genske ekspresije Alkalne fosfataze (AF) SMP ¢elija, relativno
u odnosu na kontrolu, Sest dana nakon izlaganja u medijumu za osteogenezu.
Kontrola (samo medijum za osteogenezu ) u prisustvu agenasa: Arsen trioksida
(ATO) 10 pM; Vitamina D3 (VitD) 10uM; Lovastatina (Lov) 1 uM ili njihove
kombinacije (Mix) sa upola manjim koncentracijama pojedinac¢nih agenasa, radjena
na potkoznim celijama mezenhima (SMP) izolovanih iz Gas”f misa inficiranih sa
Adeno Cre virusom. Eksperimenti su radeni u triplikatu. Vrednosti (nivo iRNK ) su
normalizovane u odnosu na internu kontrolu (gen (-aktin) i izraZzene kao mean *

SEM u odnosu na kontrolu (podesSena na 1).
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MozZe se zakljuciti da kombinacija koja se sastoji od kolecalciferola, arsen
trioksida i statina ima potencijal sprecavanja formiranja ektopic¢ne kosti i moze biti
od koristi za istrazivanje potencijalno novog tretmana za POH. Prednost koriS¢enja
ove multi-komponentne terapije bila bi u njenoj jedinstvenoj prednosti da ciljano
reaguje na razliite nivoe Hh signalnog mehanizma (Slika 9) i tako efikasno u nizim
koncentracijama inhibira osteogenezu potkoznih mezenhimskih Ccelija. Ovaj,
potencijalno sinergisticki efekat bi omogucio znatno redukovanje svake pojedinacne
komponente i time potencijalno smanjio toksi¢nost i nuspojave novog leka za POH

(Slika 23. i Slika 24.).

4.7 Kombinacija arsen trioksida, vitamina D3 i statina efikasno
sprecava osteogenezu i kod normalnih (WT) BMSC

Posto je utvrdjeno da su Hh inhibitori veoma potentni pri sprecavanju
osteogeneze kod maticnih Celija koje imaju GNAS mutaciju i shodno tome povecanu
aktivnost Hh signalnog puta, sledece je bilo korisno utvrditi da li ovi isti inhibitori
mogu spreciti osteogenezu i kod normalnih zdravih celija koje posreduju u
formiranju stecene forme HO. Iz literature i in vivo studija je poznato da Hh
molekularni mehanizam doprinosi stvaranju HO, posebno u ranoj fazi kao i u misjem
modelu (25,60).

Imajuci to u vidu, bilo je potrebno ispitati efikasnost i mehanizam delovanja
Hh inhibitora na osteogenezu normalnih mezenhimskih progenitorskih celija, koje
ne nose nijednu gensku mutaciju.

U sledecem eksperimentu KkoriS¢en je Arsen trioksid (ATO) tokom
diferencijacije Celija izolovanih iz koStane srzi (BMSC) divljeg tipa misa, kao i Vitamin
D3 (Kolekaciferol) i Lovastatin.

Za funkcionalno ispitivanje osteogeneze korisScen je test za alkalnu fosfatazu
(AF), jer AF je jedan od prvih enzima koji se aktivira u ranoj fazi osteogeneze (144).
Klju¢no objasnjenje uloge AF u mineralizaciji dato je u studiji fazne ekspresije gena
tokom osteogeneze i kalcifikacije pokosnice (145). U oba tkiva, kostima i pokosnici,

AF deluje u ranoj fazi formiranja osteoblasta. Osteoblasti su integralni deo formiranja
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heterototpne osifikacije i njihovo nastajanje se moze pratiti preko produkcije alkalne
fosfataze.

Celije kostane srzi izolovane su iz divljeg tipa mi$a i zasejane u prvom pasazu
da bi se testirala osteogeneza u prisustvu ATO, Vitamina D3, Lovastatina ili njihove
kombinacije. Rezultati su prikazani na slici 25. i 26. Nivoi alkalne fosfataze koji
odraZavaju osteogenetsku aktivnost, detektovani su u kontroli BMSC cetiri dana
nakon izlaganja medijumu za osteogenezu. (Slika 25.). Nasuprot tome, dodatak ATO,
Vitamina D3, Lovastatina ili njihove kombinacije znac¢ajno je redukovao (viSe od dva
puta) nivo alkalne fosfataze u poredenju sa kontrolom. (Slika 25.)

Velika sposobnost Hh inhibitora da modifikuju kljutne regulatore
osteogeneze primecena je i na nivou genske ekspresije (Slika 25.). Analiza PCR u
realnom vremenu pokazala je da su, u poredenju sa kontrolom (samo medijum za
osteogenezu), sva tri Hh inhibitora ili njihova kombinacija znacajno redukovali (i do
90%) nivo iRNK alkalne fosfataze (Slika 25.). Da bi se dalje utvrdila uloga Hh
signalnog mehanizma u osteogenezi BMSC Ccelija, izmerene su promene u genskoj
ekspresiji glavnog Hh markera, GLI1, u kontroli i u C¢elijama tretiranim Hh
inhibitorima. Arsen trioksid i statin su znacajno suprimirali ekspresiju (za oko 30-40
%) GLI1 iRNK nivoa u poredenju sa kontrolom (Slika 25.). Interesantno je da je
kombinacija tri Hh inhibitora (Mix1) u dvostruko redukovanim koncentracijama
izazvala jednako potentan inhibitorni efekat na ekspresiju GLI1 gena koji je uporediv
sa pojedinac¢nim tretmanima sa visokim dozama (Slika 26.). Ipak, sam Vitamin D3
nije inhibirao Hh signalni put, bar ne na nivou genske ekspresije GLI1. Ovaj rezultat
sugeriSe da neki alternativni signalni mehanizam, nezavisan of Hh signalnog puta,
kao na primer signalni put vitamin D receptora (VDR), moZe biti ukljucen u
suprimiranje osteogene aktivnosti mezenhimskih progenitorskih Celija tretiranih sa

Vitaminom D3 (146).
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Slika 25. Kolorimetrijski test Alkalne fosfataze (AF) kod primarnih miSjih
BMSC celija (prvi pasaz), nakon izlaganja medijumu za osteogenezu. a)
kontrola, bez prisutnog agensa; b) u pristustvu ATO (ATO); c) u prisustvu Vitamina
D (Kolekalciferola) (VitD); d) U prisustvu Lovastatina (Lov); e) Kombinacija sva tri
agensa u pojedina¢nim koncentracijama razblaZzenim 1:2 (Mix); f) intenzitet AP
signala kvantifikovan je koriS¢enjem Image ] softvera (n=60, iz tri nezavisna

eksperimenta) i izraZen u arbitrarnim jedinicama po ¢eliji (a.j. /Celiji).
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Slika 26. Genska ekspresija ranog markera osteogeneze, alkalne fosfataze (AF)
i markera Hedgehog signalnog puta GLI1,u WT c¢elijama BMSC kultivisanih Cetiri
dana u medijumu za osteogenezu bez prisutnog agensa (kontrola), sa pojedinacnim
Hh inhibitorima (ATO, VitD i Lov) ili njihovom kombinacijom (Mix), izracunata
koriste¢i AA Ct metod. Histogram predstavlja mean *+SEM relativno u odnosu na

kontrolu koja je 1.

Sledece je ispitivano da li je ovaj fenomen evolutivno konzervisan i da li je
osteogeneza u humanim ¢elijama takode posredovana Hh signalnim mehanizmom ili
je ovaj fenomen jedinstven samo za miSje BMSC celije. Analogno misSjim celijama
(Slika 25.), svi Hh inhibitori su vidljivo redukovali bojenje AF u poredenju sa
kontrolom (samo medijum za osteogenezu) kod humanih BMSC (Slika 27.). Da bi bili
sigurni da ovo smanjenje AF aktivnosti nije posledica toksi¢nosti Hh inhibitora usled
pojedinacnih visokih upotrebljenih koncentracija, celije su obojene nuklearnom
bojom DAP], i izmeren je ukupan broj AF pozitivnih celija (Slika 27.). Primenjeni
pristup sa koriS¢enjem kombinovanog fluorescentnog i svetlosnog mikroskopa je
pokazao da nema vidljivih znakova apoptoze kao Sto je ¢elijsko skupljanje, nuklearna
kondenzacija ili fragmentacija bilo u ¢elijama kontrole ili u tretiranim ¢elijama. Ipak,
mikroskopske studije su pokazale znacajno smanjenje (~ 2-puta) u broju AF
pozitivnih cCelija i prosecnom redukovanju AF signala kod celija tretiranih Hh

inhibitorima u poredjenju sa kontrolom (Slika 27.).
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Sli¢no je uoceno i kod analize genske ekspresije Hh markera u humanim
BMSC (Slika 28.). Dodatak sva tri inhibitora pojedinacno ili u kombinaciji tokom
osteogeneze humanih BMSC umanjilo je ekspresiju AF gena, ozna¢enu znacajnim
smanjenjem AF iRNK nivoa kod ATO, Lov ili Vit D3-tretiranih ¢elija u poredjenju sa
¢elijama u kontroli (Slika 28.). Sli¢no kao kod misjih ¢elija, ATO i Lovastatin znacajno
umanjuju (oko 30-50 %) GLI1 ekspresiju kod humanih BSMC relativno u odnosu na
kontrolu, dok dodatak Vit D3 nije znacajno modifikovao efekat na GLI1, molekularni
rezultat Hh signalne aktivnosti.

Ovi rezultati demonstritaju da inhibicija Hh signalnog puta koriste¢i arsen
trioksid, vitamin D3, lovastatin ili njihovu kombinaciju snazno inhibira osteogenezu

u nativnim mezenhimskim progenitorskim celijama.
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Slika 27. Test alkalne fosfataze zajedno sa DAPI bojenjem kod primarnih
humanih BMSC. (P1) nakon izlaganja medijumu za osteogenezu: a) kontrola, bez
prisutnog agensa (Kon); b) u prisustvu ATO tokom osteogeneze (ATO); c) u prisustvu
Kolekalciferola (VitD) tokom osteogeneze; d) u prisustvu Lovastatina (Lov) u
medijumu za osteogenezu; e) Mix- ATO, Kolekalciferoli Lovastatin prisutni tokom
osteogeneze; f) kvantifikacija AF pozitivnih Celija izraZena kao procenat obojenih
¢elija u odnosu na ukupan broj zivih Celija. Histogram predstavlja mean *SEM

relativno u odnosu na kontrolu koja ima vrednost 1.

(Primetno je smanjenje AF aktivnosti u celijama tretiranim Hh inhibitorima u

poredenju sa kontrolom)
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Slika 28. Ekspresioni profil ranog markera osteogeneze, Alkalne fosfataze, AF,
i markera Hedgehog signalnog puta, GLI1, u humanim BMSC c¢elijama
kultivisanim Sest dana u medijumu za osteogenezu bez prisutnog agensa (kontrola),
sa pojedinacnim Hh inhibitorima ili njihovom kombinacijom, kalkulisanim
koriS¢enjem AA Ct metode. Histogram predstavlja mean +SEM relativno u odnosu

na kontrolu koja ima vrednost 1.

Na osnovu prikazanih rezultata moZe se videti da su ATO i Lovastatin blokirali
osteogenezu kod miSjih i humanih BMSC c¢elija putem zajednickog mehanizma
posredovanog Hedgehog signalnim putem. Medjutim, Hh-posredovana osteogeneza
i diferencijacija BMCS nije bila od znacaja u slucaju Vitamina D3.

Ova studija obezbeduje preliminarne dokaze da su ATO, Lovastatin i Vitamina
D3 potentni inhibitori veoma brzog i ireverzibilnog procesa diferencijacije
mezenhimskih ¢elija u osteoblaste, pokrenute Hh i ostalim osteogenim signalnim
mehanizmima . ATO, Lovastatin i Vitamin D3 pojedina¢no redukuju formiranje
osteoblasta preko inhibicije aktivnosti alkalne fosfataze i njene ekspresije kada su
koriSc¢eni u visokim dozama. Od velikog znacaja je ¢injenica da je kombinacija ova

tri agensa sa upola manjim koncentracijama izazvala efekat smanjenja aktivnosti AF
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i GLI1 iRNK uporediv sa visokim, individualnim dozama. Ovaj kooperativni efekat
ATO, Lovi Vitamina D3 sugeriSe da inhibitori deluju na razli¢itim tackama Hedgehog
signalnog puta S$to moZe objasniti povecanu efikasnost kombinacije ovih lekova na
suzbijanje osteogeneze. Redukovana koncentracija ovih agensa moze potencijalno

poboljsati selektivnost novog leka i smanjiti neZeljene sekundarne efekte kod ljudi.
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5. ZAKLJUCAK

Predmet istraZivanja ove doktorske disertacije je mehanizam nastanka
heterotopne osifikacije kao i uspostavljanje mogucnosti koncipiranja novog
tretmana za HO. Na osnovu prikazanih ekperimentalnih rezultata mogu se izvesti
sledeci zakljucci:

Na osnovu pokazanih rezultata moze se zakljucCiti da gubitak GNAS gena
dovodi do HO putem aktivacije Hedgehog (Hh) signalnog puta. Ovaj pronalazak je od
velikog znacaja za razumevanje funkcije GNAS gena u regulaciji signalnih puteva koji
dovode do razlicitih fenotipa kostanog sistema.

U ovom radu je takode pokazano da gubitak funkcije GNAS gena u
mezenhimskim mati¢nim ¢elijama dovodi do progresivne HO u misjem POH modelu.
Specifi¢no, pokazano je da je mehanizam osifikacije intramembranski i da se mati¢ne
Celije direktno diferenciraju u osteoblaste, bez prethodnog formiranja hondrocita.

Ovaj rad predstavlja znacCajan doprinos boljem razmevanju kako mutacije
GNAS gena (njegova aktivacija kao i gubitak) izazivaju dve potpuno razlicite bolesti
(FD i POH) ukazuju¢i na signalne puteve koji bivaju aktivirani kao sto je (Wnt/[3-
catenin i Hh). Kako ova dva signalna mehanizma dovode do razli¢itih bolesti
skeletnog sistema, ovaj rad ukazuje na znacaj veoma kontrolisane aktivnosti Gas
pomocu GPCR proteina, kako u prostoru tako i u vremenu i njegovu vaznu ulogu u
limitaciji formiranja kostiju iskljucivo u granicama skeletnog sistema.

Dokazano je da je Hedhegoh signalni put i dovoljan i neophodan za razvitak
HO. Shodno tome, pokazano je da se ve¢ poznati Hh inhibitori odobreni u drugim
aplikacijama (kao na primer kancer) mogu preusmeriti za tretiranje HO.

U ovoj studiji je jasno pokazano da se ektopi¢na kost u mekom tkivu formira
diferencijacijom osteoblasta iz mezenhimskih mati¢nih ¢elija. Gas je pronaden kao
kriti¢an regulator diferencijacije osteoblasta iz MSC i kao vaZan faktor koji prostorno

limitira formiranje kostiju samo pri skeletnom sistemu.
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Takodje, pokazano je da su i drugi oblici defektne mineralizacije, kao ENPP1
mutacija koja izaziva tzv. generalnu arterijsku infantilnu kalcifikaciju (GACI),
posredovani Hh signalnim putem.

U radu je ispitana i moguénost upotrebe kombinacije tri ve¢ poznata Hh
inhibitora in vitro koji imaju komplementarno dejstvo na inhibiciju Hh signalnog puta
i efikasno inhibiraju diferencijaciju MSC u osteoblaste.

Rezultati ispitivanja su pokazali da su ATO, Lovastatin i Vitamina D3 potentni
inhibitori veoma brzog i ireverzibilnog procesa diferencijacije mezenhimalnih ¢elija
u osteoblaste, pokrenute Hh i ostalim osteogenim signalnim mehanizmima .

ATO, Lovastatin i Vitamina D3 pojedinacno redukuju formiranje osteoblasta
preko inhibicije aktivnosti alkalne fosfataze i njene ekspresije kada su koriS¢eni u
visokim dozama.

Kombinacija ova tri agensa sa upola manjim koncentracijama izaziva efekat
smanjenja aktivnosti AF i GLI1 iRNK uporediv sa visokim, individualnim dozama.
Ovaj kooperativni efekat ATO, Lov i Vitamina D3 sugeriSe da inhibitori deluju na
razliCitim tackama Hedgehog signalnog puta Sto moZe objasniti povecanu
efikasnost kombinacije ovih lekova na suzbijanje osteogeneze.

Redukovana Kkoncentracija ovih agensa moZe potencijalno poboljsati
selektivnost novog leka i smanjiti neZeljene sekundarne efekte kod ljudi.

Ovi preliminarni rezultati otvaraju moguc¢nost novog pristupa u razvoju HO
terapije, kao Sto su kombinovane terapije ve¢ odobrenih lekova u cilju smanjenja
nuspojava i troskova razvoja novog leka. Ovi preliminarni rezultati pruzaju nadu HO

pacijentima za koje trenutno nema efikasne i bezbedne terapije.
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N3jaBa o ayTopcTBY

Mme 1 npesmme ayTtopa: JeAaeHq Bo3AeHOBUN-Jepemmh

bpoj uHaekca _4035/16

UsjaBbyjem
[0a je LOKTOPCKa AucepTaumja nog HaC1o0BOM

“MEXAHM3AM HACTAHKA XETEPOTOIHE OCUPUKALNIE N KOHUMTTNP AHE
OAIOBAPAJREI TPETMAHA™

L PEe3ynTaT CONCTBEHOI UCTPAXXMUBAYKOT paaa,

® 13 gucepTaumja y LUeIMHU HU Y AeNloBMMaA Huje Buna NpeasioXKeHa 3a cTuuarbe apyre
AVnnoMe Npema CTyAMjCKMM NPOorpammma 4pyrmx BUCOKOLIKOJICKMX YCTaHOBA;

® N3 Cy pe3ynTat KOPEKTHO HaBedeEHN U

® 13 HMCaM KplMo/na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTMO/Na UHTENEKTYaslHy CBOjUHY OPYrux
ua.

Motnuc aytopa

Y beorpaay,
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3jaBa 0 NICTOBETHOCTUM LUTAaMIMaHE U ENEKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOPCKOr paga

Mme n npesmme ayTtopa: JeaeHa IBo3aeHoBmh Jepemunh
bpoj uHpekca: 4035/16
Cryaujcku nporpam: BMOTEXHOTONOTMJA

Hacnos paga: “MEXAHM3AM HACTAHKA XETEPOTOIMNHE OCUPUKALMIE A
KOHUMIMMNPAKE OATOBAPAJREN TPETMAHA™

MenTtop [Ap. /buwpaHA Mojosmh

M3jaB/byjem Oa je wWTamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eNIeKTPOHCKO] BEP3Uju
Kojy cam npegao/na pagu noxparbeHa y AurutanHom penosutopujymy YHusepsutera y
beorpaay.

[o3Bo/baBam fa ce objaBe MOjU AMYHU Nofaum Be3aHM 3a Aobujarbe akageMCKor HasuBsa
[JOKTOpa HayKa, Kao WTOo cy MMe U npe3mme, roauHa u mecto poherba 1 gatym oabpaHe pasa.

OBM ANYHKM NoJALM MOTY ce 06jaBUTM Ha MPEXHWM CTpaHMLAMa AurutanHe 6ubnvoteke, y
e/IeKTPOHCKOM KaTanory n y nybankaumjama YHusep3suteta y beorpaay.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy,
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N3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcKy 6ubnnoteky ,Ceetosap Mapkoeuh” pa y [Aurutantu
penosuTopujym YHuBep3uteTa y beorpasy yHece mojy LOKTOPCKY AucepTaLlnjy nos HaC10BOM:

"MEXAHM3AM HACTAHKA XETEPOTOIMHE OCUPUKALMNIE M KOHLNTTNPAHE
OAIOBAPAJREI TPETMAHA™

KOja je Moje ayTOpCKO geno.

[vcepTauujy ca cBUM Npuao3Mma npenao/na cam y efeKTpoHCKoM popmaty NorogHOM 3a TPajHo
apxmBuparbe.

Mojy [OKTOPCKY auceprtaumjy noxpaweHy y AurMtanHom penosnTtopujymy YHuBepsuTeta y
Bbeorpagy v AOCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYMNy MOFy Aa KOPUCTE CBW KOjU MOWTYjy oapenbe
cagprkaHe y ogabpaHom Tuny anueHue KpeaTueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oasiyumo/na.

1. AytopcTeo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEKOMepLMjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AennTtn nog nctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO — AEeAnTU noa uctum ycnosmnma (CC BY-SA)

(Monvmo ga 3a0KpyKUTE CaMo jegHy 04, WecT NOHyHeHUX NNUEHLM.
KpaTak onuc MueHUM je cacTaBHK 4eo OBe 13jaBse).

Motnuc aytopa

Y beorpagy,
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1. AytopctBo. [lo3BO/baBaTe YMHOXKaBatbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caonwiTaBatbe Aena, U
npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
NINLUEHLE, YaK U y KomepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuMja o4 CBUX IULLEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo. [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLM)y W jaBHO
caonwTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oz cTpaHe ayTopa
nnAn gasaoua nvueHue. OBa MUeHLA He [403BO/baBa KOMepUUjaaHy ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HEKOMepLuMjanHo — 6e3 npepaga. [o3Bo/baBaTe yMHOXKaBakbe, AUCTPUBYLMjY U
jaBHO caonwTaBakbe Aena, 6e3 npomeHa, npeobMKoBarba UAK ynoTpebe Aena y CBOM Aeny, ako
ce HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oA CTpaHe ayTopa WMAM gaBaoua auvueHue. OBa
NMLEHLA He A03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynotpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocTasie NLEHLE, OBOM
JIMLEHLLOM Ce orpaHuMyaBa Hajsehu obum npasa Kopuwhera agena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjaAIHO — AE/IUTU NOA UCTUM YCNOBUMMA. [l03BO/baBaTe YMHOXKaBakbe,

ANcTprbyLMjy 1 jaBHO caomnliTaBakbe AeNa, U Npepase, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH og cTpaHe ayTopa WM AaBaola JMLEHLE M aKo ce npepaga AUCTpubymnpa nog nctom
AU candHom amueHuom. OBa NMUEHUA He [403BO/baBa KoMepumjanHy ynotpeby aena u
npepaza.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepaaa. [l03Bo/baBaTe YMHOXKaBake, AUCTPUDYLIMjY M jaBHO caonLTaBambe
aena, 6e3 npomeHa, npeobanMKoBarba MAM ynoTpebe gena y CBOM fesly, ako ce HaBepe ume
ayTopa Ha HauuH oapeheH oA, CTpaHe ayTopa UK gasaola avueHue. OBa NMLEHUa A03B0O/baBa
KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpcTBO — AenuTM nod WMCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakbe,
AVCTpubyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake fena, U npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauuMH ofpeheH opg cTpaHe ayTopa WNM [aBaoua NUUEHUE U ako ce npepaga
AUCTpuUOyMpa Mof WCTOM WNKU  CNMYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua [o3BoSbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CrnvuyHa je cogpTBEPCKMM muLeHuama,
OOHOCHO N1LIEHLIaMa OTBOPEHOT koaa.
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