Morfogenetski proteini kosti -

nova nada u rekonstrukciji
koStanih defekata stomatognatoga
podrucja

Sazetak

Kostani morfogenetski proteini jesu skupina od devet poznatih
proteina koji predstavljaju c¢imbenike rasta i diferencijacije s mo-
gucnoscu indukcije nove kosti. Osteoindukcija je tocno uskladeni slijed
bioloskih reakcija koji dovode do pretvorbe mezenhimalnih stanica u
hrskavicu i kost.

In vitro i in vivo studije su dokazale kako su proteinima, da bi mogli
ostvariti svoju klinicku funkciju, potrebni nosaci. Do sada se kao nosac¢
najvise upotrebljavala ACS (apsorbable collagen sponge). Potraga za
Sto vrsnijim nosacem i dalje traje.

Dosadasnja istraZivanja na eksperimentalnim modelima (Stakori,
psi, mini svinje i cimpanze), i na ljudima dobrovoljcima pokazuju velik
potencijal BMP-a u rekonstrukciji koStanih defekata stomatognatoga
podrucja.

Do sada su dobiveni obecavajuci rezultati u parodontnoj kirurgiji,
augmentaciji alveolarnih grebena, augmentaciji dna maksilarnog si-
nusa, lijecenju periimplantitisa, te u lijecenju i vecih kostanih defekata
nakon odstranjena tumora.

Kljuéne rije¢i: morfogenetski proteini kosti, osteoindukcija.
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Uvod manje kalvarija grafta s psece lubanje za pre-

Rekonstrukcija i cijeljenje velikih koStanih de-
fekata stalan je predmet procavanja i istraZivanja
biomedicinskih znanstvenika diljem svijeta.

Gledajuci kroz povijest, jos daleke godine 1668.
nizozemski kirurg Job van Meekeren opisao je uzi-

sadivanje i nadopunu defekata lubanjskih kostiju
vojnika. Godine 1674. nizozemski znanstvenik
Antoni van Leeuwenhoek, jedan od izumitelja
svjetlosne mikroskopije, opisuje i histolosku gradu
kosti. U istome razdoblju Antonius de Hyde obja-
$njava stvaranje kalusa preko kalcifikacije krvnoga
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ugruska na eksperimentalnom Zabljem modelu.
Flamanac Ollier godine 1867. objavio je ispravan
rad o obnovi kosti. Godine 1820. Nijemac Philips
von Walter napravio je prvi klini¢ki autograft, a
1880. Skot William Macewen napravio je prvi
klinicki alograft. Potanki pregled koStanih usadaka
i mogucnost rekonstrukcije njima objavio je godine
1915. U.S. Albee. U doba Drugoga svjetskog rata,
godine 1942., kada je tadas$nja medicina vapila za
rekonstruktivnim materijalima zbog ratnog trauma-
tizma, Inclan objavljuje knjigu o bankama kosti. U
ovome kratkom povijesnom pregledu vazno je spo-
menuti da je godine 1975. u Australiji Taylor na-
pravio prvi fibula-graft.

Rekonstrukcija i cijeljenje velikih kostanih de-
fekata jo§ i danas stvaraju velik problem lijec-
nicima, osobito kirurzima traumatolozima, orto-
pedima i maksilofacijalnim i oralnim kirurzima.
Lijec¢enje manjkavosti lokomotornog i stomatogna-
toga sustava dozivjelo je u posljednjih dvadesetpet
godina znatne izmjene, i naravno napredak. Od
prvoga fibula-grafta do danas u¢injeno je mnogo na
tehnici vaskularizranih koStanih presadaka, te je
danas kostano tkivo medu najcesce presadivanim
ljudskim tkivima i mnogo se ¢e$ce rabi nego koza,
ovojnice, arterije i vene. Medu glavnim razlozima
takva odnosa jest i ¢injenica da kost ima alogenetsku
strukturu, a time i mo¢ stvaranja osteoindukcije bez
obzira na preZivljavanje kostanoga tkiva koje je
posluzilo kao usadak (1).

Osim presadivanja kosti, osamdesetih su se
godina u rekonstruktivnoj kirurgiji kosti ucestalo
rabili preparati na bazi trikalcij fosfata i hidroksil-
apatita koji su trebali imati u zacjeljivanju kostanih
defekata osteokonduktivnu zadacu (2-6).

Tako se implantate koji se rabe u rekonstruk-
tivnoj kirurgiji kostanoga tkiva moze klasificirati:
1. Autologni implantati - implantati koji se pre-

saduju s jednoga mjesta na drugo kod iste je-

dinke:
a) kortikalna kost
b) kostana srz
c¢) kombinacija kortikalne kosti i kostane srzi

2. Alogenicni implantati - implantati presadeni s
jedne jedinke na drugu unutar iste vrste. To su:
a) smrznuta osus$ena kortikalna kost 1 koStana

SIZ

3. Ksenogenicni implantati - implantati presadeni s
jedinke druge vrste:
a) smrznuta i osus$ena teleca kost

4. Aloplasticni implantati - implantati od razlicitih
materijala kojima se potice stvaranje kosti:
a) kolagenska vlakna
b) trikalcijum-fosfat
¢) hidroksilapatit

Do sada znani materijali, pretezno na bazi HA
(hidroksilapatita), pokazuju da je potrebno naci bolji
pripravak buduci da je uspjeh uporabe dosadasnjih
pripravaka samo razmjerno zadovoljavajuci.

Znatan napredak u razumijevanju stvaranja kosti,
kao i u rjeSavanju kostane rekonstrukcije i zacje-
ljivanja, donijela je identifikacija potpuno nove
obitelji proteina, “morfogenetskih kostanih pro-
teina”(BMP) (1).

Problem osteoindukcije prvi je razjasnio Duha-
mel, ali se glavnim istraziva¢em i otkriva¢em mor-
fogenetskih proteina smatra A.H. Reddi s Kali-
fornijskoga sveucilista koji je u in vitro studijama
dokazao njihovu veliku osteoinduktivnu sposobnost
te omogucio njihovu klini¢ku primjenu u orto-
pedskoj kirurgiji, stomatologiji, plasti¢noj i rekon-
struktivnoj kirurgiji (7,8).

Osim navedenih pretklinickih i klini¢kih ispi-
tivanja na Zivotinjama s ciljem da se otkriju sva
svojstva BMP-a, diljem SAD-a provode se ispi-
tivanja i na ljudima.

Tako se u dosada$njoj literaturi spominje po-
zitivan utjecaj BMP-a na stvaranje novih bubreznih
jedinica (glomerula) prigodom aplikacije u bolesni
bubreg te na pojacano grananje ZivCane stanice
tretirane BMP-om (9,10).

Struktura i klasifikacija BMP-a (bone mor-
phogenetic proteins)

Morfogenetski kostani proteini (BMP-bone mor-
phogenetic proteins) skupina su od devet do sada
poznatih proteina (11,12).

Oni predstavljaju ¢imbenike rasta i diferen-
cijacije izolirane iz kosti s moguénoséu indukcije i
regeneracije raznih vrsta misiéno-skeletnih tkiva
(kosti, hrskavica, tetiva, ligamenata, parodonta i
dentina), a podskupina su velike skupine trans-
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formirajucega ¢imbenika rasta (TGF-B-transforming
growth factor) (13).

Proteini BMP-2 do BMP-9 imaju sli¢ne struk-
turne osobitosti, za razliku od BMP-1 koji se zbog
svojega slijeda aminokiselina ne moze svrstati u
TGF-B superobitelj, a nije ni sposoban potaknuti
stvaranje kosti.

Naime, proteini BMP-2 do BMP-9 imaju sli¢ne
strukturne osobitosti: hidrofobnu sekretornu vodecu
sekvencu, veliku regiju propeptida i zrelu regiju-
-domenu.

Ta zrela domena sadrzava aktivnu tvar molekule;
unutar domene nalazi se sedam cisteinskih ostataka
koji su karakteristi¢ni za TGF-f3 superobitelj.

Iznimku ¢ini BMP-8 koji sadrZzava osmi cistein
u toj regiji (14).

Molekularna biologija i mehanizam djelo-
vanja BMP-a

Morfogenetski proteini kosti jesu ¢imbenici rasta
i diferencijacije izolirani iz kosti sa sposobnoscu da
sami regeneriraju oStecenu kost u postfetalnom
Zivotu ponavljanjem stani¢nih zbivanja koja se

osteocit

dogadaju u formiranju kosti za vrijeme embrio-
nalnog razvoja. Vec se tridesetak godina zna da
proteinski ekstrakti kosti omogucuju regeneraciju
muskuloskeletalnih tkiva na Zivotinjskim modelima
(stvaranje nove hrskavice i koStanoga tkiva u njoj).

Time je dokazana specifi¢na bioloska aktivnost
BMP-a koja je odredena odgovorom stanica i mi-
krookoline raspolozive na mjestu ozljede (15-19).

Taj proces poznat je kao enhondralna osifikacija.
Ne stvara se nova kost izravno iz mezenhima in-
tramembranoznim okoStavanjem, nego prije toga
slijedi hrskavi¢na medufaza, kao za vrijeme fetalnog
rasta i razvoja.

Primarno djelovanje BMP-a jest diferencijacija
mezenhimalnih prekursor stanica u stanice koje
stvaraju hrskavicu i kost (Slika 1).

Mehanizam dogadaja koji slijedi pod utjecajem
BMP-a jest sljedeci: diferencijacija mezenhima,
proliferacija mezenhimalnih zametnih stanica, hon-
drogeneza, hipertrofija i mineralizacija hrskavice,
angiogeneza i vaskularna invazija, diferencijacija
osteoblasta i kona¢no osteogeneza (1).

Ipak, upotrebljavajuci vece koli¢ine BMP-a mo-
Ze se vidjeti da osteogeneza tece istodobno s hon-
drogenezom (12,13).

oz VY

hondrocN steoblast

hemocnoblast

FENOTIP

Q0

oG

gigantska osteoprogenitorna retikularna fibroblast

stanica stanica

lipoblast
stanica

kostane srzif 2

MORFEOGENETSKI MATRIKS

v
GENOTIP @—»@—»@—»@——»

MEZENHIMSKE STANICE

mehanizam povratne sprege

Slika 1. Primarno djelovanje BMP-a

Figure 1. The primary activity of BMP (bone morphogenetic proteins)
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Mora se spomenuti da BMP-i postoje i na ra-
zli¢itim neskeletalnim mjestima za vrijeme razvoja.

To pokazuje i njihovu mogucu ekstraskeletalnu
ulogu, sto su vec¢ neki pretklinicki eksperimenti
dokazali na Zivotinjama (9,10).

Clanovi skupine transformirajucega ¢imbenika
rasta-BB (TGF-B) provode signale od stani¢ne mem-
brane do jezgre preko specifi¢nih tip I i tip II
receptora i Smad proteina (20).

Smad 1 i Smad 2 proteini posrednici su signala
BMP-a, buduci da su Smad 2 i Smad 3 provodnici
signala TGF-8.

Smad 4 je zajednicki posrednik za oba puta.
Smad 6 1 7 su inhibitori signala ¢lanova skupine
TGF-8 (17,20).

Kostani matriks je jedno od najvedih spremista
TGF-B. Pet izoformi je izolirano iz govedega ko-
Stanog matriksa, a ¢ine ih tri homodimera i dva
heterodimera. U ljudskome kostanom tkivu, ovisno
o stanju unutar ko$tanih stanica, TGF-81 je do-
minantna izoforma TGF- (21).

TGF-B se nalazi unutar koStanih stanica kao
inaktivni prekursorni kompleks u latentno pove-
zanom obliku (proteinskom). Aktivacija latentne
forme moze se pokrenuti putem tkivnih proteaza,
promjenom pH i osteoklasti¢nom resorpcijom (21).

Osteoindukcija BMP-om

Kost ima alogenetsku strukturu, a time i spo-
sobnost stvaranja osteoindukcije bez obzira na
prezivljavanje kostanoga tkiva koje je posluzilo kao
usadak. To je ujedno i jedan od glavnih razloga zbog
¢ega je danas kostano tkivo medu najcesce pre-
sadivanim ljudskim tkivima.

Kost je tkivo $to se stalno obnavlja tijekom
Zivota izazivajuci morfogenetski oblikovan odgo-
vor, i to ostaje njeznim obiljezZjem nakon rodenja.

Osteoindukcija predstavlja tocan slijed bioloskih
reakcija, veoma uskladenih, koje dovode do pret-
vorbe mezenhimalnih stanica u hrskavicu i kost, pod
utjecajem difuzibilnog morfogenetskog proteina
kosti.

Nakon ugradnje dekalcificiranoga koStanog ma-
triksa u izvanskeletna mjesta, potkozno ili intra-

muskularno, indukcijom usatka u primaocu nastaje
hrskavica i kost.

Stanice koje reagiraju na podrazaj morfoge-
netskog proteina najvjerojatnije su nediferencirane
mezenhimalne stanice miSic¢a i mi§i¢nih ovojnica.

Bez morfogenetskog proteina one nemaju osteo-
induktivnu sposobnost. BMP-i su za sada izolirani
iz organskoga matriksa kortikalne kosti pokusnih

Zivotinja, dentina i cakline, te ljudskog osteosar-
koma (1,22).

Na stani¢noj razini osteoindukcija se zbiva u tri
faze: kemotaksija, mitogeneza i diferencijacija.

Mora se spomenuti da je optimalna indukcija
stvaranja kosti ovisna o zajednickom (sjedinjenom)
djelovanju BMP-a i komplementarnog nosaca, §to
ima najvecu vaznost za buduce terapije (12,23).

BMP-u je potreban nosac jer je topiv u eks-
tracelularnoj tekucini, te je bez nosaca fagocitiran u
roku od deset dana (12).

Nosac¢i BMP-a

Idealan nosa¢ morao bi biti imunoloski inertan,
osteokonduktivan, resorptivan, bioapsorbilan, te bi
se s njim trebalo lako rukovati i lako ga oblikovati,
tako da se najbolje prilagodi mjestu uporabe.

Nadalje, vazno je da inicira optimalnu osteogenu
aktivnost s razmjerno malim dozama rhBMP-a i
da pomogne angiogenezu te naposljetku vaskula-
rizaciju (11).

Godine 1996. Sigurdsson i suradnici u svojem su
radu (24) ispitali pet materijala kao kandidate za
nosace. To su bili:

1. pseci demineralizirani koStani matriks (canine
demineralized bone matrix-DBM),

2. govedi kristalini¢ni kostani matriks (Bio-Oss)
iz kojega je organska komponenta izvadena,

3. upijajuca kolagena spuzva (ACS-apsorbable
collagen sponge) govedega kolagenog tipa I,

4. poli ( D, L-laktid-co-glikolid) mikrocestice
(PLGA),

5. granule poliakrilat kiseline (Drilac).

No ni jedan od tih nosaca nije se pokazao ide-
alnim.
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DBM, na primjer, stvara velik postoperativni
otok i povecanu koStanu masu u odnosu prema
veli¢ini prije operacije. Potencijalni prijenos in-
fektivnih uzro¢nika takoder ogranic¢ava upotrebu
DBM-a.

Bio-Oss je porozni kristalini¢ni govedi koStani
materijal iz kojega je izvadena organska sastavnica.
No, Bio-Oss se polako resorbira tako da nakon
odgovarajuceg vremena potrebnog za stvaranje
nove kosti Cestice neresorbiranoga Bio-Oss-a zao-
staju i uzrokuju poroznu strukturu, to jest malu
gustocu kosti.

Spora resorpcija materijala moZe ograniciti nje-
govu uporabu.

ACS je upijajuca kolagena spuzva dobivena iz
kolagena tipa I iz govede tetive. Postoperativno

oticanje je umjereno, rukovanje je veoma lagano, ali
ne i sposobnost adekvatnog zadrzavanja prostora.

PLGA je pokazala slaba mehanicka svojstva i
neadekvatno klinicko rukovanje.

Drilac s krvlju takoder iskazuje lo§ fizicki in-
tegritet. LoSe klinicko rukovanje i spora resorpcija
ogranicavaju njegovu prihvatljivost i korisnost kao
nosaca (24).

Pretklini¢ka i klinicka ispitivanja

Nakon pronalaska BMP-a pocelo se njihovim
pretklinickim i klinickim ispitivanjima, a poslje-
dnjih godina provedena su mnoga eksperimentalna
i klinicka ispitivanja osteoinduktivnih predstavnika
BMP-a, kao §to su thBMP-7 (OP-1) i rhBMP-2.

In vivo je dokazano da OP-1 (thBMP-7) ima
mogucnost indukcije nove kostane formacije
(16,17).

Studije na Zivotinjama pokazale su da osim
OP-1 i rhBMP-2 ima osteoinduktivnu sposobnost,
dapace da ima klju¢nu ulogu u rastu i regeneraciji
kosti.

Istrazivanja provedena na nekoliko vrsta sisa-
vaca pokazala su da oba osteogena proteina uzro-
kuju stvaranje nove kosti (15-20).

Tako moZemo spomenuti da OP-1 u kombinaciji
s proizvedenim kostano kolagenim nosiocem visoke
¢istoce moze pojedina¢nom lokalnom aplikacijom

dovesti do obnove i regeneracije kostanih defekata
na dugim kostima pasa, zeceva i ne humanih pri-
mata (npr. kod africkog zelenog majmuna kosStani
defekt tibie veli¢ine 2 cm, zacijelio je za 20 tjedana)
(25).

Mehanicka su testiranja pokazala da kostani
defekti tretirani s OP-1 nakon Cetiri tjedna pokazuju
vecu ¢vrstocu nego netretirani nakon dvanaest tje-
dana (17).

Takoder su studije na §takorima i malim svi-
njama u smislu mandibularne augmentacije 1 re-
konstrukcije mandibularnih diskontinuiteta, poka-
zale da OP-1, uz Bio-Oss kao nosioca, djeluju
visoko osteoinduktivno (26).

RhBMP-2 u kombinaciji s ACS (absorbirajucom
kolagenom spuzvom) kao nosa¢em takoder je
kirurski siguran i upotrebljiv implantat za rekon-
strukciju razli¢itih maksilo-facijalnih defekata (27).

Osim toga, hBMP-2/ACS inducirao je stvaranje
nove kosti u svih tretiranih pacijenata (sinuslifting)
bez negativnih komplikacija, §to je dokazano hi-
stoloSkom raS¢lambom, biopsijom i CT-om (28).

Mnogi znanstvenici ispitivali su thBMP-2 i
rhBMP-7/OP-1 na Zivotinjskim modelima kao mo-
gucnost parodontne terapije (29-33). Svrha je bila
ustanoviti da li proteini induciraju stvaranje ce-
menta, parodontnog ligamenta i regeneraciju alve-
olne kosti.

Zivotinje koristene za pokuse bili su majmuni,
beagle psi i Stakori.

Indikacije za upotrebu BMP-a u oralnoj i
maksilofacijalnoj kirurgiji

Kostane morfogenetske proteine mozemo upo-
trebljavati kod kostanih defekata razlicite etiologije.
Tako ih moZemo upotrebljavati kod saniranja vecih
fraktura i defekata kosti nastalih kao posljedica
traume (udarci, strijelne ozljede), nakon operativnih
odstranjenja malignih procesa, cista, vecih ostitickih
procesa i tumora. Upotrebljavaju se i u parodon-
tologiji kod opseznije kompromitiranih parodon-
toloskih bolesnika (29,30).

Glavni problem parodontne terapije jest rege-
neracija parodonta (29).
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To znaci da je potrebno inicirati osteogenezu i
cementogenezu sa stvaranjem novog cementa na
povrsini korijena, ogoljenoga infektivno-upalnom
bolesti, stvaranje kosti i urastanje funkcionalno
orijentiranih novih vlakana vezivnoga tkiva u kost
i cement.

Idealna regeneracija zahtijeva novo stvaranje
kosti, novo odlaganje cementa na ogoljele korijene
i uraStanje funkcionalno orijentiranih novih kola-
genih vlakana parodontnog ligamenta u novu kost 1
cement.

Primjeri danasnjih terapija regeneracije paro-
donta ukljucuju kostane kaleme i GTR (guided
tissue regeneration) tehnike. Kako one ne zado-
voljavaju, jer su dosta klinicki nepredvidljive, ostaje
potreba za razvojem novih terapija. U tome bi
morfogenetski kostani proteini mogli biti klju¢no
rijeSenje.

Danas je u rutinskoj uporabi u parodontologiji
morfogenetski protein cakline (EMDOGAIN-
BIORA AB) svedskoga proizvodaca (31-37).

Rezultati studija na primatima pokazali su da
proteini caklinskoga matriksa, zajedno s mukope-
riostalnim reznjom, dovode do neogeneze perio-
dontalnog potpornoga tkiva koje je identicno onome
formiranom za vrijeme razvoja zuba.

Novonastala tkiva karakterizirana su acelularnim
cementom koji ¢vrsto leZi na dentinu, funkcionalno
orijentiranim periodontalnim ligamentom i novom
alveolarnom kosti.

Zatim su provedena ispitivanja na ljudima, a
rezultati su bili sli¢éni onima dobivenim na pri-
matima (35,36,37).

BMP-i se upotrebljavaju kod atrofi¢nih alve-
olarnih grebena i kod augmentacije dna sinusa
(sinuslifting), koja omogucuje protetsko zbrinja-
vanje pacijenata ugradnjom dentalnih implantata i
kona¢nim fiksnim ili fiksno-mobilnim protetskim
radom.

Takoder se njima moZemo Kkoristiti kod dehis-
cijencije kosti kao posljedice periimplatitisa. Kao
neistrazenu mogucnost svakako treba na humanome
modelu ispitati moguénosti uporabe BMP-a kod
prosirenih indikacija za apicoectomiju (periradi-
kularne ostiticke promjene) i za stvaranje dentina na
jos§ vitalnim zubima.

Zakljucak

Pronalaskom kostanih morfogenetskih proteina
otvoreno je novo poglavlje u rekonstruktivnoj ma-
ksilofacijalnoj i oralnoj kirurgiji te u kirurgiji pa-
rodonta.

Istrazivanjima na primatima, psima i Stakorima
dokazano je da osteoinduktivni kostani morfoge-
netski proteini thBMP-2 i rhBMP-7/OP-1 induciraju
stvaranje nove kosti.

S prikladnim nosacem ta dva osteoinduktivna
proteina omogucavaju cijeljenje raznih ko$tanih
defekata maksilofacijalnog podrucja.

Uspjesno fiksnoprotetsko zbrinjavanje ugrad-
njom dentalnih implantata, posto su podignuta dna
sinusa u pacijenata kod kojih nalazimo parcijalnu i
totalnu bezubost, upotrebom je BMP-a postalo vrlo
pouzdano (38).

Osim toga, parodontoloski kompromitirani bo-
lesnici, kao skupina pacijenata koji su u dosadasnjoj
terapiji imali relativno zadovoljavajuce rezultate,
uspjesno se danas tretiraju morfogenetskim pro-
teinima cakline.

Zaklju¢no mozZemo reci da je naknadna uporaba
na ljudima pokazala izvrsne rezultate i uz daljnje
istrazivanje svojstava proteina i odgovarajucih
nosaca buduénost terapije kostanim morfogenet-
skim proteinima vrlo je obecavajuca.

Buduci da je jedan od glavnih istrazivaca i
izumitelja BMP-a profesor S. Vukicevi¢ s naseg,
Zagrebackog sveuciliSta, u perspektivi se nadamo da
¢e se neke od indikacija uporabe BMP-a u sto-
matologiji, ispitane na Zivotinjskome modelu, poceti
prvotno rabiti na humanome modelu kod nas na
Stomatoloskom fakultetu u Zagrebu.
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