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Popis oznaka i kratica

3D — trodimenzionalni
AC - zglobni hondrociti (engl. Articular Chondrocytes)
ACI — autologna transplantacija hondrocita (engl. Autolougous Chondrocyte Implantation)

ADAMTS - dizintegrin i metaloproteinaze s trombospondinskim motivima (engl. A Disintegrin
And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs)

BMP-2, -6 — kostani morfogenetski proteini-2, -6 (engl. Bone Morphogenetic Protein-2, -6)
cDNA — komplementarna DNA (engl. complementary DNA)

CD - stani¢ni diferencijacijski antigen (engl. Cluster of Differentiation)

CFS — nosac bez stanica (engl. Cell-Free Scaffold)

COX-2 — cikolooksigenaza-2

CRP — C-reaktivni protein

CTR — negativna kontrola (engl. Control)

DAB — 3',3' diaminobenzidintetraklorid

DNaze | — deoksiribonukleaza | (engl. Deoxyribonuclease )

DMEM - osnovni medij za stani¢ne culture (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza (engl. Glyceraldehyde 3-Phosphate
Dehydrogenase)

FBS — fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine Serum)

FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. Fibroblast Growth Factor)

FLS - fibroblastima sli¢ni sinoviociti (engl. Fibroblast-Like Synoviocytes)
PLA2 — fosfolipaza A2

GAGs — glikozaminoglikani



GMP — dobra proizvodacka praksa (engl. Good Manufacturing Practice)

GMR — omjer geometrijske srednje vrijednosti (engl. Geometric Mean Ratio)

HEPES — 2-(4-(2 hidroksietil)-1-piperazinil)-etansulfonska kiselina

ICE — interleukin-1B konvertirajuc¢i enzim (engl. IL-18 Converting Enzyme)

ICRS — Medunarodno drustvo za obnovu hrskavice (engl. International Cartilage Repair Society)
IL-1B, -6, -15, -17, -18, -21 — interleukin-14, -6, -15, -17, -18, -21

iINOS - inducibilna sinteaza dusik oksida (engl. inducible Nitric Oxide Synthase)

IL-1R1 — interleukin-1 receptor tip | (engl. Interleukin 1 receptor, type 1)

IL-1Ra — interleukin-1 receptor antagonist (engl. Interleukin 1 receptor antagonist)

LKB4 — leukotrien B4

MACI — matriksom-potpomognuta trasnplantacija autolognih hondrocita (engl. Matrix-induced
Autologous Chondrocyte Implantation)

mIL-6R — membranski interleukin-6 receptor
MMP — matriks metaloproteinaze (engl. Matrix Metalloproteinases)

MT-MMP — matriks metaloproteinaze membranskog tipa (engl. Membrane-Type Matrix
Metalloproteinases)

NC — hondrociti hrskavice nosnog septuma (engl. Nasal Chondrocytes)
NK — prirodnoubilacke stanice (engl. Natural Killer Cells)

NGF — Ziv€ani ¢imbenik rasta (engl. Nerve Growth Factor)

NO — dusikov oksid (engl. Nitric Oxide)

NSAIL — nesteroidni antiinflamatorni lijekovi

OA — osteoartritis

PBS - fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffered Saline)

PGE2 — prostaglandin E2

PEG - polietilen glikol (engl. poly(ethylene glycol))

PFA — paraformaldehid (engl. paraformaldehyde)



PGA — poliglikolna kiselina (engl. Polyglycolic Acid)
PLLA — poli-L-lakti¢na kiselina (engl. Poly-L-lactic Acid)
PSG — penicilin-streptomicin-glutamin

PTOA — posttraumatski OA

gRT-PCR — kvantitativha lan€ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative
Real Time-Polymerase Chain Reaction)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. Ribonucleic Acid)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Substances)

sIL-6R — topljivi interleukin-6 receptor (engl. soluble Interleukin-6 Receptor)

SD - standardna devijacija (engl. Standard Deviation)

SOX — transkripcijski €imbenik za odredivanje spola (engl. Sex-determining region Y (SRY)-box)
TGF-B — transformirajuci Cimbenik rasta beta 1 (engl. Transforming Growth Factor Beta 1)
TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor Alpha)

TNF-R — receptor ¢imbenik nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor Receptor)

tPA — tkivni plazminogenski aktivator (engl. tissue Plasminogen Activator)

uPA — urokinazni plazminogenski aktivator (engl. Urokinase Plasminogen Activator)
VEGF — vaskularni endotelijalni ¢imbenik rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor)

viv% — volumni udio



1. UVOD | SVRHA RADA

Ostecenja zglobne hrskavice predstavljaju veliki kliniCki izazov i znacajan
socioekonomski problem suvremenog drustva. Zglobna hrskavica nema perihondrij,
krvne i limfne Zile niti je inervirana, a samim time su njene reparatorne i regeneratorne
sposobnosti vrlo skromne. Hrskavicu odlikuju iznimne biomehani¢ke osobine, $to joj
omogucava ucinkovit prijenos sila na kosti, no jednom kada se ozljedi teSko moze
zacijeliti. lako trenutacno dostupne opcije lije€enja mogu znacajno unaprijediti kliniCki
status i smanijiti simptome u bolesnika, optimalni modalitet lijeCenja joS uvijek nije
dostupan. Autologni trodimenzionalni kostano-hrskavi¢ni presatci uzgojeni u perfuzijskom
bioreaktoru predstavljaju zna€ajan napredak u lije€enju ostecenja hrskavice. Poznato je
da ugradnja presadaka u kombinaciji sa samim operacijskim postupkom moZze izazvati
znacajnu upalnu rekaciju zgloba, a koja je pak izrazito nepovoljna za regeneratorne i
reparatorne procese same hrskavice. Svrha ovog istraZzivanja je analizirati upalnu reakciju
zgloba nakon implantacije presatka, utvrditi koji dio zgloba je vise zahvaéen (mjesto

presatka ili okolna sinovija) te utvrditi koliku upalu uzrokuje pojedini tip presatka.

1.1. OA (idiopatski)

|diopatski osteoartritis (OA) je najced¢i oblik artritisa i jedan od vodecih uzroka
invalidnosti. Ova degenerativna bolest zglobova zahvaca viSe od polovice ljudi starijih od
65 godina. Prema procjeni Svjetske zdravstvene organizacije vise od 150 milijuna ljudi u
svijetu boluje od OA. Karakterizira ga progresivno propadanje zglobne hrskavice,
remodeliranje subhondralne kosti, lezije koStane srzi, oSte¢enje meniskusa i sinovitis (1,
2). OA CeSc¢e zahvaca odredene zglobove, kao $to su koljenski zglob, zglob kuka,
interfalangealni zglobovi prstiju, bazu palca, prvi metatarzofalangealni zglob i apofizne
(fasetne) zglobove donjeg dijela vratne i lumbalne kraljeSnice. Glavni simptomi i znakovi

OA uklju€uju kroni¢nu bol koja se pojacava prilikom koridtenja zglobova i smanjuje u



mirovanju, uko¢enost zglobova koja je najzamjetnija nakon perioda neaktivnosti, grube
krepitacije i nastanak osteofita (3). OA prema svojoj etiologiji moZzemo razvrstati u dvije
skupine: primarni (idiopatski ili ne-traumatski) i sekundarni (posttraumatski OA (PTOA,
engl. Posttraumatic Osteoarthritis), upalni, metaboli¢ki i sl.). Dugo se mislilo da je OA
isklju€ivo degenerativna bolest hrskavice, medutim noviji dokazi upucuju na vise uzro¢nih
C¢imbenika odgovornih za razvoj OA, kao Sto su trauma, mehaniCke sile, upala,
biokemijske reakcije i metaboli¢ki poremecaiji (4). Konvencionalno lijecenje OA usmjereno
je na simptomatski tretman, uglavnhom na kupiranje boli te nije usmjereno na obnovu
oStecene hrskavice niti sprijeCava daljnje degenerativne procese. S obzirom da zglobna
hrskavica, ligamenti i menisci imaju vrlo ograniCenu moguénost cijeljenja, obnova ovih

tkiva ostaje najvazniji cilj novijih pristupa u lijecenju OA (5).

1.2. PTOA

Mnoge studije su pokazale da ozljede zgloba znafajno povecavaju rizik za
nastanak OA. U literaturi se navodi da je rizik nastanka PTOA nakon znacajne ozljede
zgloba 75% (6). Smatra se da se priblizno 12% svih simptomatskih OA kuka, koljena i
gleznja moze pripisati PTOA(7, 8). PTOA, u odnosu na druge oblike OA uglavhom pogada
mlade odrasle osobe. Bolesnici s OA koji su imali ozljedu zgloba prosje¢no su za vise od
10 godina mladi u odnosu na bolesnike s OA koji nisu imali takvu ozljedu. Cesti uzroci koji
dovode do PTOA uklju€uju intraartikularne prijelome te ozljede meniskusa, ligamenata i
oStecenja hrskavice (9). Najzastupljenije su ozljede koljena, a zatim ozljede gleznja (10,
11). Takoder, PTOA moZe nastati nakon ozljede kuka i ramena. PTOA se klinicki
dijagnosticira kad se pojave simptomi, Cije vrijeme pojave je varijabilno. Tako se simptomi
mogu pojaviti rano, za manje od godinu dana ili bolesnik moZze biti bez simptoma kroz
duze vremensko razdoblje, ¢ak 10-20 godina nakon ozljede. Medutim, u oba slu€aja
vjeruje se da razvoj OA u ozlijedenim zglobovima poc€inje za vrijeme inicijalne ozljede

posredovanjem patoloskih procesa u zglobu, kao Sto su apoptoza hondrocita, pregradnja



subhondralne kosti, infiltracija hrskavice i kosti upalnim stanicama i otpustanje medijatora

upale u sinovijalnu tekucinu (12).

1.3. Hrskavi¢no tkivo

Hrskavica je klasificirana kao posebna vrsta vezivnog tkiva mezodermalnog
podrijetla. To tkivo karakteriziraju hondrociti koji su uronjeni u izvanstani¢ni matriks koji se
sastoji od osnovne tvari, polisaharida, fibrilarne komponente i intersticijske tekucine,
uglavnom vode. Hrskavica nema direktnu opskrbu krvlju, limfnih zila ni ziv€anih
zavrSetaka te dopremanje hranjivih tvari ovisi o difuziji iz okolnih tkiva. Elasti¢nu i hijalinu
hrskavicu okruzuje sloj gustog vezivnog tkiva ili perihondrij koji omogucuje prinos
nutrijenata do hondrocita preko krvnih Zila. Zglobna hrskavica nema perihondrij te
nutrijente prima difuzijom iz sinovijalne tekucine (13). Ovisno o sastavu i funkciji

razlikujemo tri vrste hrskavice: hijalinu, vezivnu i elasticnu hrskavicu (14).

1.3.1. Elasti¢na hrskavica

Kao Sto ime govori, elasticna hrskavica je elastiCna i fleksibilna hrskavica koja
moze izdrzati opetovano savijanje. Unutar medustaniCne tvari prevladava vlaknasta
komponenta, s kolagenom tipa Il i elasticnim vlaknima gusto razgranatim u viSe smjerova.
Hondrociti koji leze izmedu vlakana su veéi, s manje izogenih skupina (skupine od najvise
8 stanica koje su nastale mitotskom diobom jednog hondrocita) u usporedbi s hijalinom
hrskavicom. Ovo hrskavi¢no tkivo pruza elasti€nost organima unutar kojih je prisutno:

epiglotis, uSka i Eustahijeva cijev (15).



1.3.2. Vezivna hrskavica

Vezivna hrskavica smatra se prijelaznim tkivom izmedu hijaline hrskavice i gustog
vezivnog tkiva poput tetiva i ligamenata (16). Njezin matriks je bogat gusto isprepletenim
kolagenskim vlaknima koje ovo tkivo Cine vrlo otpornim na kompresiju. Hondrociti su
prisutni u vrlo malom broju i uskladeni su s gustim kolagenskim vlaknima. Za razliku od
hijaline hrskavice, vezivna hrskavica sadrZi visoku razinu kolagena tipa | uz kolagen tipa
Il. Vezivna hrskavica prisutna je izmedu tijela kraljeSaka, u simfizi stidne kosti, meniscima

I na mjestu vezivanja tetiva za kost.

1.3.3. Hijalina hrskavica

Hijalina hrskavica je naj¢eSc¢a vrsta hrskavice u tijelu. Sluzi kao privremeni skelet
za vrijeme embrionalnog razvoja, dok se postupno ne zamijeni kostanim tkivom. Njezin
matriks bogat je glikozaminoglikanima (GAGs, engl. glycosaminoglycans) i kolagenskim
vlaknima (uglavnom kolagen tipa Il) koji se ne vide mikroskopom nakon rutinskog
histoloSkog bojanja. GAGs stvaraju bo¢ne lance kovalentno vezane za srediSnji protein i
stvaraju proteoglikane, pri ¢emu je agrekan najveci i najzastupljeniji (15). Hijalina
hrskavica prisutna je na spojevima rebara i prsne kosti, u traheji, u nosnoj pregradi i na
zglobnim povrSinama sinovijalnih zglobova, kao Sto su primjerice rameni zglob i zglob

koljena.

1.3.4. Zglobna hrskavica

Zglobna hrskavica je tip hijaline hrskavice koja oblaze povrSinu kostiju u
sinovijalnim zglobovima. Morfoloski se razlikuju Cetiri zone zglobne hrskavice: povrSinska
zona (lat. zona superficialis), prijelazna zona (lat. zona transitionalis), duboka ili radijalna
zona (lat. zona radialis) i kalcificirana zona (lat. zona calcificata) (17). Unutar zglobne
hrskavice sastav izvanstani¢nog matriksa varira unutar razli€itih zona tkiva, od najviSeg
povrsnog sloja koji je u kontaktu sa sinovijalnom teku¢inom unutar zglobne Supljine do

najdubljeg sloja, koji je u kontaktu sa subhondralnom kosti. U tom smjeru se fibrilarne i



komponente intersticijske tekuc¢ine smanjuju, dok se povecava udio osnovne tvari. Gornja
povrsinska zona sadrzi manje koli¢ine kolagena tipa |I. Hondrociti u ovoj zoni su plosnati i
nalaze se blizu jedan drugome, a kolagenska vlakna (kolagen tipa Il i IX) su gusto sloZzena
i paralelna sa zglobnom povrsinom (18). Hondrociti u ovoj zoni sintetiziraju velike koli¢ine
kolagena i male koli€ine proteoglikana. Voda je prisutna u najvecoj koli€ini u povrsinskoj
zoni (17). U prijelaznoj zoni nalaze se hondrociti sferoidnog oblika, a kolagenska vlakna
su nasumicno rasporedena u razli€itim smjerovima. Hondrociti u dubokoj zoni su sferoidni
i organizirani u stupic¢e koji se nalaze okomito u odnosu na povrsinu zglobne hrskavice.
Kolagenska vlakna okomito penetriraju kroz grani¢nu crtu (engl. tidemark) i ulaze u
kalcificiranu hrskavicu te osiguravaju stabilnost zglobne hrskavice na subhondralnoj kosti
(18). Mineralizirana zona sadrzi mali broj hondrocita koji imaju slabu metaboliCku
aktivnost. U ovoj dubokoj zoni hondrociti su hipertrofiCni i sintetiziraju kolagen tip X (14).

Ova zona je prijelazna zona prema subhondralnoj kosti.

Kolagenska vlakna pokazuju razli€itu organizaciju u razli€itim slojevima hrskavice
te teku paralelno sa zglobnom povrS§inom u povrsinskom sloju, pojavljuju se prili¢no
neorganizirano u srednjem sloju, a zatim vertikalno prolaze kroz dubinu prijelazne zone.
O takvoj prostornoj organizaciji kolagenskih vlakana ovisi smjer mehanicke stimulacije i

daje hrskavici vlacna svojstva (19, 20).

1.3.5. Hrskavica nosne pregrade

Glavna funkcija nosne hrskavice je oblikovanje nosa pruzanjem strukture i potpore,
a istovremeno osigurava i odredeni stupanj fleksibilnosti. Hijalina hrskavica nosne
pregrade je avaskularna, visoko hidrirana i karakterizira je velika koli€ina izvanstani¢nog
matriksa bogatog kolagenom tipa Il i GAGs (21). Uklopljeni hondrociti razlikuju se u veli€ini
i obliku u skladu s njihovim poloZajem unutar tkiva te su brojniji, plosnati i orijentirani
paralelno s povrSinom u vanjskim hrskaviénim regijama, dok se zaobljeniji hondrociti
nalaze u manjem broju u srediSnjim hrskavi¢nim regijama (22). Nosna hrskavica se, kao

dio kranijalnog kostura, razvija iz stanica kranijalnog neuralnog grebena -



mezoektoderma, za razliku od ostalog hrskavic¢nog tkiva na drugim dijelovima tijela, poput
zglobne hrskavice koja je mezodermalnog porijekla.

Nedavno je dokazano da hondrociti izolirani iz zrele hrskavice nosne pregrade
odraslih osoba mogu odrzati funkcionalnost tijekom serijskog kloniranja, ali i odgovoriti i
prilagoditi se mjestima heterotopiCke transplantacije. Na temelju ovih nalaza, hrskavicni
presatci proizvedeni od hondrocita izoliranih iz nosne pregrade koristeni su za

rekonstrukciju nosnog krila i za lije€enje oSteCenja zglobne hrskavice (23, 24).

1.4. Ostecenja zglobne hrskavice

OsteCenja zglobne hrskavice se obi¢no klasificiraju koristeCi ljestvicu po
Outerbridge-u. On je klasificirajuci razliCite stupnjeve hondromalacije patele opisao Cetiri
stupnja hrskavi¢nih lezija: omekSavanje i oticanje (stupanj 1), fragmentacija i rascjep
promjera < 1,5 cm (stupanj 2), fragmentacija i rascjep promjera = 1,5 cm (stupanj 3), i
erozija hrskavice do subhondralne kosti (stupanj 4) (25). U zadnje vrijeme se CeSc¢e u
klinickoj praksi koristi ljestvica Medunarodnog drustva za obnovu hrskavice (ICRS, engl.
International Cartilage Repair Society) nastala iz radova Brittberga i Petersena (26, 27).
Ljestvica takoder ukljuCuje Cetiri stupnja, uz nulti stupanj koji ozna¢ava normalnu
hrskavicu: normalna hrskavice (stupanj 0), povrSne lezije, fisure i razmekSanja (stupanj
1), ostecenja do 50% debljine hrskavice (stupanj 2), oSte¢enja koja zadiru u preko 50%
debljine hrskavice do suphondralne kosti, ali je subhondralna kost intaktna (stupanj 3) te
kompletno o$tecenje sa zadiranjme u subhondralnu kost (stupanj 4). Odluka o izboru
odgovarajuceg kirurS§kog zahvata ovisi o klasifikaciji oStecenja, veli€ini lezije te o dobi i

aktivnosti bolesnika.

1.5. Principi lijeCenja hrskavicnih i koStano-hrskavi¢nih oste¢enja

HrskaviCna i koStano-hrskavi¢na oStecenja mogu se lijeCiti neoperacijski ili operacijski.



1.5.1. Neoperacijske metode

Opcenito, neoperacijski postupci predstavljaju prvi korak u lije€enju simptoma ozljede, a
ukljuCuju fizikalnu terapiju, rasterecenje oboljelog zgloba smanjenjem tjelesne mase i
koristenjem ortopedskih pomagala kao Sto su primjerice Stake i sl. i lijekove za ublazavanje boli
(28). Fizikalna terapija sluzi odrzavanju opsega pokreta, potice prehranu hrskavice i jaca misiée
zahvacenog ekstremiteta (29). Lijekovi koji se koriste za ublazavanje bolova uklju€uju analgetike i
nesteroidne antiinflamatorne lijekove (NSAIL). Ovi postupci rjeSavaju bol, ali ne djeluju na
cijeljenje hrskavic¢ne lezije te ne rjeSavaju dugotrajne posljedice ozljede hrskavice na odgovarajuéi

nacin i ne sprjecavaju razvoj OA (30).

1.5.2. Operacijske metode

Operacijske metode lijeCenja dijele se na palijativne (artroskopski debridman),
reparacijske (abrazijska hondroplastika, buSenje po Pridie-u i mikrofrakture) i

regeneracijske (mozaikplastika, transplantacija autolognih hondrocita) (31).

1.5.2.1. Palijativne metode

Cilj ovih metoda je postizanje $to ujednacenije zglobne povrsine (32). Bolesnici s
lezijama hrskavice promjera manjih od 2 cm? kandidati su za debridman i ispiranje.
Postupci se izvode artroskopski, a svha im je smanjenje boli i poboljSanje pokretljivosti
zgloba. Pritom se struktura i funkcija hrskavice ne obnavljaju u potpunosti. Metoda je
opcéenito rezervirana za starije bolesnike s lakSim simptomima, a koji bi bez takvog
lijeCenja imali poteSkocCe s ograniCenom pokretljivoS¢u nakon operativhog zahvata. lako
se smatraju palijativnim metodama, oslobadanje od boli i poboljSanje kvalitete zivota
opcenito nastupa brzo nakon zahvata uz moguénost neposrednog potpunog optereéenja

te bez ogranienja aktivnosti (18).



1.5.2.2. Reparacijske metode

Ove metode ukljuCuju abrazijsku hondroplastiku, buSenje po Pridie-u i
mikrofrakture. Cilj ovih tehnika je iskoriStavanje spontanog reparacijskog odgovora
izlaganjem oSte¢enog hrskavi¢nog tkiva prostorima kostane srzi. Ove intervencije dovode
do spontanog popravka oStecenja koje se temelji na operacijski izazvanom krvarenju iz
subhondralnih koStanih prostora i posljedicnom stvaranju krvnih ugruSaka bogatih
progenitornim stanicama. Indukcija takvog spontanog odgovora je dobro poznata iz
pokusa na zivotinjama. Medutim, ovaj reparacijski odgovor je vrlo varijabilan i nije

reproducibilan, a novonastalo tkivo je fibrohrskavi¢no (33).

1.5.2.2.1. Abrazijska hondroplastika

Abrazijska hondroplastika je artroskopska metoda za mehanicki debridman kojim
se uklanja 1 - 3 mm subhondralne kosti. Cilj je da se stimulacijom subhondralne kosti
oslobode mezenhimalne mati¢ne stanice iz koStane srzi, promovirajuci tako stvaranje

novog tkiva koje bi trebalo nadomijestiti oStec¢enu hrskavicu (34).

1.5.2.2.2.  BuSenje po Pridie-u

Ideja buSenja rupa pomocéu Kirschnerove Zice kroz ostecena podrucja zglobno-
hrskaviénog sloja u subhondralne prostore kostane srzi osmislio je Pridie (35). Kao $to je
veC spomenuto, temelj ovog koncepta lije€enja je potaknuti spontani proces oporavka.
Medutim, novonastalo tkivo je varijabilnog sastava, strukture i trajnosti. Cilj je
simptomatsko olakSanje i poboljsanje funkcionalnosti (36, 37). Klini¢ka izvje$¢a upuéuju
na to da bolesnici s generaliziranim OA imaju najvecu korist od ovog zahvata (38).
Medutim, ucinak je kratkoro€an te se dugoro¢no korisni ucinci gube (39). Danas se ovaj

postupak rijetko koristi.



1.5.2.2.3. Mikrofrakture

Mikrofrakture su jos jedna artroskopska tehnika stimuliranja koStane srzi buSenjem
rupa u subhondralnoj kosti pomocu specificnog uredaja (Steadmanovo S$ilo). Ova tehnika
je uglavnom rezervirana za bolesnike s umjerenim potrebama i kada je lezija zglobne
hrskavice veli¢ine do 4 cm?. Kod mikrofraktura prvo se disti osteohondralni defekt i
uklanjaju ostaci kalcificiranog sloja hrskavice, kako bi se izravnala povrsina. Nakon toga,
u kosti se pomocu artroskopskog Sila buse rupe dubine od oko 3 mm, pocevsi od ruba
oStecenja prema sredistu, ostavljaju¢i razmake od 3 do 5 mm izmedu rupa. Svrha ove
tehnike je poticanje stvaranja ugruska mezenhimalnih mati¢nih stanica koje potjecu iz
koStane srzi, a koje bi bile odgovorne za popravak ostecenja (40). Nakon zahvata nuzne
su pasivne kretnje i ograni¢enje optereéenja kako bi se osiguralo dobro zacijeljivanje.
Tehnika mikrofraktura se klini¢ki Siroko primjenjuje i pokazano je da omogucuje ucinkovito
kratkoro¢no i srednjero¢no poboljSanje funkcije zglobova (41). S vremenom, prvotno
sintetizirana hrskavica slicna hijalinoj postaje fibrozna i propada, kao rezultat
suboptimalnih biomehanickih i viskoelasticnih svojstava novonastalog tkiva. Neizbjezno,
propadanjem ovog novonastalog reparacijskog tkiva ponovno se javljaju isti simptomi,

stoga ova tehnika sluzi samo za odgadanje moguce potrebe za zamjenom zgloba (18).

1.5.2.3. Regeneracijske metode

U regeneracijske metode spadaju mozaikplastika i autologna transplantacija

hondrocita (ACI, engl. Autolougous Chondrocyte Implantation).

1.5.2.3.1. Mozaikplastika

Mozaikplastika je tehnika koju su prvi opisali Hangody i Karpati, a u kojoj se jedan
ili viSe osteohondralnih cilindara uzima iz podrucja zgloba koje nije optereceno tjelesnom
teZzinom te se ugraduju u podruCje osteohondralnog oStecenja (podrucje koje je
optereceno tezinom). Pokazano je da se kod mozaikplastike mogu Koristiti razliCite

veli€ine presadaka (5,5 do 10 mm) (42). Najbolji scenarij je moguénost koriStenja jednog



cilindra koji u potpunosti ispunjava osteohondralno ostecenje. Autori metode sugerirali su
da se ona moze koristiti kod osteohondralnih oStecenja od 1 do 4 cm?, medutim, §to je
oStecenje veCe to je vecCa povrSina koja se uzima s mjesta donora, $to ograniCava
mogucnost korisStenje ove tehnike kod vecih oStec¢enja. Glavne prednosti su da se
postupak moze izvesti artroskopski, kao i €injenica da je oSteCenje ispunjeno zdravom
hrskavicom. Glavno ograni¢enje ovog postupka je poboljevanje na donorskom mjestu,
odrzivost hondrocita preseljenih s podrucja koje nije podvrgnuto opterecenju a koji se
prenose u podrucje s optere¢enjem i postizanje idealne geometrije hrskavice na mjestu

osteohondralnog osteéenja (43, 44, 45).

1.5.2.3.2. Autologna transplantacija hondrocita (ACl)

ACI za lijeCenje osteohondralnih oStec¢enja vrSi se u dva zahvata. Prva operacija
sastoji se artroskopske biopsije hrskavice iz zdravog podrucja. 1z ovog fragmenta
hrskavice u laboratoriju se zatim uzgajaju hondrociti. Nakon povecanja broja stanica
provodi se drugi, otvoreni operacijski postupak za implantaciju ovih hondrocita na mjesto
oStecenja. Pripremi se podruCje oSteCenja te se izravnaju rubovi, a hondrociti se
zadrzavaju na mjestu pomocu sloja periosta pricvrS¢enog za granice lezije (46). Indikacije
za autolognu transplantaciju hondrocita su lezije ve¢e od 2 cm? i manje od 12 cm? te
bolesnici koji i dalje imaju bolove nakon mozaikplastike ili mikrofraktura. Ograni¢avajuci
C¢imbenici za ovu metodu ukljuuju potrebu za dva kirurSka postupka, hipertrofiju

periostalne membrane (simptomatsku u 13% bolesnika) i visoku cijenu.

Druga generacija ACI ima prednosti u odnosu na prvu generaciju, s obzirom na to
da ne treba koristiti periostalni presadak vec¢ se koristi dvoslojna kolagenska membrana.
Time se izbjegava potreba za dodatnim rezom, kao i moguénost hipertrofije periosta.
Nadalje, treCca generacija autologne transplantacije hondrocita ili matriksom
potpomognuta autologna transplantacija hondrocita (MACI, engl. Matrix-Induced
Autologous Chondrocyte Implantation) za uzgoj hondrocita koristi nosace koji imaju
karakteristike slicne karakteristikama izvanstani¢nog hrskavicnog matriksa. U ovoj metodi

se izolirani zglobni hondrociti nasaduju na trodimenzionalni nosa¢ nekoliko dana prije
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transplantacije na mjesto ostec¢enja. Znacajke nosaa omogucuju artroskopsko izvodenje

operacije, €ime se izbjegava artrotomija zglobova.

1.6. Nosadi

Nosaci (engl. scaffolds) su trodimenzionalni biomaterijali koji podrzavaju rast
hondrocita i olakSavaju povecCanje broja hondrocita i njihovu prostornu organizaciju,
istovremeno pruzZaju¢i mehanicki stabilnu potporu za implantaciju na mjesto osteéenja.
Idealan nosac bi trebao biti biokompatibilan, biorazgradiv, propusan, necitotoksian, lako
ga je oblikovati, ima moguc¢nost fiksacije na Zeljenom mjestu, sposoban da podrZava rast
hondrocita, viSenamjenski, jeftin, lako dostupan i jednostavan za proizvodnju (47).
Takoder, vazno je da ima odgovarajuéu poroznost, pa se smatra da je veliCina pora
izmedu 100 ym i 300 pym najbolja za nasadivanje stanica i njihovu diferencijaciju, a
istovremeno olakSava prijenos otpadnih i hranjivih tvari (48). Trodimenzionalna struktura
nosaca olak$ava interakciju izmedu samih stanica i izmedu stanica i izvanstani¢ne tvari
te da na taj naCin potiCe hondrogenezu (49). Iz tog razloga se koriste za poboljSanje
tehnike mikrofraktura ili ACI.

Nosaci mogu biti gradeni od prirodni ili sintetskih materijala. NajceSci prirodni
materijali koriSteni za izradu nosaCa su kolagen, fibrin, celuloza, agaroza, alginat i
hijaluronan. Za izradu sintetskih nosaCa najceSCe se koristi poliglikolna kiselina,
polilakti¢na kiselina, polietilen glikol, poliuretan i karbonska vlakna (50). Prirodni nosaci
poput kolagenske spuzve, decelularizirane hrskavice i submukoze tankog crijeva imaju
prednosti zbog svoje biofunkcije i medustani€nog signaliziranja. Trenutno se kolagenska
spuzva najcesc¢e koristi u klini¢kim ispitivanjima za popravak hrskavice. Sinteti¢ki nosaci
se lako proizvode, imaju bolju konzistenciju i njihova mehanicka i kemijska svojstva lako
se mogu prilagodavati. Kako bi se iskoristile prednosti razliCitih materijala, kombinirana

primjena prirodnog materijala i sintetickog nosa¢a namece se kao razuman pristup. Prije
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klinicke primjene njihova se ucinkovitost i sigurnost mora dokazati u pretkliniCkim

ispitivanjima (51).

1.7. Sinovijalna membrana i suphondralna kost

1.7.1. Sinovijalna membrana

Sinovijalna membrana odvaja zglobnu kapsulu od zglobne Supljine te Iudi
sinovijalnu tekucinu. Osim prehrane i podmazivanja hrskavice putem sinovijalne tekucine,
glavna funkcija sinovijalne membrane je sprje€avanje prijanjanja kapsule za hrskavicu.
Proizvodnjom hijaluronana i aktivatora plazminogena, sinovijalna membrana odrzava
pokretljivost zgloba. Unutarnji sloj sinovijalne membrane naziva se intima i sastoji se
sinoviocita tipa A i tipa B. Stanice tipa A odgovaraju makrofazima i fagocitima, dok su
stanice tipa B fibroblasti koji izlu€uju hijaluronan i druge proteine. Sinoviociti ne posjeduju
bazalni sloj i nemaju medustani¢nih spojeva, Sto olakSava izmjenu tvari izmedu sinovijalne
tekucine i krvi ili limfne tekuéine. Ovisno o zglobno specificnoj biomehanici, subintima
(vanjski sloj) se moze sastojati od vezivnog, masnog ili areolarnog tkiva. Subintimalni sloj
sadrzi sloZzenu vaskularnu mrezu limfnih i krvnih Zila a resice (vili) dodatno povec¢avaju

sinovijalnu povrSinu (52).

1.7.2. Subhondralna kost

Zglobna hrskavica i subhondralna kost tvore funkcionalnu osteohondralnu jedinicu
u svrhu optimizacije raspodijele optereéenja. Mineralizirani ili kalcificirani hrskaviéni sloj
tvori spoj izmedu kosti i nekalcificiranih hrskavi€nih tkiva. Subhondralna kost varira u
arhitekturi i fiziologiji po regijama, od kompaktnijeg sloja kosti uz kalcificiranu hrskavicu
(subhondralna kostana ploc¢a), do trabekularne kosti blize medularnoj Supljini. Normalna
subhondralna kostana ploca tanki je sloj kosti debljine od 10 ym do 3 mm, ovisno o tome
gdje se nalazi. Svojstva subhondralne kosti takoder se razlikuju ovisno o debljini: taniji

dijelovi podruCja su pretezno apozicijski slojevi s trabekulama i s malim brojem
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haverzijskih kanala, dok su deblja podrucja sastavljena pretezno od mreze osteona.
Funkcija subhondralne kosti je priguSivanje sila nastalih prilikom kretanja, pri ¢emu
kompaktna subhondralna kosStana ploCa pruza C¢&vrstu potporu, a subhondralna
trabekularna komponenta pruza elasticnost za apsorpciju udarca tijekom opterecenja
zgloba. Odrzavanje ove unutrasnje elastiCnosti zgloba od presudnog je znacaja za

biomehanicke principe kretanja (53).

Hrskavica kod OA pokazuje umnazanje grani¢ne crte (engl. tidemark) Sto
predstavlja poja¢anu kalcifikaciju duboke zone hrskavice (54). Pregradnja subhondralne
ploCe kosti u OA u ima dvofazni karakter i u poCetku prikazuje stanjivanje ploce, dok u
kasnijoj fazi kalcificirani hrskavicni sloj nestaje i koStana plo€a se znatno zadebljava na

rac¢un masne kostane srzi (55).

1.8. Upala kod OA

Zglobna hrskavica, subhondralna kost, odjeljci kostane srzi i sinovija nisu odvojena
i neovisna zglobna tkiva, vec su u uskoj interakciji na mehanickoj i bioloskoj razini kako u
zdravlju tako i kod OA (52). Poremecaj stanicne homeostaze vazno je obiljezje OA, a
mehanicki stres i proupalni citokini tome pridonose (Slika 1.). Glavna obiljeZja su stani¢na
proliferacija i pojatana pregradnja matriksa te stvaranje nove kosti na rubovima zgloba
(56, 57).

Uloga upalnog odgovora u patogenezi OA jo$ nije do kraja razjasnjena te se jo$
uvijek raspravlja da li upalna reakcija pokre¢e promjene u OA, ili je upala sekundarna i
javlja se kao posljedica promjena u OA. Za razliku od upalnog artritisa (npr. reumatoidnog
artritisa), kod OA se radi o kroni¢noj upali niskog stupnja koja uglavnom uklju€uje
mehanizme prirodene imunosti (4). Zglobni hondrociti povecavaju ekspresiju molekula
matriksa i kataboli¢kih Cimbenika, ukljuCuju¢i matriks metaloproteinaze (MMP, engl.
Matrix Metalloproteinases), dezintegrin, metaloproteinaze s motivima trombospondina

(ADAMTS engl. A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs) i
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prouupalne citokine. Zbog gubitka komponenata i strukture izvanstanichog matriksa
hondrociti gube karakteristi¢ni fenotip te podlijezu hipertrofiji i terminalnoj diferencijaciji
(56).

Sve viSe dokaza ukazuje na vaznost Cimbenika koje proizvodi upalno promijenjena
sinovija u zapodcinjanju i napretku bolesti. Sinovitis (infiltracija sinovije upalnim stanicama)
je Cest nalaz kod OA i moZe biti prisutan u ranim fazama bolesti, ali je puno ¢eS¢i u
naprednijim stadijima i moze biti povezan sa ozbiljnos¢u OA (58). Sinovitis moze izazvati
oStecenje hrskavice odlaganjem fibrina, stvaranjem panusa ili ekspresijom upalnih
citokina (Slika 1.). Sinovijalna tekucina u OA sadrzi brojne medijatore upale uklju€ujuci
proteine plazme [C-reaktivni protein CRP)], prostaglandine (PGE2), leukotriene (LKB4),
citokine [TNF (engl. Tumor Necrosis Factor) , IL-1pB (interleukin-18), IL-6, IL-15, IL-17, IL-
18, IL-21)], Cimbenike rasta (TGFB, FGFs, VEGF, NGF), dusicni oksid i komponente
komplementa (58, 59). Lokalno, sve ove komponente mogu inducirati MMP i druge
hidroliticke enzime (ukljuCujuci ciklooksigenazu 2 i prostaglandin E) Sto rezultira
propadanjem hrskavice kao posljedice razaranja proteoglikana i kolagena (60). Uklju¢ene
su i bijele krvne stanice, jer raspad izvanstani¢nog matriksa oslobada odredene molekule
koje su prepoznate od strane stanica prirodene imunosti, makrofaga i mastocita. Ovo sluzi
kao zastitni mehanizam, medutim u slu€aju produljenog trajanja moZe dovesti do

razaranja tkiva (58).
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Slika 1. Shematski prikaz medudjelovanja sinovijalne upale i mehani¢kog oS$tecenja
subhondralne kosti u osteoartritisu (OA) [prilagodeno prema Huigle i Geurts 2016 (52)].
Mehanicke sile dovode do ostecenja hrskavice i suphondralne kosti koji luCe citokine, a
koji pak dovode do sinovitisa. Sinovitis potom izaziva oStecenje hrskavice odlaganjem
fibrina, stvaranjem panusa ili ekspresijom upalnih citokina. Na taj nacin se stvara zatvoreni
krug podrazaja i oStecenja, tzv. mehano-upala.

TNF — &imbenik nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor)

IL-1 — interleukin-1

1.8.1. Citokini

Citokini su glikopeptidi niske molekularne mase odgovorni za posredovanje upalne
reakcije i u prirodenoj (nespecificnoj) i u ste€enoj (specificnoj) imunosti. Citokini djeluju
preko specificnih receptora u samoj stanici i/ili na stanicnoj membrani. Unutar prirodene
imunosti oslobadaju ih makrofazi, glija stanice i prirodnoubilacke stanice ili NK stanice. U
ste€enoj imunosti limfociti T su glavni izvor izlu€ivanja citokina, prije svega interleukina
(IL) (61, 62). Interleukini Cesto prenose signale izmedu leukocita. Svaki citokin ima

specificnu ciljnu stanicu koja na stani¢noj povrsini posjeduje receptor za taj citokin (63).
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1.8.1.1. Proupalni citokini

Proupalni citokini su najvaznija skupina molekula koja sudjeluje u patogenezi OA.
Oni su u najvecoj mjeri odgovorni za gubitak metabolicke homeostaze zglobnih tkiva
promicanjem kataboliCkih i destruktivnih procesa. Medu brojnim predstavnicima ove
skupine najveca vaznost u patogenezi OA se pripisuje IL-1B, Cimbenikom nekroze tumora
alfa (TNF-a, engl. Tumor Necrosis Factor Alpha), IL-6, IL-15, IL-17 i IL-18.

1.8.1.1.1. Interleukin 1 beta (IL-1PB)

Interleukin 1 beta (IL-18) smatra se jednim od klju¢nih citokina ukljuéenih u
patogenezu OA. Jedan je od 11 predstavnika IL-1 obitelji. Nastaje iz citosolnog prekursora
(pro-IL-1B) koji se sastoji od 269 aminokiselina te proteolizom putem enzima kaspaze
(ICE, engl. IL-1B8 Converting Enzyme) nastaje aktivni oblik IL-18 koji se sastoji od 153
aminokiselina te se nakon toga oslobada u izvanstani¢ni prostor (64, 65). Njegovom
sintezom u zglobu upravljaju hondrociti, osteoblasti, stanice koje formiraju sinovijalnu
membranu i mononuklearne stanice koje su prethodno bile prisutne u zglobu ili su
infiltrirale zglobne strukture tijekom upalnog odgovora. Bolesnici s OA imaju poviSenu
razinu IL-1B u sinovijalnoj tekucini, sinovijalnoj membrani, hrskavici i subhondralnoj kosti
(66, 67, 68).

BioloSka aktivacija stanica pomocu IL-1B posredovana je interakcijom s
membranskim receptorom, primarno s interleukin-1 receptorom tipa | (IL-1R1, engl.
Interleukin 1 receptor type ) koji takoder moze vezati i IL-1B i interleukin-1 receptor
antagonist (IL-1Ra, engl. Interleukin 1 receptor antagonist). Drugi receptor koji moze
vezati IL-1B je IL-1R2, koji nakon vezanja liganda tvori neaktivni kompleks liganda i
receptora, i nema mogucnost aktiviranja unutarstani¢nog signala (69). Neke stanice u
zglobu proizvode IL-1Ra koji se moze vezati za IL-1R1 i IL-1R2 te onemoguciti njihovu
vezu s IL-1B, Sto moze utjecati na smanjenje aktivnosti IL-13 (70, 71). Vezanje IL-13 na
receptor IL-1R1 pokreCe unutarstanicne signalne puteve i aktivaciju cimbenika
transkripcije $to rezultira ekspresijom stotina gena Ciji proizvodi uklju€uju druge citokine,

kemokine, adhezijske molekule, upalne posrednike i enzime. Uc&inak IL-1B o ituje se
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njegovim znacajnim djelovanjem na metabolizam stanica i izvanstani¢nog matriksa (72).
Ekspresija IL-1R1 receptora je povecana na povrSini hondrocita i fibroblastima sli¢nih

sinoviocita (FLS, engl. fibroblast-like synoviocytes) u bolesnika s OA (73, 74).

Mnoga istrazivanja potvrduju da ucinak IL-1B blokira hondrocite u smislu sinteze
komponenata izvanstanicnog matriksa, interferirajuéi sa sintezom klju¢nih strukturnih
proteina poput kolagena tipa Il i agrekana (75). Pored smanjenja sinteze gradevnih
proteina, IL-1B u hondrocitima poti¢e sintezu enzima iz skupine MMP, uglavhom MMP-1,
MMP-3 i MMP-13, koji imaju destruktivan u€inak na komponente hrskavice (76, 77). Osim
indukcije enzima obitelji MMP, IL-18 utjeCe u hondrocitima na proizvodnju ADAMTS
metaloproteinaza, koje su odgovorne za proteolizu molekula agrekana. Glavna uloga se
pripisuje ADAMTS-4, Ciju proizvodnju poti¢e i IL-18 i TNF-a (78, 79). Hondrociti pod
ucinkom IL-18 i TNF-a imaju tendenciju brzeg starenja i induciranja apoptoze (80).
Takoder, opazeni su ucinci IL-18 na izlu€ivanje brojnih drugih enzima i posrednika koji
sudjeluju u patofiziologiji OA. To uklju€uje inducibilnu sintetazu dusik oksida (iNOS, engl.
inducible Nitric Oxide Synthase) koju stvara dusSik oksid (NO), fosfolipazu A2 (PLA2),
ciklooksigenazu-2 (COX-2), prostaglandin E sintazu 2 koja proizvodi prostaglandin E2
(PGE2) (81, 82). Tijekom bolesti IL-13 stimulira proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS, engl. reactive oxygen substances) koje dovode do stvaranja hidroksiliranih

radikala, koji izravno oStecuju zglobnu hrskavicu (83).

1.8.1.1.2. Interleukin 6 (IL-6)

Interleukin 6 (IL-6) sudjeluje u aktivacijiimunoloskog sustava, ali i u regenerativnim
procesima, regulaciji metabolizma, u odrzavanju homeostaze u kostima i u mnogim
neuralnim procesima. Ima Siroke ucinke na stanice imunolosSkog sustava, ali i Sire. Ovisno
o kontekstu, IL-6 moZze imati proupalna ili protuupalna svojstva (84). IL-6 je glikoprotein
koji se sastoji od 184 aminokiseline, koji u procesu posttranslacijske prerade u konacnici
postaje struktura koja se sastoji od Cetiri a-uzvojnice (85). Proizvodnja IL-6 u tkivima
pogodenog zgloba obi¢no je odgovor na stimulaciju IL-18 i TNF-a i uglavnom se stvara u

hondrocitima, osteoblastima, fibroblastima slicnim sinoviocitima, makrofazima i
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adipocitima (86-90). Povecana koncentracija IL-6 prisutna je i u sinovijalnoj tekucini i u
serumu i u pozitivnoj je korelaciji s intenzitetom lezija koje se vide na rentgenskoj snimci
(91-95). Svoj ucinak IL-6 ostavaruje vezanjem za receptor IL-6R. Postoje dva podtipa
receptora IL-6R: membranski tip (mIL-6R) i topljivi (sIL-6R) (96). Prijenos signala u stanicu
zahtijeva udruzivanje kompleksa ligand-membranski receptor s dodatnim proteinom
mgp130 (CD130) (97) i posljedi¢no stvaranje heksamera koji omogucéava ucinkovit
prijenos signala u stanicu (98). Vezanje IL-6 na membranski IL-6 receptor (mIL-6R) se
naziva "klasi¢nim" putem, dok se njegova interakcija sa topljivim receptorom (sIL-6R)
naziva “trans-signalnim” putem. Smatra se da stimulacija "klasi¢nog" puta primarno
uzrokuje protuupalni u€inak, dok trans-IL6 stimulacija predominantno rezultira proupalnim
u€inkom (99).

UcCinak IL-6 na zglobnu hrskavicu sliCan je kao i u ostalih proupalnih citokina, i
zajedno s njima uzrokuje smanjenje proizvodnje kolagena tipa Il i povecava proizvodnju
enzima iz grupe MMP (100-102). Takoder je utvrdeno da se ti u¢inci mogu pojacati pod
utjecajem ozljede (103). IL-6 se smatra klju¢nim citokinom koji uzrokuje promjene u
subhondralnoj kosti (104). Njegov se ucinak u velikoj mjeri temelji na promicanju stvaranja
osteoklasta, a time i resorpciji kosti. Osteoblasti stimulirani s IL-13, TNF-a i IL-6 poticu

proizvodnju MMP koje Stetno utje€u na hrskavicu koja se nalazi u blizini (105).

1.8.1.1.3. Cimbenik nekroze tumora alfa (TNF-q)

TNF-a smatra se zajedno s IL-1B kljuénim proupalnim citokinom uklju¢enim u
patofizioloSke procese tijekom OA. TNF-a je jedan od 19 ¢lanova superobitelji Cimbenika
nekroze tumora (engl. TNF superfamily) (106). Izvorno je homotrimerni transmembranski
protein tipa Il (IMTNF-a) koji se mozZe osloboditi u okoli§ djelovanjem metaloproteinaze
TACE/ADAM17, stvarajuci slobodni TNF-a (sTNF-a) (107, 108). TNF-a se izluCuje u
zglobu iz istih stanica koje sintetiziraju IL-1p. Poveéana koncentracija TNF-a nadena je u
sinovijalnoj tekucini, sinovijalnoj membrani, hrskavici i subhondralnoj kosti, dakle u istim
dijelovima zgloba gdje su nadene i povecCane razine IL-18 (109-112). TNF-a ima

sposobnost vezanja za dva izotipa membranskih receptora: TNF-R1 i TNF-R2. Nakon
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aktivacije oba receptora su uklju¢ena u prijenos signala u procesima koji se odvijaju u
OAu, a dosada$nja istrazivanja ukazuju da TNF-R1 ima veci utjecaj od TNF-R2 na lokalni
gubitak zglobne hrskavice (113, 114). Receptori se razlikuju po afinitetu prema TNF-q, po
sastavu aminokiselina, stupnju glikozilacije i strukturi, prvenstveno u unutarstanicnom
dijelu koji unutar TNF-R1 uklju€uje takozvanu domenu smrti, koja se ne javlja u receptoru
TNF-R2 (108, 115). Zbog razlike u unutarstanicnom dijelu, oba receptora imaju
sposobnost prenoSenja razli€itih signala. TNF-R1 moze stvarati dva razli¢ita signalna
kompleksa (116). Kompleks | je uklju€en u aktivaciju puteva Ciji krajnji proizvodi poti¢u
upalni odgovor, posebno proizvodnju i izlu€ivanje citokina i proizvodnju proteina koji
spreCavaju apoptozu, dok je glavna funkcija kompleksa Il provodenje signala koji dovode
do raspada stanica (116, 117).

Uc€inak TNF-a se u vecini sluCajeva podudara s djelovanjem IL-1B te kod mnogih
pojava u patogenezi OA postoji izraZen sinergizam izmedu ova dva citokina (118). Taj je
ucinak rezultat aktiviranja iste skupine unutarstanicnih signalnih puteva, Sto zauzvrat
pokrece slicne ucinke koji povecavaju upalu i katabolizam u zglobnim tkivima (119, 120).
TNF-a utjeCe na blokiranje sinteze sastojaka proteoglikana u hondrocitima, proteina koji
vezu proteoglikane i kolagena tipa Il (121, 122). Aktivirani hondrociti takoder proizvode
MMP-1, MMP-3, MMP-13 i ADAMTS-4 (123-125).

1.8.1.2. Protuupalni citokini

Glavni predstavnici skupine protuupalnih citokina uklju¢enih u patogenezu OA su
IL-4, IL-10 i IL-13. U ovom radu detaljno Ce biti prikazan te potom i analiziran samo IL-10

kao najvazniji predstavnik ove skupine protuupalnih citokina.

1.8.1.2.1. Interleukin 10 (IL-10)

Interleukin 10 (IL-10) je citokin koji je strukturno povezan s interferonima. Svoju
aktivnost ostvaruje vezanjem na receptor IL-10R, heterodimer sastavljen od podjedinica
IL-10R1 i IL-10R2. Prvi korak aktivacije receptora ukljuCuje vezanje IL-10 na podjedinicu

IL-10R1, koja zatim mijenja svoju konformaciju na takav na¢in da omogucava vezanje IL-
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10 i IL-1R1 kompleksa na IL-10R2 podjedinicu (126, 127). U ovom trenutku zapocinje
kaskada unutarstani¢nog prijenosa signala. IL-10 je jedan od citokina koji pokazuje
hondoprotektivni u€inak tijekom OA. Hondrociti imaju izrazen i IL-10 citokin i receptor IL-
10R (128). Dokazano je da je IL-10 ukljuCen u poticanje sinteze kolagena tipa Il i
agrekana. Nakon primjene IL-10 in vitro, i zdrava zglobna hrskavica i hrskavica zahvacena
OA pokazale su porast sinteze proteoglikana i porast njegovog postotnog udijela u

izvanstani€nom matriksu (129).

IL-10 inhibira proizvodnju MMP (130) i inhibira apoptozu hondrocita, sli¢no kao IL-
4 (131). Ovi ucinci IL-10 su vjerojatno rezultat stimulacije sinteze antagonista IL-13
receptora (IL-1Ra), tkivnog inhibitor metaloproteinaze-1 (TIMP-1) i Cimbenika rasta (132-
133). Ispitivanjem utjecaja IL-10 na stimulaciju proliferacije hondrocita u miSjem modelu
pokazana je aktivacija kinaznih puteva koja inducira ekspresiju koStanih morfogenetskih
proteina 2 i 6 (BMP-2, BMP-6) (134). KoStani morfogenetski proteini pripadaju obitelji
TGF-B i igraju presudnu ulogu u hondrogenezi (135). Dio su signalnog puta koji utje€e na
mnoge gene i proteine odgovorne za regulaciju transformacije mezenhimalnih mati¢nih
stanica u hondrocite, kao $to su NKX-3.2 / SOX9, SOX5 i SOX6 (136, 137). Osim §to
odreduju transformaciju multipotentnih stanica prema hondrocitima, BMP molekule poticu
njihovu proliferaciju, izravno i putem IHH/PTHrP-ovisnog puta (138). Autori studije su
zakljucili da ovi mehanizmi mogu biti dijelom odgovorni za hondoprotektivne u€inke IL-10
u OA-u.

1.8.2. Matriks metaolproteinaze (MMP)

Obitelj MMP sastoji se od 25 ¢lanova koji su strukturno povezani i okarakterizirani
kao o cinku ovisne endopeptidaze. One sudjeluju u pregradniji izvanstani€nog matriksa,
kao i u procesuiranju drugih proteinaza i njihovih inhibitora, receptora na stani¢noj
membrani i ¢imbenika rasta. Takoder, sudjeluju u nekoliko fizioloSkih procesa ukljuCujudi
stani¢nu adheziju, proliferaciju, migraciju, apoptozu i zacjeljivanje. MMP se dijele u pet
glavnih skupina prema njihovim supstratima, strukturi i smjestaju u stanici: kolagenaze,

Zelatinaze, stromelizini, matrilizini i mebranski tip matriks metaloproteinaza (MT-MMPs,
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engl. membrane-type matrix metalloproteinases) (139). Zbog svoje proteoliticke aktivnosti
matriks metaloproteinaze su strogo regulirane i zahtijevaju djelovanje drugih enzima za
uklanjanje pro-domena i aktivaciju, ukljuCuju¢ci MT-MMP, katepsin B, plazmin,
plazminogenski aktivator (tPA, engl. tissue Plasminogen Activator) i urokinazni
plazminogenski aktivator (UPA, urokinase Plasminogen Activator). Ta aktivacija se obi¢no
dogada izvan stanice, ali moze se dogoditi i na stani¢noj povrsini, kao u slu¢aju MMP-13
I MMP-2, ili unutar stanice u Golgijevom kompleksu, kao u slu¢aju MMP-11 i MT-MMPs
(140). PojaCana aktivacija MMP moze dovesti do razvoja nekoliko bolesti, uklju€ujuci rak,
kardiovaskularne bolesti i upalne i/ili autoimune bolesti. Pove¢ana razina MMP utvrdena

je u sinovijalnom tkivu i hrskavici bolesnika s OA i reumatoidnim artritisom (141-144).

Medu MMP ukljuéenim u patogenezu OA kolagenaze igraju kljuénu ulogu u
razgradnji kolagena u izvanstaniénom matriksu zglobne hrskavice. Ovu skupinu &ine
MMP-1 (kolagenaza-1), MMP-8 (kolagenaza-2), MMP-13 (kolagenaza-3) i MMP-18, koje
mogu oslobadati hondrociti, kao i sinovijalni fibroblasti i sinovijalni makrofazi. U patologiji
OA sredisnju ulogu imaju MMP-1 i MMP-13. Dok MMP-1 pretezno proizvode sinovijalni
fibroblasti i uklju€en je u ranim stadijima bolesti doprinoseci unistavanju povrsine zglobne
hrskavice, MMP-13 se uglavhom oslobada iz hondrocita i kljuan je u kasnijim fazama
pregradnje izvanstani¢nog matriksa (145). MMP-13 je klju€an za razvoj i napredak OA,

jer je glavni Cimbenik uklju€en u razgradnju kolagena tipa Il (146).

1.8.3. Hondrociti i odgovor na upalu

Hondrociti su vrlo osjetljivi na upalu te €ak i kratkotrajno izlaganje Cimbenicima
upale (npr. IL-1B) znacajno ograni¢ava njihovu sposobnost stvaranja izvanstani¢nog
matriksa, a samim tim ogranicen je i proces cijeljenja (147). U svom radu iz 2012. godine
Scotti i sur. (148) pokazali su kako nosni hondrociti zna¢ajno otporniji na djelovanje
¢imbenika upale. Usporedujuéi oporavak zglobnih hondrocita (AC, engl. articular
chondrocytes) i hondrocita hrskavice nosnog septuma (NC, engl. nasal chondrocytes)
nakon kratkotrajnog izlaganja IL-1B (Sto u sustini simulira stanje u zglobu nakon

operacije), utvrdili su kako su NC znacajno otporniji, brze se oporavljaju i svladavaju upalu
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u usporedbi s AC. U drugom istraZivanju koje su proveli Lima i sur. (149) pokazano je
kako hrskavica dobivena tkivnim inzenjeringom s duzim vremenom u kulturi (28 dana) ima
vrlo slicnu sposobnost oporavka od upalnog inzulta kao i nativna hrskavica. Dodajmo
tome i nedavno objavljeno istrazivanje Mehta i sur. (150) iz 2019. godine kojim su dokazali
kako zajedniCki uzgoj hondrocita i sinoviocita proizvodi znacajno vece koliCine
protuupalnog Cimbenika IL-1Ra u odnosu na monokulturu hondrocita. U svjetlu ovih
rezultata namece se pitanje da li tkivnim inzenjeringom (kostano) hrskavi¢nih presadaka,
s duljim vremenom u kulturi (ili perfuzijskom bioreaktoru), a koji je graden od autolognih
hondrocita (NC ili AC) dolazi do smanjenja upalnog odgovora uz bolje cijeljenje u odnosu

na metodu kojom ugradujemo samo nosac ili stanice?

1.9. Tkivni inZenjering hrskavice u bioreaktorima

Treéa generacija ACI danas se smatra ,zlatnim standardom® kada je u pitanju tkivni
inzenjering hrksavicnih presadaka za primjenu u klinici. Tradicionalna metoda uzgoja ovih
presadaka manuealan je i minuciozan posao koji ukljuuje veliki broj razli€itih koraka i
postupaka. To u konacnici povecava rizik od pogreSaka, kontaminacije i problema u
varijabilnosti kvalitete kona¢nog proizvoda. Bioreaktori su uredaji koji dizajnirani da
stvaraju optimalne uvjete za prezivljavanje i sazrijevanje presatka. Prilagodavanjem i
mjenjanjem in vitro uvjeta, kao $to su tlak, sadrzaj kisika i hranjivih tvari, mehanicke sile
(posmicne i tlaéne sile, perfuzija, hidrostatski tlak), pH vrijednosti i sl., moguée je
usmjeravati sazrijevanje, strukturu, i u konacnici i funkciju presatka (151). Poznavanje

ovih principa omogucava nam dobivanje tkiva i organa koji su puno sli¢niji nativnima.

Tijekom zadnje dvije dekade razvijene su razne vrste bioreaktora koji se medusobno
razlikuju u odnosu na koncept primjene fizikalnog podrazaja.Tako razlikujemo staticke i
dinamiCke bioreaktore, a od osobitog su interesa za uzgoj hrskavice tzv. perfuzijski
bioreaktori (152). Oni omogucavaju jednoliko nasadivanje stanica na nosa¢ pod

dinamickim uvjetima te uzgoj presadaka vecih dimenzija, a boljih biomehanickih osobina
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od presadaka uzgojenih tradicionalnim metodama u stati¢koj kulturi. Nadalje, kod takvih
bioreaktora moguce je mjeriti i kontrolirati uvjete uzgoja poput parcijalnih tlakova kisika i
ugljik dioksida, pH vrijednosti ili koncentracije hranjivih tvari. Automatizirani perfuzijski
bioreaktori dodatno olakSavaju kontrolu i optimizaciju okoliSa potrebnog za uzgoj

kvalitetnog presatka (153).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog rada jest da transplantacija koStano-hrskavicnog presatka
uzgojenog uz upotrebu autolognih hondrocita i nosaca u perfuzijskom bioreaktoru
uzrokuje maniji upalni odgovor tkiva sinovije i subhondralne kosti u usporedbi s upalnim

odgovorom nakon transplantacije samog nosaca bez stanica.
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3. CIUEVIRADA

Opd¢i cilj ovog istrazivanja bio je analizirati upalne promjene u subhondralnoj kosti i

okolnoj sinoviji koje se deSavaju tijekom procesa cijeljenja, integracije i remodeliranja

implantiranog autolognog kostano-hrskaviénog presatka uzgojenog u perfuzijskom

bioreaktoru.

Specifini ciljevi istrazivanja:

1)

2)

3)

4)

5)

Imunohistokemijskim i molekularnim metodama ispitati upalni odgovor u
sinovijalnoj membrani (generalizirani upalni odgovor zgloba) i subhondralnoj
kosti (lokalni upalni odgovor na mjestu transplantacije) tretiranih Zivotinja
Kvantificirati DAB (3',3' diaminobenzidintetraklorid) pozitivno (DAB+)
imunohistokemijsko obiljezavanje uzoraka uz pomo¢ besplatnog (tzv. open-
source) softvera Image J (154) i algoritama Andy's Algorithm-master (155) i
dobiti podatke za statistiCku analizu

Analizirati ekspresiju gena u sinovijalnoj membrani kvantitativnom lan€anom
reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (gRT-PCR, engl. quantitative
Real Time-Polymerase Chain Reaction)

Usporediti upalni odgovor u sinoviji i subhondralnoj kosti kod tretiranih
Zivotinja u razli€itim vremenskim toCkama

Usporediti upalni odgovor u sinoviji i subhondralnoj kosti kod tretiranih
zZivotinja s podacima dobivenim iz kontralateralnog, netretiranog koljena u

razliétim vremenskim to¢kama
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4. MATERUALI I METODE

4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na velikom animalnom modelu ovce koji predstavlja
odgovaraju¢i model za ispitivanje koStano-hrskaviénog oStecenja koljenskog zgloba.
Ukupno su provedene dvije studije u koje je bilo uklju€eno 38 ovaca starosti 3 — 4 godine
(u prvu studiju su bile ukljuene 24 Zivotinje, dok je u drugoj studiji bilo 14 Zivotinja). Sve
ovce su preuzete s ovlastenog seoskog domacinstva (OPG Dzakula), gdje su boravile u
prirodnim uvjetima i bile su svakodnevno nadzirane. Zivotinje su testirane na uobi¢ajene
zoonoze te su bile podvrgnute vitaminizaciji i dehelmintizaciji. Neposredno prije operacije
provedena je antibiotska profilaksa. Operacije su izveli doktori veterinarske medicine
(D.M. i P.K.) obuceni za rad s pokusnim zivotinjama na Klinici za kirurgiju, ortopediju i
oftalmologiju Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu a istrazivanje je provedeno u

u okviru BIO-COMET projekta koje je trajao od studeno 2011. do studenog 2015. godine.

4.2. Priprema Zivotinja za kirurski zahvat, anestezija i analgezija

Ovce su dostavljene na Kliniku za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu 24 sata prije kirurSkog zahvata. Bila im je uskracena hrana
(24 h)ivoda (8 — 12 sati) prije zahvata, ovisno o temperaturi okoline i zdravstvenom stanju

zivotinje. Sve ovce su izvagane.

Zivotinje su sedirane koristenjem kombinacije ksilazina 0,1 mg/kg (Xylapan,
Vetoquinol, Belp Bern, Svicarska) i ketamina 7,5 mg/kg (Narketan, Vetoquinol, Belp Bern,
Svicarska) primjenjene intramuskularno. Intravenski je primijenjen diazepam 0,2 mg/kg
(Apaurin, Krka-Farma d.o.o., Zagreb, Hrvatska). Ovisno o potrebi primjenjen je i tiopental
5-10mg/kg (Thiopental injection BP 500 mg, Rotexmedica, Trittau, Njemacka) intravenski.
Intravenski je primijenjena Ringerova ili Hartmannova otopina brzinom 10 ml/kg/h kako bi
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se odzala adekvatna hidracija. Sve zivotinje su intubirane. Anestezija je odrzavana
udisanjem smjese kisika i 1-2% izoflurana (Forane, Abbott, Queenborough, UK).
Provedena je antibiotska profilaksa (cefazolin Zepilen, Medochemie / Medicuspharma,
Zagreb, Hrvatska, 20 mg/kg intravenski prije poCetka zahvata i svakih 90 min. tijekom
zahvata). Intraoperativna analgezija osigurana je kontinuiranom intravenskom primjenom
fentanila 0,2 mg/kg/min (Fentanyl injekcije, Janssen Pharmaceutica N.V., Turnhoutseweg
30, B-2340 Beerse, Belgija). Postoperativna analgezija provedena je meloksikamom
(Movalis 15mg/1,5ml injekcije, Boehringer, Ingelheim, Zagreb, Hrvatska) u pocetnoj dozi
0,2 mg/kg intramuskularno, potom 0,1 mg/kg intramuskularno jednom dnevno kroz tri

dana ili duze, prema potrebi.

4.3. Prva studija na velikom animalnom modelu ovce (kroni¢ni model kostano-
hrskavi¢nog ostecéenja / idiopatski OA)

U prvoj studiji, koja je ukljuCivala 24 ovce, na svim ovcama ucinjena su dva
operativna zahvata u razmaku od 6 tjedana. Shematski prikaz ove studije prikazan je na
Slici 2.

Biopsija zglobne hrskavice
Biopsija nosne hrskavice 6 tjedana

6 tjedana kronifikacija ofte¢enja 3 mjeseca
12 mjeseci "
Eksplantacija
1'% .
Q i Q Anaiiza

Implantacija

Uzgoj presatka u bioreaktorn

AL
r k]

Transfer zglobnih i nosnih 8 _’ —

hondrocita u laboratorij P d zelohnih
sadak od z

ita (AC)

—— -

Presadak od nosnih
hondrocita (NC)
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Slika 2. Shematski prikaz prve studije na velikom animalnom modelu ovce.

4.3.1. Prvikirurski zahvat

Tijekom prvog zahvata, na medijalnom i lateralnom kondilu femura desnog koljena
ovaca napravljeno je oStecenje zglobne hrskavice promjera 4 milimetra s ciljem stvaranja
kroni¢nog ostec¢enja (Slika 3.), Sto dobro korelira s klinickom situacijom u ljudi i povecava

translacijsku vrijednost i vjerodostojnost modela.

Desno koljeno operirano je medijalnim parapatelarnim pristupom. OSteéenja
zglobne hrskavice promjera 4 milimetra napravljena su pomocu standardnog instrumenta
za mozaikplastiku (Smith&Nephew Inc., Andover, MA, SAD) na nosivoj povrSini
medijalnog i lateralnog kondila femura (Slika 3.). Napravljena oStecenja su bila iskljuCivo
hrskavi¢na, bez oste¢enja subhondralne kosti. S oba kondila uzeta je hrskavica pomocu
tubularnog instrumenta za ubodnu biopsiju promjera 4 mm, isprana fizioloSkom otopinom,

posusena steriinom kompresom i spremljena u sterilni transportni medij na +4 °C.

Istovremeno, ovcama u skupini NC napravljena je biopsija hrskavice nosnog septuma.
Tubularnim instrumentom za ubodnu biopsiju odstranjen je okrugli komadi¢ hrskavice
nosnog septuma promjera 8 mm. Skalpelom je pazljivo odstranjen vidljivi periost,
hrskavica je isprana fizioloSkom otopinom, posusena sterilnom kompresom i spremljena
u sterilni transportni medij (na +4 °C) koji se sastoji od osnovnog medija za stani¢ne kulture koji
se sastoji od 87 volumnih udjela (v/v%) (DMEM, engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium), 10
(v/v%) fetalnog govedeg seruma (FBS, engl. Fetal Bovine Serum), 2-(4-(2 hidroksietil)-1-
piperazinil)-etansulfonske kiselinae 1 (v/v%) (HEPES) te 1 (v/v%)Na piruvata.

U ranom poslijeoperacijskom razdoblju Zivotinje su bile smjesStene na Klinici, pod
nadzorom doktora veterinarske medicine. Nakon nekoliko dana Zivotinje su prebacene na
seosko domacinstvo gdje su provele 6 tjedana pod povremenim nadzorom doktora

veterinarske medicine.
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Slika 3. Stvaranje hondralnog oStecenja i uzimanje uzoraka zglobne hrskavice. a)
Medijalni parapatelarni pristup, prikazan medijalni kondil prije oStec¢enja; b) Standardnim
instrumentom za mozaikplastiku obiljeZeno mjesto oStec¢enja promjera 4 mm, c) Stvaranje
oStecenja; d) Uzorci hrskavice koji su u AC grupi iskoriSteni za ugoj presatka; e) Kronicne
promjene na rubovima oStecenja 6 tiedana nakon prvog zahvata

4.3.2. Uzgoj tkivnog presatka u bioreaktoru
Tijekom 6 tjedana izmedu prvog i drugog kirurSkog zahvata proizveden je kostano-

hrskavi¢ni presadak u skladu s dobrom proizvodackom praksom (GMP, engl. Good

Manufacturing Practice) u laboratoriju za tkivne kulture (Holostem Terapie Avanzate S.r.l.,
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ltalija). Na dvoslojni nosa¢ (Finceramica Faenza Spa, Italija) nasadeni su hondrociti
izolirani iz zglobne hrskavice (AC) ili hondrociti izolirani iz hrskavice septuma nosa (NC).
Uzorci hrskavice isprani su u fosfatnom puferu PBS (engl. Phosphate Buffered Saline),
uklonjeni su eventualni ostatci kosti ili perihondrija te je hrskavica usitnjena skalpelom na
manje komadice i razgradena enzimom kolagenaza tip 1l (0,15%) u kompletnom mediju
(DMEM 92viv%, FBS 5viv%, PSG 1viv%, HEPES 1v/v%, Na piruvat 1v/v%) u bioreaktoru
za digestiju, tijekom 20 sati na +37 °C. Tako izolirani hondrociti zatim su nasadeni su na
dvoslojni, nanokompozitni nosac (Slika 4a.) graden od kolagena i hidroksiapatita (d = 2,5
cm, h =0,5 cm). Gornji sloj nosaca sastoji se od kolagena i sluzi kao podloga za stvaranje
hrskavi¢nog tkiva. Doniji sloj sastoji se od kolagena i hidroksiapatita te je podloga za
subondralnu kost. Hondrociti su nasadeni samo na gornji sloj nosaca te su zatim kultivirani
tjekom 5 tjedana u trodimenzionalnom (3D) perfuzijskom bioreaktoru (T-CUP, Cellec
Ciotek AG, Svicarska) u kontroliranim uvjetima. Prosjeéan broj stanica nasadenih na
nosac bio je 49.843,75.

Nakon smjestanja nosacCa sa nasadenim hondrocitima u bireaktor, prvo je uslijedila
proliferacijska faza uzgoja koja je trajala 3 tjedna, uz izmjenu proliferacijskog medija
(DMEM 87viv%, FBS 10viv%, PSG 1v/iv%, HEPES 1v/v%, Na piruvat 1v/v%, TGF 1
1ng/ml, FGF2 5 ng/ml) dva puta tjedno. Nakon proliferacijske, uslijedila je diferencijacijska
faza koja je trajala dva tjedna u diferencijacijskom mediju (DMEM 87v/v%, FBS 10v/v%,
PSG 1v/v%, HEPES 1v/v%, Na piruvat 1v/v%, TGF B1 10ng/ml, askorbinska kiselina 0,1
mM, inzulin 10pg/ml). Nakon zavrSetka uzgoja, koStano-hrskavi¢ni presadak (Slika 4b.)

je transportiran na +4 °C do kirurSke sale gdje je uslijedio drugi kirurski zahvat.
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Slika 4. Dvoslojni biomimeti¢ki nosac (a); presadak odgovarajuc¢ih dimenzija dobiven
uzgojem u bioreaktoru spreman za ugradnju u koStano-hrskavi¢no ostecenje (b).

4.3.3. Drugi kirurski zahvat

Nakon 6 tjedana od prvog kirurSkog zahvata napravljen je drugi operativni zahvat

tijekom kojeg je hrskavicno ostecenje na medijalnom i lateralnom kondilu (koje je u

meduvremenu kroniéno promijenjeno) pretvoreno u kostano-hrskaviéno ostec¢enje dubine

5 milimetara i promjera 6 milimetara, pomoc¢u standardnog instrumenta za mozaikplastiku

(COR, DePuy Synthes, Warsaw, IN, USA). Ovce su zatim slu€ajnim odabirom podijeljene

u 4 skupine (Tablica 1.):

1)

2)

3)

4)

CTR (skraceno od engl. control): koStano-hrskavi¢no ostecenje koji nije
lijeCeno

CFS (skra¢eno od engl. cell free scaffold): kostano-hrskaviéno ostecenje
lije€eno samo scaffoldom (nosacem)

AC (skraéeno od engl. articular chondrocytes): kostano-hrskavi¢no
oStecenje lijeCeno tkivnim presatkom nacinjenim od nosaca i zglobnih
hondrocita

NC (skraceno od engl. nasal chondrocytes): koStano-hrskaviéno ostecenje
lije€eno tkivnim presatkom nacinjenim od nosaca i hondrocita hrskavice

nosne pregrade
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Autologni kostano-hrskavicni tkivni presatci proizvedeni u 3D perfuzijskom
bioreaktoru (T-CUP, Cellec Biotek AG, Svicarska) ugradeni su u oste¢enja u skupini AC
- nosac i hondrociti izolirani iz zglobne hrskavice (n = 6) i skupini NC - nosac i hondrociti
izolirani iz hrskavice nosnog septuma (n = 5). Nosa¢ bez hondrocita ugraden je u
oStecenje CFS skupini (n = 7). OStecenje je ostavljeno bez ispuna u zivotinja CTR skupine
(n = 6), koja je predstavljala negativnu kontrolu.

Presatci u skupinama NC i AC te nosaci u skupini CFS oblikovani su iz po€etnog
nosaca (d = 2,5 cm) tubularnim instrumentom za ubodnu biopsiju u cilindar koji svojim
dimenzijama odgovara dimenzijama oStecenja te su postavljeni u oStecenja bez dodatnog
ucvrscivanja tzv. metodom ,press-fit‘. Zglob je sasiven po slojevima nakon ciklusa od 30
pasivnih pokreta punog opsega u koljenu. Nije postavljena imobilizacija, pa su se Zivotinje
mogle slobodno kretati. Nekoliko dana nakon kirurS§kog zahvata Zivotinje su provele na
Klinici Veterinarskog fakulteta pod nadzorom doktora veterinarske medicine i uz potrebnu
analgeziju. Nakon toga su prebacene su na seosko domacinstvo gdje su bile do zavrSetka
studije (6 tjedana, 3 mjeseca ili 12 mjeseci) pod povremenim nadzorom doktora

veterinarske medicine.

Unutar svake grupe, ovce su podijeljene obzirom na vrijeme uzorkovanja na 3
vremenske toCke: 6 tjedana, 3 mjeseca i 12 mjeseci. Unutar svake grupe uzorci su
podijeljeni na Tretman (desni koljenski zglob gdje je napravljeno ostecenje) i Kontrolu
(lijevi koljenski zglob gdje nije napravljeno osteéenje niti je koljeno lije¢eno) > kontrola za

svaku zivotinju (referentna vrijednost) (Tablica 1.).

Tablica 1. Eksperimentalne skupine.

Velika zivotinjska studija |

AC skupina NC skupina CFS skupina CTR skupina

tretman | kontrola | tretman | kontrola | tretman | kontrola | tretman | kontrola
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Vrijeme Naziv Naziv Naziv Naziv Naziv Naziv Naziv Naziv

uzorkovanja
uzorka uzorka uzorka uzorka uzorka uzorka uzorka uzorka

6 tjedana AC1 AC1A NC1 NC1A CFS1 CFS1A | CTR1 CTR1A
AC2 AC2A NC2 NC2A CFS2 CFS2A  CTR2 CTR2A

3 mjeseca AC3 AC3A NC3 NC3A CFS3 CFS3A | CTR3 CTR3A
AC4 AC4A NC4 NC4A CFS4 CFS4A CTR4 CTR4A

12 mjeseci ACS5 AC5A NC5 NC5A CFS5 CFS5A | CTR5 CTR5A
AC6 AC6A / / CFS6 CFS6A CTR6 CTR6A
/ / / / CFS7 CFS7A |/ /

NC= implantirani autologni tkivni presatci nacinjeni od nosaca i hondrocita izoliranih iz
hrskavice nosnog septuma; AC= implantirani autologni tkivni presatci nacCinjeni od nosaca
i hondrocita izoliranih iz zglobne hrskavice; CFS= implantiran nosa¢ bez stanica; CTR=
oStecenje ostavljeno prazno (negativna kontrola).

4.3.4. Eksplantacija

Po 2 ovce iz svake skupine zZrtvovane su 6 tjedana, 3 mjeseca i 12 mjeseci nakon
implantacije. Iznimka su skupine NC (u kojoj je bila samo jedna ovca za vremensku tocku
12 mjeseci) i CFS (u kojoj su tri ovce bile Zrtvovane nakon 12 mjeseci). KoriStena je letalna
injekcija T61 (mjeSavina embutramida, mebezonij-jodida i tetrakain-klorida) uz prethodnu

sedaciju. Kroz stari rez pristupilo se na desno koljeno.

Kos&tano-hrskavicni tkivni blokovi veli¢ine 2x2x2 cm koji uklju€uju mjesto osteéenja
i okolnu zdravu hrskavicu uzeti su sa svakog kondila (medijalnog i lateralnog kondila
desnog koljena) te s lijevog, netretiranog koljena. Uzeti su i uzorci sinovijalne membrane

sa tretiranog i kontralateralnog (netretiranog) koljena (Slika 5.). Tkivni blokovi su odmah
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uronjeni u 4% puferirani paraformaldehid i koriSteni za histoloSku i imunohistokemijsku

analizu, dok su uzorci sinovijalne membrane koriSteni za ispitivanje genske ekspresije.

gPCR

Histologija
Imunochistokemija

Slika 5. Shematski prikaz uzimanja uzoraka za imunohistokemijsku i molekularnu analizu.
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4.4. Druga studija na velikom animalnom modelu ovce (akutni model ko$tano-
hrskavi¢nog osteéenja / posttraumatski OA)

U drugu animalnu studiju bilo je ukljueno 14 ovaca koje su nasumicno podijeljene
u dvije skupine. Uzgoj presadaka za ovu studiju je raden na Zavodu za molekularnu
biologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveucilista u Zagrebu dok su operacije
obavljene na Kiinici za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju i Veterinarskog fakulteta

Sveudilista u Zagrebu.

1) CFS (skra¢eno od engl. cell free scaffold): kostano-hrskaviéno ostecenje
ljeCeno samo nosacem

2) NC (skrac¢eno od engl. nasal chondrocytes): kostano-hrskavi¢no osteéenje
lijeCeno tkivnim presatkom nacinjenim od nosaca i hondrocita hrskavice

nosne pregrade

Sve Zivotinje podvrgnute su jednom kirurSkom zahvatu tijekom kojeg su na
medijalnom i lateralnom kondilu femura desnog koljena napravljena akutna kostano-
hrskavi¢na osteéenja (dubina 5 milimetara i promjer 6 milimetara) koja su u istom aktu
ispunjena koriste¢i nosac, odnosno tkivni presadak iz prve animalne studije. Skupini NC
(n=6) u osteéenja su ugradeni autologni tkivni presatci napravljeni u pefuzijskom
bioreaktoru od nosaca (Finceramica Faenza Spa, ltaly) i hondrocita izoliranih iz septuma
nosa. Sami hondrociti izolirani su i nasadeni na nosa¢ u Zavodu za molekularnu biologiju
PMF-a. Skupini CFS (n=8), u oSteCenja je ugraden samo nosaC bez hondrocita.
Postupanje sa Zivotinjama nakon kirurSkog zahvata bilo je isto kao Sto je prethodno

opisano za prvu studiju na velikom animalnom modelu ovce.
4.4.1. Eksplantacija
Zivotinje su Zrtvovane nakon 3 mjeseca, ili nakon 12 mjeseci nakon implantacije

letalnom injekcijom T61 (mjeSavina embutramida, mebezonij-jodida i tetrakain-klorida) uz

prethodnu sedaciju. Kroz stari rez pristupilo se na desno koljeno. Kostano-hrskavi¢ni tkivni
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blokovi veli€ine 2x2x2 cm koji ukljuCuje mjesto oStecenja i okolnu zdravu hrskavicu uzeti
su sa svakog kondila te s lijevog, netretiranog koljena u Zivotinja zZrtvovanih 3 mjeseca
(NC=3, CFS=4) ili 12 mjeseci (NC=3, CFS=4) nakon implantacije. Uzeta su i dva uzorka
sinovijalne membrane sa tretiranog i kontralateralnog (netretiranog) koljena u Zivotinja
Zrtvovanih nakon 3 mjeseca, ili nakon 12 mjeseci od implantacije. Tkivni blokovi su odmah
uronjeni u 4% paraformaldehid i koridteni za histoloSku i imunohistokemijsku analizu, dok

su uzorci sinovijalne membrane koriSteni za ispitivanje genske ekspresije.

4.5. Imunohistokemijska analiza uzoraka

Za prepoznavanje i odredivanje lokalizacije proteina u tkivnim rezovima korisStena
je metoda imunohistokemije. Parafinski rezovi su deparafinizirani u ksilenu, rehidrirani u
alkoholu padajucih koncentracija (100% do 70%) i isprani u destilranoj vodi i PBS-u. Kako
bi se otkrili epitopi na antigenu (engl. antigen retrieval) i time omogucilo vezanje protutijela,
primijenjena je proteinaza K (Dako, Danska) tijekom 3 minute pri sobnoj temperaturi.
Rezovi su zatim pokriveni 3%-tnim hidrogen peroksidom kroz 10 minuta, kako bi se
blokirale endogene peroksidaze. Kako bi se sprijeCilo nespecifitno vezanje protutijela,
tkivni rezovi inkubirani su s 10%-tnim kozjim serumom (Dako, Danska) kroz 60 minuta pri

sobnoj temperaturi.

Rezovi su zatim inkubirani s monoklonskim primarnim misjim protutijelima protiv
kozjeg IL-1B (razrijedeno 1:150 u PBS-u), IL-6 (razrijedeno 1:500 u PBS-u) i TNF-a
(razrijedeno 1:300 u PBS-u) (Bio-Rad, USA) preko nodi pri +4 °C. Na rezovima koji su
inkubirani sa primarnim protutijelom protiv kozjeg IL-1B prethodno je primijenjen 0,2%-tni
Tween-20 (Sigma-Aldrich, Njemacka) u svrhu permeabilizacije stanicne membrane.
Rezovi su nakon obiljeZzavanja s primarnim protutijelom isprani te su zatim inkubirani sa
sekundarnim protutijelom. Sekundarno protutijelo konjugirano s peroksidazom hrena
(HRP, engl. Horseradish Peroxidase) proizvedeno u kozi te je specificno za

imunoglobuline zeca ili miSa (Dako REAL EnVision Detection system, Agilent, Danska),
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dodano je na rezove i inkubirano 30-minuta pri sobnoj temperaturi. Reakcija s DAB
otopinom (3',3"' diaminobenzidintetraklorid; Dako REAL EnVision Detection system,
Agilent, Danska) koriStena je za vizualizaciju vezivanja protutijela za proteine
medustanicne tvari nakon ¢ega su rezovi kratko obojeni hematoksilinom, isprani obicnom
vodom, dehidrirani u rastu¢im koncentracijama etanola (70% to 100%), oCiSceni u ksilenu
i uklopljeni u medij za pokrivanje (Tissue Tek Glass-mounting medium, Sakura, Japan) te
prekriveni pokrovnim stakalcem. MedustaniCna tvar koja je reagirala s odgovaraju¢im
primarnim protutijelima bila je smede obojena. Rezovi namijenjeni negativnoj kontroli
imunohistokemijskog bojanja svakog antigena prosli su istovjetan postupak kao ostali
rezovi uz izostavljanje primarnog protutijela. Obojenja rezova vizualizirana su uz pomo¢
mikroskopa Olympus B51 (Olympus, Japan) i snimljena pomoc¢u kamere Olympus DP70
i Olympus DP Controller Software (Olympus, Japan).

4.5.1. Kvantifikacija imunohistokemijskog bojanja

U svrhu kvantitativne analize imunohistokemijskog obiljeZzavanja kostano-
hrskavi¢nog tkiva, svaki preparat je slikan upotrebom 20x objektiva NanoZoomer 2.0 RS
(Hamamatsu Photonics K.K., Japan). Dobivene slike pregledane su koristenjem NDP
view 2 softvera (Hamamatsu Photonics, Njemacka). Svaka slika povecCana je 2,5x, i
postavljena na naCin da mjesto osteCenja bude u sredistu, s hrskavicom okrenutom prema
dolje (prema jugu), i pospremljena u TIF formatu. Kvantifikacija DAB pozitivhog (DAB+)
imunohistokemijskog obiljezavanja provedena je uz pomo¢ uz pomo¢ besplatnog (tzv.

open-source) softvera Image J (154) i algoritama Andy's Algorithm-master (155).

Sve slike za svaki citokin grupirane su u jednu datoteku iz koje je odabrano pet
reprezentativnih slika za postupak optimizacije postupka prije nego se pristupilo analizi
slika (1. Uzorak C s niskim pozitivnim signalom; 2. Uzorak C s visokim pozitivnim

signalom; 3. Uzorak M ili L s viSe od 90% pozitivhog signala; 4. Uzorak M ili L s 50%
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pozitivnog signala; 5. Uzorak M ili L s niskim pozitivnim signalom). Nakon optimizacije

usljedila je analiza slika (Slika 6.).

Za svaku sliku izmjeren je postotak pozitivnog obojenja (engl. percent area) koji je
dobiven tako da je oduzet broj piksela koji predstavlja pozitivho obojenje (engl. positive
area) od ukupnog broja piksela cijele slike (engl. total area). Za svaki uzorak dobiven
jedan broj, tj. postotak pozitivnog obojenja. Vrijednosti postotnih povrSina koristene su u

kasnijoj analizi.

Taww = A

Slika 6. Prikaz kvantifikacije imunohistokemijskih bojenja. A) Fotografija skeniranog
preparata uvecana na povecanje 2,5x. Fotografija prikazuje mjesto lezije na lateralnom
kondilu 6 tjedana nakon implantacije presatka sa zglobnim hondrocitima uz dio okolnog
zdravog tkiva. Smede obojenje oznacava mjesto prisutnosti citokina IL-6 u novonastalom
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tkivu. Prema unaprijed zadanim parametrima, algoritam Andy's Alghorithm-master u
programu Image J na fotografiji odabire podruéje B) pozitivnog obojenja (engl. positive
selection) i oznacava ga zelenom bojom te C) ukupno podrudje od interesa (engl. total
selection) koje oznacava crvenom bojom. Zeleno podrucje odgovara nastalom smedem
precipitatu koji se javlja nakon oksidacije 3,3’ diaminobenzidina (DAB, engl.
diaminobenzidine) sa peroksidazom hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase). Ova
reakcija obiljeZzava vezanje antigena za antitijelo odnosno detekciju proteina IL-6.
Algoritam sam izraCunava postotak pozitivnog obojenja na temelju obrade pocetne
fotografije. Mjerilo prikazuje 1 mm.
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4.6. Molekularna analiza sinovijalne membrane

Uzorci sinovijalne membrane uzeti 6 tjedana, 3 mjeseca i 12 mjeseci nakon
implantacije u prvoj studiji te 3 mjeseca i 12 mjeseci nakon implantacije u drugoj animalnoj
studiji, koridteni su za ispitivanje ekspresije ciljnih gena: IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-
1i MMP-3.

4.6.1. lzolacija RNA iz sinovijalne membrane

Uzorci RNA iz komadi¢a sinovijalne membrane izolirani su koriStenjem
TRIReagent-a (Sigma-Aldrich, USA) i RNeasy Mini Kit-a (Qiagen, Njemacka) kao $to je
prethodno opisano (156). Ukratko, uzorci sinovijalne membrane homogenizirani su uz
pomo¢ T10 basic Ultra — Turrax homogenizatora (IKA, Njemacka) uz dodatak 1 ml
TRIReagent-a (Sigma-Aldrich, USA). Homogenizirani uzorci inkubirani su pri sobnoj
temperaturi tijekom 15 minuta uz dodatak 100 pl kloroforma u svaki uzorak. Uzorci su
mjeSani 15 sekundi te centrifugirani 15 min na 12 000 x g pri +4 °C. Gornja vodena faza
je odvojena u novu ohladenu epruvetu i dodan joj je jednak volumen 75%-tnog etanola.
MjeSavina je stavljena u RNeasy Mini spin kolonu i centrifugirana tijekom 15 sekundi pri
8000 x g. RW1 i RPE puferi su dodani u RNeasy spin kolonu i centrifugirani nakon svakog
dodavanja. Talog RNA je otoplien u RNase free vodi te je zatim koncentracija RNA
izmjerena koriste¢i Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, SAD). Kakvo¢a RNA provjerena
je gel elektroforezom. RNA svakog uzorka pomije$ana je s Purple (6X) Gel Loading Dye
(New England BioLabs, SAD) u omjeru 2:1 te je 3 yL mjeSavine naneseno na 1 %
agarozni gel. RNA molekule su razdvojene na agaroznom gelu, elektroforezom tijekom
60 min pri naponu struje od 50 V. Gel je obojan s etidij bromidom kroz 20 min i vizualiziran
s Kodak EDAS 290 sustavom. Provjerena je cjelovitost izdvojene RNA tako da se utvrdila

prisutnost ribosomskih pruga 18 Si 28 S na gelu.
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4.6.2. Uklanjanje zaostale DNA iz uzorka RNA

Kako bi se uklonila zaostala genomska DNA iz uzorka, uzorci su RNA tretirani
su deoksiribonukleazom | (DNaze |, New England Biolabs, SAD) u skladu s
protokolom koji preporué¢a proizvoda¢. 1ug RNA pomijesan je s 10x DNaze |
rekcijskog pufera, 2 jedinice DNaze | (ne sadrzi Rnazu) i vodom koja ne sadrzi
nukleaze. Uzorci su inkubirani na 37 °C tijekom 10 minuta. Zatim je u uzorke dodan
1 ul 0.5 M otopine EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, Thermo Scientific,
SAD), aDNazaje inaktivirana inkubacijom uzoraka natermobloku tijekom 10 minuta
na 75 °C.

4.6.3. Reverzna transkripcija RNA u komplementarnu DNA (cDNA)

RNA tretirana DNazom obrnuto je prepisana u komplementarnu DNA (cDNA)
pomoc¢u komercijalnog kita za reverznu transkripciju High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, SAD) prema uputama proizvodaca. Ukratko, svi
sastojci kita (10x pufer, 25x smjesa dNTP (100mM), 10x RT nasumicne pocetnice,
reverzna transkriptaza MultiScribe Inhibitor Rnaze™, voda bez nukleaza) su pomijesani i
pripremljena je reakcijska smjesa. Zatim je za svaki uzorak pomijeSano 10 yl RNA sa 10
bl reakcijske smjese. Dobivena mjeSavina je vorteksirana i epruvete su stavljene na
termoblok te su inkubirane tijekom 25 minuta pri sobnoj temperaturi, 120 minuta pri 37 °C
i 5 min pri 85 °C. Svaki uzorak cDNA je razrijeden s 5 pl vode koja ne sadrzi nukleaze te

pohranjen na -20 °C prije uporabe.

4.6.4. Dizajn pocetnica

Dizajnirane su pocetnice (engl. primers) tako da su najprije pronadene sekvencije
cilinih gena ovce u Ensemble bazi podataka. Sekvencije u FASTA formatu su unesene u
internetski program PrimerQuest (IDT SciTools, SAD) te je dizajnirano nekoliko poc¢etnica
za svaki gen od interesa posStujuci pravila za dizajn pocCetnica (157). Odabrane su

najprikladnije pocetnice te su analizirane in silico uz pomo¢ AmplifX softvera (158).
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Specificnost pocetnica provjerena je uz pomo¢ Primer BLAST programa. Proizvodac svih
pocCetnica je Macrogen (LIGO, Juzna Koreja). Odabrani geni, slijed poCetnica temperatura

taljenja i pripadajuca duzina fragmenta prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Slijedovi poCetnica temperatura mek3anja (Tm) i oekivana duzina amplikona.

Pocetnica
(foward/
Gen Slijed pocetnice (5'-3') Duzina Tm (°C)
reverse) amplikona
(pb)
IL-18 F AATCCCTGGTGCTGGATAG 116 58
R GTTGTCTCTTTCCTCTCCTTG 62
IL-6 F GAGTTGCAGAGCAGTATCAG 83 60
R GTGGCTGGAGTGGTTATTAG 60
IL-10 F GAAGGACCAACTGAACAGC 94 58
R CTGGATCATTTCCGACAAGG 60
TNFa F GAGGTGCTCTCCAACAAAG 81 62
R AACCAGGAGGAAGGAGAAG 58
MMP-1 F GTGCAAATATCGGAGGAGAC 122 60
R ATGAGAAAGTCCAAGGGAATG 60
MMP-3 F GATGCAATCAGCACACTGAG 118 60
R GAGATGGCCAGAATGAAGAG 58
GAPDH F GATTGTCAGCAATGCCTCCT 196 58
R AAGCAGGGATGATGTTTTGG 56

4.6.5. Analiza ekspresije gena u tkivnim presatcima kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimeraze u
stvarnom vremenu (gRT-PCR)
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Kvantitativna lanCana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu, qRT-PCR (engl.
guantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction) provedena je koriste¢i cDNA uzorke
sinovijalne membrane izolirane iz tretiranog i kontralateralnog, netretiranog koljena u
svrhu odredivanja ekspresije ciljnih gena (IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-1, MMP-3).

Komplementarna DNA dobivena obrnutim prepisivanjem RNA izolirane iz tkivnih
presadaka, zdrave nosne i zglobne hrskavice te hondrocita u fazi umnazanja, koriStena
je za odredivanje ekspresije ciljnih gena. Reakcijska mjeSavina za kvantitativni PCR u
kona¢nom volumenu od 20 pl sastojala se od 1 pl cDNA, 10 ul 1x Power SYBR Green
Master Mix-a (Applied Biosystems, SAD), 0,4 pl 0,2 uM uzvodnih i nizvodnih pocetnica
pojedinog gena (Tablica 2.) te MiliQ vode. Na plo€icu od 96 jaZica naneseno je po 1 pl
uzorka cDNA u duplikatu, a zatim 19 pl reakcijske smjese. Kao negativha kontrola
koriStena je reakcijska smjesa bez cDNA (NTC, engl. no template control) u duplikatu.
Takoder je koriStena unutarnja kontrola za gen koji je eksprimiran u svim uzorcima. Enzim
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza, GAPDH (engl. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) koristen je kao unutarnja kontrola. Za izvodenje qPCR-a koristen je
uredaj za PCR, 7500 Fast Real- Time PCR System (Applied Biosystems, SAD) uz
poCetne faze od po 20 sekundi pri 50 °C i 10 minuta pri 95 °C . Zatim je slijedilo 40 ciklusa
od po 15 sekundi pri 95 °C i 40 ciklusa od po 1 minutu pri 58 °C. Zatim 15 sekundi pri 95
°C, 1 minutu pri 60 °C, 30 sekundi pri 95 °C i 15 sekundi pri 60 °C. Dobiveni podaci
spremljeni su u programskom paketu 7500 Software v2.0.6. i analizirani komparativnom
CT (AACT) metodom.
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4.7. Statisticka analiza

Podaci o razini mRNA (ekspresija gena) i imunohistokemijskih signala (ekspresija
proteina) analizirani su primjenom generaliziranih linearnih mjeSovitih (hijerarhijskih)
modela koji uzimaju u obzir korelaciju izmedu uzoraka (tretirano-zdravo) uzetih u iste
jedinke (zivotinje). Obzirom da se radi o velikim Zivotinjama (ovce), a sukladno nacelu 3R
za istrazivanja u Zivotinja, ukupan broj zivotinja u pokusima sveden je na razuman
minimum dostatan da omoguci detekciju signala koji se i inace u tehnikama qRT-PCR-a /
imunohistokemije smatraju bioloski relevantnima (primjerice, 3-4 puta ili vece razine
ekspresije). Rabljeni su Bayes modeli obzirom da su fleksibilniji od frekvencionistic¢kih u
pogledu pretpostavki o distribuciji reziduala. U svim su modelima za nezavisne varijable
koriSteni neinformativni nepravilni priori (engl. non-informative, improper), a inverzni
gama (shape=2, scale=2) za skaliranje i nasumiéni (engl. random) efekt, uz 2000 burn-
in simulacija i 50000 Monte Carlo simulacija. Rezultati za razinu mRNA iskazani su kao
omjeri odredene testne skupine naspram kontrolne (engl. fold difference, tj. antilogaritam
na bazi 2 vrijednosti —delta delta ct). Podaci o imunohistokemijskim signalima su
logaritmirani na bazi e, a rezultati su iskazani kao antilogaritam razlike srednjih vrijednosti
logaritama izmedu skupina (tj. omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti; GMR). Sve
procjene iskazane su s 95% kredibilnim intervalima (Crl) izraCunatih metodom ,highest
posterior density“. KorisSten je racunalni program SAS for Windows 9.4 (SAS Inc., Cary,

NC) licenciran Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu (proc bglimm).
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5.  REZULTATI

5.1. Imunohistokemijska analiza presatka uzgojenog u bioreaktoru uz upotrebu nosaca i
stanica (zglobnih ili nosnih hondrocita)

Imunohistokemijskim bojanjem utvrdena je prisutnost TNF-a, IL-6 i IL-13 u oba
tipa autolognih tkivnih presadaka proizvedenih u 3D perfuzijskom bioreaktoru, koristenih
za lijeCenje kostano-hrskavicnih oStec¢enja na kondilima ovce. Smede obojenje ukazuje

na prisutnost citokina u presatcima te je vezano uz stanice koje ih izlu¢uju (Slika 7.).
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Slika 7. Imunohistokemijski prikaz tkivnih presadaka nakon imunohistokemijskih bojenja
za detekciju ¢imbenika nekroze tumora-alfa (TNF-a) (A, D), interleukina 6 (IL-6) (B, E) i
interleukina 1B (IL-1B) (C, F). lzraZaj citokina TNF-a, IL-6 i IL-18 prisutan je u oba tipa
autolognih tkivnih presadaka koji su koriSteni za lijeCenje koStano-hrskavicnih oStecenja
na kondilima ovce. Tkivni presatci koristeni u ovoj studiji proizvedeni su u 3D perfuzijskom
bioreaktoru od dvoslojnog nosaca (oznalen strelicama) i zglobnih hondrocita (AC
presadak) (A, B, C) ili hondrocita nosnog septuma (NC presadak) (D, E, F). Smede
obojenje ukazuje na prisutnost citokina u presatcima te je vezano uz stanice koje ih
izlu¢uju. Negativna kontrola (CTR) (G) predstavija prerez tkivhog presatka tretiran samo
sekundarnim antitijelom uz izostanak primarnog antitijela. Zeiss Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss
Microscopy, SAD). Mjerna skala prikazuje 100 pm.
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5.2. Histoloska analiza koStano-hrskavi¢nih lezija 6 tjedana nakon transplantacije

Pregledom morfologije tkiva nastalog na mjestu kostano-hrskavi¢nih lezija 6
tiedana nakon tretmana vidljivo je da su mjesta koStano-hrskavi¢nih oSte¢enja ispunjena
novonastalim tkivom. U novonastalom tkivu primje¢eno je prisutstvo velikog broja upalnih
stanica na mjestu implantacije presadaka. Prisutne su i viSejezgrene gigantske stanice

(orijaske stanice) koje nastaju fuzijom makrofaga (Slika 8.).

46



Slika 8. Prikaz kostano-hrskavicnih lezija 6 tiedana operacije u prvoj animalnoj studiji.
Prikazane se redom ekperimentalne grupe lije¢ene presatkom od zglobnih hondrocita AC
(engl. Articular Chondrocytes) (A i C), nosnih hondrocita NC (engl. Nasal Chondrocytes)
(B i D), kontrolna grupa CTR (engl. Control) (E i G) te grupa s nosacem CFS (engl. Cell
Free Scaffolds) (F i H). A i B) Na mjestu kroni¢nih ko$tano-hrskavi¢nih lezija u
novonastalom tkivu nalazimo limfne ¢vorove s velikim brojem upalnih stanica kao Sto su
limfociti. C, D) Na mjestu stvorenog novonastalog tkiva vidljivi su ostaci nosac¢a (oznaceni
crnim strelicama) oko kojih je vidljiv velik broj limfocita, makrofaga te orijaskih stanica
(oznaceno crnim zvjezdicama. Na fotografijama A i B mjerna skala prikazuje 2,5 mm dok
na fotografijama C i D mjerna skala prikazuje 500 um. E i F) OStecenja su dobro ispunjeno
novonastalim vezivno-hrskavi¢nim tkviom. G) Vezivno-hrskavi¢no tkivo relativno je slabo
integrirano te su pristune i orijaske stanice (strelica). F) Vidljivo je neformirano vezivno
tkivo a orijaSka stanica je oznalena strelicom. Hemalaun eozin (HE) bojenje. Na
fotografijama E i F mjerna skala prikazuje 2 mm dok na fotografijama C i D mjerna skala
prikazuje 100 pum.

5.3. Imunohistokemijska analiza upalnih citokina TNF-a, IL-6 i IL-18 u novonastalom tkivu
na mjestu lezije 6 tjedana, 3 mjeseca i 12 mjeseci nakon transplantacije

|zrazaj sva tri citokina smanjuje se kroz vrijeme i najnizi je kod uzoraka 12 mjeseci
nakon tretmana (Slika 9.). Obzirom na Cinjenicu kako je izrazaj sva tri citokina prisutan uz
isti tip stanica i vezan je uz isto podru€je novonastalog tkiva na mjestu lezije nakon
tretmana, bit ¢e prikazana samo detaljna analiza preparata za bojanje na TNF-a, dok ¢e

rezultati kvantitativne analize biti prikazani za sva tri citokina.
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KRONICNA LEZIJA
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Slika 9. Reprezentativne fotografije nakon imunohistokemijskih bojenja za detekciju
¢imbenika nekroze tumora-alfa (TNF-a) (A, D, G, J), interleukina 6 (IL-6) (B, E, H, K) i
interleukina 1B (IL-1B) (C, F, I, L) koStano-hrskavi¢nih preparata iz prve i druge animalne
studije. Mjesta oStecCenja ispunjena su vezivno-hrskavicnim tkivom. Smede obojenje
ukazuje na prisutstvo citokina TNF-a, IL-6 i IL-18. Vidljivo je da je izraZaj sva tri navedena
citokina prisutan uz isti tip stanica i vezan je uz podrucje novonastalog tkiva na mjestu
lezija nakon tretmana. Takoder izraZaj sva tri citokina smanjuje se kroz vrijeme i najnizi je
kod uzoraka 12 mjeseci nakon tretmana. Mjerna skala prikazuje 2,5 mm.

5.3.1. lzraZaj TNF-a na mjestu novonastalog tkiva nakon tretiranja kronicne koStano-hrskavi¢ne lezije u
prvoj animalnoj studiji

Izrazaj TNF-a u presjecima eksplantiranog tkiva najjace je vidljiv 6 tiedana nakon

tretmana u svim ispitivanim skupinama. S vremenom izrazaj TNF-a (smede obojenje)
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opada u svim ispitivanim skupinama. 12 mjeseci nakon tretmana vidljivo je ispunjenje
mjesta lezije novonastalim tkivom te slabo smede obojenje unutar svih skupina sto
ukazuje na manju koli€¢inu proupalnog citokina TNF-a i smirivanje upalnog procesa. Kod
intaktnog koljena, smede obojenje vezano je uz hondrocite zdrave hrskavice i krvne

stanice subhondralne kosti (Slika 10.).
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Slika 10. Reprezentativne fotografije imunohistokemijskog bojenja na ¢imbenik nekroze
tumora-alfa (TNF-a) koStano-hrskavinih preparata iz prve animalne studije. Prikazano je
mjesto koStano-hrskavicne lezije u operiranim koljenima ovaca 6 tjedana (A, D, G, J, M),
3 mjeseca (B, E, H, K,N) i 12 mjeseci (C, F, I, L, O) nakon tretiranja kronicne lezije. Ovisno
o tretmanu koji je primjenjen za lijeCenje koStano-hrskavi¢nih kronicnih lezija stvorenih na
kondilima operiranih koljena, Zivotinje su bile podijeljene na 4 skupine: lezija + NC =
kronicna lezija tretirana je presatkom od hondrocita nosnog septuma (J, K, L), lezija + AC
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= presadak od zglobnih hondrocita (G, H, 1); lezija + nosac= lijeCenje lezije samo
dvoslojnim nosacem od kolagena i hidroksiapatita (D, E, F); lezija bez tretmana= nije
primjenjeno lijeCenje nakon stvaranja kroni¢ne lezije (A, B, C). Zadnji red fotografija
prikazuje presjek kondila s kontralateralnog, intaktnog koljena (M, N, O). Smede obojenje
ukazuje na prisutnost citokina TNF-a u presjecima eksplantiranog tkiva. Najjace obojenje
je vidljivo 6 tjedana nakon tretmana u svim ispitivanim skupinama. S vremenom prisutnost
citokina TNF-a opada u svim ispitivanim skupinama. lako je obojenje jo$ prisutno 3
mjeseca nakon tretmana, njegova izraZenost je razlicita u pojedinim skupinama. Slabije
obojenje je prisutno u skupinama lezija + NC i lezija bez tretmana dok je najjace obojenje
3 mjeseca nakon tretmana u skupini lezija + AC. 12 mjeseci nakon tretmana vidljivo je
ispunjenje mjesta lezije novonastalim tkivom te slabo smede obojenje unutar svih skupina
Sto ukazuje na manju koli¢inu proupalnog citokina TNF-a i smirivanje upalnog procesa.
Kod intaktnog koljena, smede obojenje vezano je uz hondrocite zdrave hrskavice i krvne
stanice subhondralne kosti. Kod uzoraka 12 mjeseci nakon tretmana nisu vidljive upalne
stanice te je prisutnost TNF-a citokina minimalna u svim skupinama i tijekom svih
vremenskih toCaka. Mjerna skala prikazuje 2,5 mm.
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5.3.1.1. IzraZaj TNF-a na mjestu novonastalog tkiva 6 tiedana nakon tretiranja kronicne kostano-
hrskavicne lezije u prvoj animalnoj studiji

lzrazaj TNF-a u presjecima eksplantiranog tkiva najjace je vidljiv 6 tjedana nakon
tretmana, te je uocljiv u svim ispitivanim skupinama. Biti ¢e ilustrativno prikazani rezultati
bojanja NC skupine, dok ¢e kvantitativni rezultati za sve skupine biti prikazani naknadno.
MorofoloSke karakteristike uoCene analizom preparata: povrsina obiluje sinoviocitima koji
izrazavaju TNF-aq, izrazaj je prisutan i oko krvnih Zila te ostataka nosaca, a dobro su

vidljive i kakteristi¢ne orijaske stanice (Slika 11.)

6 TIEDANA

T C o A D

frrTe E mom F

o % w0 wiom

Slika 11. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na ¢imbenik nekroze tumora-alfa (TNF-a)
koStano-hrskavicnih preparata 6 tjedna nakon tretmana kroni¢ne lezije u prvoj animalnoj
studiji, u skupini NC. Smede obojenje ukazuje na prisutnost citokina TNF-a. Na mjestu
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lezije, 6 tjedana nakon tretmana vidljivo je novonastalo tkivo koje obiluje stanicama
pozitivnima na TNF-a. Na povr$ini novonastalog tkiva nalazimo sinoviocite (A) koji izlu¢uju
TNF-a (oznaceni pravokutnikom). TNF-a prisutan je oko krvnih Zila (A, crvene zvjezdice)
te oko fibroblasta (B) koji prevliadavaju na mjestu novonastalog tkiva. Smede obojenje je
osobito izraZzeno oko ostataka nosaca od kolagena i hidroksiapatita (C, crne strelice) gdje
nalazimo velik broj multinuklearnih orijaskih stanica (C, cre zvjezdice). Intezitet smedeg
obojenja na mjestu orijaske stanice vidljiv je na vecem povecanju (D, crvena strelica).
Hondrociti iz okolnog, zdravog hrskavi¢nog tkiva (E) i stanice krvnih Zila iz subhondralne
zdrave kosti takoder izlucuju citokin TNF-a te je uz njih vidljivo smede obojenje. Mjerna
skala prikazuje 100 um kod fotografija A, B, C, E i F. Mjerna skala fotografije D prikazuje
50 pm.
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5.3.1.2. lzraZaj TNF-a na mjestu novonastalog tkiva 3 mjeseca nakon tretiranja kronic¢ne kostano-
hrskavicne lezije u prvoj animalnoj studiji

lzrazaj TNF-a u presjecima eksplantiranog tkiva vidljiv je i 3 mjeseca nakon
tretmana, no manje nego nakon 6 tjedana, te je trend prisutan u svim ispitivanim
skupinama. Biti ¢e ilustrativno prikazani rezultati bojanja NC skupine, dok ¢e kvantitatvni
rezultati za sve skupine biti prikazani naknadno. Pozitivho obojenje vidljivo je uz
sinoviocite, stanice krvnih Zila, orijaske stanice i fibroblaste oko ostataka nosaca. Prisutan

je i maniji broja upalnih stanica kao $to su limfociti i makrofazi (Slika 12.).
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Slika 12. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na ¢imbenik nekroze tumora-alfa (TNF-a)
koStano-hrskavicnih preparata 3 mjeseca nakon tretmana kroniCne lezije u prvoj
animalnoj studiji. Smede obojenje ukazuje na prisutnost citokina TNF-a. Smede obojenje
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je vezano uz stanice novonastalog tkiva na mjestu lezije 3 mjeseca nakon tretmana u NC
skupini. Pozitivno obojenje vidljivo je uz sinoviocite (B, oznaCeni crnim pravokutnikom),
Stanice krvnih Zila (A, crvene zvjezdice), orijaske stanice (C, crne zvjezdice) i fibroblaste
oko ostataka nosaca (D, crne strelice). IzraZzaj TNF-a citokina nalazimo uz isti tip stanica
kao i kod uzoraka 6 tiedana nakon tretmana, ali intezitet smedeg obojenja je manji kod
uzoraka 3 mjeseca nakon tretmana. lzvan lezije u zdravom okolnom tkivu, smede
obojenje je prisutno uz hondrocite zdrave hrskavice (E) i krvne stanice subhondralne kosti
(F). Takvo obojenje je vidljivo i u skupini 6 tjedana nakon tretmana, ali u vec¢oj mjeri nego
3 mjeseca nakon tretmana. Prisustvo manjeg broja upalnih stanica kao $to su limfociti,
makrofazi i orijaSke stanice na mjestu lezije prati i imaniji izraZaj citokina TNF-a 3 mjeseca
nakon tretmana. Mjerna skala prikazuje 100 pm.

5.3.1.3. IzraZaj TNF-a na mjestu novonastalog tkiva 12 mjeseci nakon tretiranja kroni¢ne kostano-
hrskavicne lezije u prvoj animalnoj studliji

lzrazaj TNF-a u presjecima eksplantiranog tkiva vidljiv je i 12 mjeseci nakon
tretmana, no u zna€ajno manjoj mjeri u odnosu na promatrane skupine nakon 6 tjedana i
12 mjeseci, te je trend prisutan u svim ispitivanim skupinama. Biti ¢e ilustrativno prikazani
rezultati bojanja NC skupine, dok ¢e kvantitatvni rezultati za sve skupine biti prikazani
naknadno. Pozitivno obojenje mjestimicno je vidljivo uz sinoviocite i stanice krvnih zila.
Nisu vidljive upalne stanice kao $to su limfociti i makrofazi te ne nalazimo orijaske stanice
(Slika 13.).

54



12 MJESECI

mmmmmmm LR T

D

o ERT T C

IEREEEL T

Slika 13. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na ¢imbenik nekroze tumora-alfa (TNF-a)
koStano-hrskavicnih preparata 12 mjeseci nakon tretmana kroniCne lezije u prvoj
animalnoj studiji. Smede obojenje ukazuje na prisutnost citokina TNF-a. 12 mjeseci nakon
tretmana u NC skupini, smede obojenje je prisutno u znacajno manjoj koli¢ini u usporedbi
sa uzorcima 6 tjedana i 3 mjeseca nakon tretmana. Kod pojedinih uzoraka, prisutno je
smede obojenje vezano uz sinoviocite (B), stanice krvnih Zila u novonastalom tkivu (A,
crne zvjezdice) te oko ostataka nosaca (A, crne strelice). Nisu vidljive upalne stanice kao
Sto su limfociti i makrofazi te ne nalazimo orijasSke stanice. Obojenje vezano uz hondrocite
zdravog tkiva (C) i stanice krvnih Zila zdrave subhondralne kosti (D) je minimalno. To
ukazuje na minimalnu prisutnost citokina TNF-a u uzorcima 12 mjeseci nakon tretmana
te izostanak upale unutar svih ispitivanih skupina. Mjerna skala prikazuje 100 um.
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5.3.1.4. IzraZaj TNF-a na mjestu novonastalog tkiva 3 mjeseca nakon tretiranja akutne kostano-
hrskavicne lezije u drugoj animalnoj studiji

Tri mjeseca nakon tretiranja akutne koStano-hrskavicne lezije u drugoj animalnoj
studiji, na mjestu novonastalog tkiva vidljivo je smede obojenje koje ukazuje na prisutnost
citokina TNF-a (Slika 14.). Izrazaj TNF-a vidljiv je u obje ispitivane skupine (lezija + nosac;
lezija + NC) i zahvaca hrskavicno i koStano subhondralno podrucje. lako su prisutne
upalne stanice, izrazaj TNF-a citokina manji je u usporebi s uzorcima iz prve animalne

studije 6 tjedana i 3 mjeseca nakon tretmana kroni¢ne lezije.

Lezija + nosac Lezija + NC Intaktno koljeno

3 MJESECA

A B 7 57 3= C

Slika 14. Reprezentativne fotografije imunohistokemijskog bojenja na ¢imbenik nekroze
tumora-alfa (TNF-a) koStano-hrskavi¢nih preparata iz druge animalne studije. Prikazane
Ssu koStano-hrskavi¢ne lezije u operiranim koljenima ovaca 3 mjeseca (A, B) nakon
stvaranja akutne kostano-hrskavicne lezije te zdravo koS$tano-hrskaviéno tkivo
kontralateralnog, intaktnog koljena (C). Mjerna skala prikazuje 2,5 mm.

Smede obojenje koje ukazuje na prisutnost citokina TNF-a vidljivo je na mjestu
novonastalog tkiva u obje tretirane skupine i zahvaca hrskavi¢no i koStano subhondralno
podrucje (Slika 15.). lako su prisutne upalne stanice, izrazaj TNF-a citokina maniji je u
usporebi sa uzorcima iz prve animalne studije 6 tjedana i 3 mjeseca nakon tretmana
kronicne lezije. Kod intaktnog koljena, obojenje je vezano uz hondrocite zdrave hrskavice

I prisutnost TNF-a je minimalna.
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Slika 15. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na ¢imbenik nekroze tumora-alfa (TNF-a)
koStano-hrskavi¢nih preparata 3 mjeseca nakon tretmana akutne lezije u drugoj animalnoj
studiji. Smede obojenje ukazuje na prisutnost citokina TNF-a. 3 mjeseca nakon tretmana
akutne lezije u obje skupine prisutne su upalne stanice na mjestu novonastalog tkiva.
Pozitivho obojenje prisutno je uz sinoviocite (B, oznac¢eni pravokutnikom), oko ostataka
nosaca (A, crne strelice), uz fibroblaste (A), stanice krvnih Zila (oznacene crvenim
zvjezdicama). Orijaske stanice nalazimo oko ostataka nosaca (C, crne zvjezdice) te na
prijelazu iz novonastalog tkiva u subhondralnu kost (D, crne zvjezdice) tj. na krajevima
same lezije. Kod stanica krvnih Zila subhondralne kosti (F) i hondrocita zdrave okolne
hrskavice (E) takoder je prisutno pozitivno obojenje na TNF-a citokin. Izrazaj citokina TNF-
a prisutan je uz isti tip stanica kao i kod uzoraka 6 tjedana i 3 mjeseca nakon tretmana
kronic¢ne lezije, ali uz manju koli¢inu upalnih stanica. Mjerna skala prikazuje 100 pm.
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5.3.2. Kvantifikacija imunohistokemijskog bojenja novonastalog tkiva kod kroni¢nog kostano-hrskavi¢nog
modela (prva animalna studija)

Unato€ malom broju jedinki i mjestimi€no znatnoj varijabilnosti individualnih

rezultata (unutar skupine-vremenske tocke), uocljivi su jasni trendovi (slika 16):

a)

b)

u intaktnom koljenu (referentno stanje), ekspresija sva tri proteina slicna je u
sve tri vremenske tocCke, s nesto vide varijabilnosti IL-6 | TNF-a nego IL-13
ucinak same lezije (CTR skupina) jasno je vidljiv kao poviSena ekspresija svih
triju proteina nakon 6 tjedana nakon kojeg slijedi snizenje prema vrijednostima
u intaktnom koljenu — nakon 12 i 52 tjedna,;

uz sam nosac (CFS skupina), varijabilnost rezultata je znatna i nije vidljiv neki
jasan trend;

uz tretman AC, ucinak lezije slican je kao i kod lezije bez tretmana (CTR
skupina) za sva tri proteina, s time da se trend snizenja ekspresije sva ftri
proteina €ini manje izrazenim nego uz samu leziju;

uz tretman NC, u svakoj se vremskoj toCki ekspresija sva tri proteina Cini slicna
onoj kao uz samu leziju, uz iznimku ekspresije TNF-a nakon 12 tjedana gdje je

varijabilnost rezultata uz NC znatna.
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Slika 16. Rezultati imunohistokemijske analize tkiva, iskazani kao postotak ukupne povrsSine
preparata koja je ,prekrivena” bojanjem za interleukin 18 (IL-18) (gore), interleukin 6 (IL-6)
(sredina) i ¢imbenika nekroze tumora-alfa TNF-a (dolje) (imunohistokemija) u intaktnom
koljenu, u lediranom koljenu bez dodatnog tretmana (CTR), lediranom koljenu tretiranom
samo nosacem (CFS) ili pak zglobnom hrskavicom (AC) ili nosnom hrskavicom (NC).
Intenzitet ekspresije iskazan je kao udio (postotak) povrSine preparata imunoreaktivne za
pojedini protein u ukupnoj povrsini preparata. ToCke su individualne vrijednosti (za
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tretirana koljena — posebno medijalni i lateralni kondil), horizontalne crte su medijani
(gornja i donja kvartila) i unutarnje ograde (inner fence).

UCinak lezije prikazan je na slici 17. te se ocituje povisenom ekspresijom IL-1[3
(oko 4,7 puta), IL-6 (oko 3,5 puta) i TNF-a (oko 2,4 puta) u odnosu na intaktno koljeno
(referentno stanje) 6 tiedana nakon zahvata. Nakon toga (nakon 12 152 tjedna), ekspresija
je sli¢na referentnoj naznacujuci spontano smirivanje upale. Kada je lezija tretirana samo
nosacem, nakon 6 tjedna ne vidi se poviSenje ekspresije (kao uz samu leziju), no nakon
12 tjedana (kada je uz samu leziju ekspresija poput referentne), ekspresija sva tri proteina
je poviSena i zatim se nakon 52 tjedna ,vra¢a“ na referentne vrijednosti. Kada je lezija
tretirana pripravcima hrskavice, AC ili NC, nakon 6 tjedana ekspresija sva tri proteina je
poviSena, bas kao i u netretiranoj leziji. Nakon 12 tjedana, neSto poviSena ekspresija
vidljiva je uz tretman AC, ali ne i uz tretman NC. Nakon 52 tjedna, uz oba je tretmana

ekspresija sva tri proteina sli¢na referentnoj vrijednosti u intaktnom koljenu.
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5.3.3. Kvantifikacija imunohistokemijskog bojenja novonastalog tkiva kod akutnog koStano-
hrskavicnog modela (druga animalna studija)

Pojedinacne vrijednosti (Slika 18., lijevo) ukazuju na neSto poviSenu
ekspresiju sva tri proteina u lediranim koljenima u koje je postavljen samo nosac¢ (u
odnosu na intaktno koljeno) te u vrlo sli€nom opsegu povisenu ekspresiju uz tretman
NC. Razlike (Slika 18., desno) ukazuju na sli¢no stanje uz samo nosac ili NC u odnosu

na intaktno koljeno, odnosno izostanak neke relevantnije razlike izmedu ta dva

tretmana.

o 01 - Razlike (kontrasti) Interleukin 1 beta GMR (95%Crl)
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Slika 18. Rezultati imunohistokemijske analize ekspresije interleukina 18 (IL-1p),
interleukina 6 (IL-6) i ¢imbenika nekroze tumora-alfa (TNF-a) 12 tjedana nakon
zahvata: pojedinacne vrijednosti u intaktnom koljenu, lediranom koljenu u koje je
postavijen nosac ili je tretirano nosnom hrskavicom (NC) (lijevo) te razlike dva tretmana
u odnosu na intaktno koljeno (referentno stanje) i medusobna razlika (desno).
Logaritmirani podaci za svaki protein analizirani su u zasebnom hijerarhijskom
generaliziranom mjeSovitom modelu (medijalni i lateralni kondili u jednom lijeCenom
koljenu tretirani su kao parni podaci za jedinku/koljeno; intaktno koljeno te lijeCeni
kondili tretirani su kao podaci iz iste jedinke) Bayes metodom uz efekt tretman. Razlike
su iskazane kao omjeri geometrijskih srednjih vrijednosti (GMR) (eksponent srednje
vrijednosti posteriorne distribucije razlike logaritama) s 95% Crl (highest posterior
density).

62



5.4. Molekularna analiza ekspresije proupalnih citokina u sinovijalnoj membrani

5.4.1. Rezultati molekularne analize sinovijalne membrane qRT-PCR na kroniénom modelu koStano-
hrskavi¢nog oStecéenja (prva animalna studija)

Na slici 19. prikazani su rezultati gRT-PCR analize ekspresije (na temelju mRNA)

gena a interpretacija opazZenih rezultata temelji se na ovim postavkama:

(i) intaktno koljeno je ,prirodno”ili ,zdravo stanje” — referentna vrijednost;

(i) lezija bez tretmana, tj. razlika izmedu CTR skupine i intaktnog koljena

ilustrira efekt lezije — ono $to bi tretmani (samo nosa¢, AC, NC) eventualno
mogli ,poboljsati“ (ublaziti) ili pak ,pogorsati;
(iif) odnos svake od tretiranih skupina prema referentnoj vrijednosti ilustrira

moguci ucinak testiranih tretmana.

Gledajuéi ,horizontalno“ u svakoj se vremenskoj toCki vide efekti pojedinih
tretmana. Gledajuci ,okomito” moze se zakljuCiti o mogucéim promjenama tijekom
vremena. Primjerice, efekt lezije na ekspresiju IL-1p ocituje se kao blago niza ekspresija
6 tjedana nakon lezije (u odnosu na referentno stanje), znatno visa ekspresija nakon
12 tjedana i zatim sliCna ekspresija kao u referentnom stanju nakon 52 tjedna,
ilustrirajuéi dinamiku u smislu da je lezijom inducirana promjena ekspresije ,vidljiva“ sa

latencijom (nakon 12 tjedana), i zatim ,povrat ekspresije prema referentnom stanju.
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Slika 19. Analiza ekspresije gena u tkivnim presatcima kvantitativnom lan¢anom
reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (QRT-PCR) za interleukin 18 (IL-1p),
interleukin 6 (IL-6), ¢imbenik nekroze tumora-alfa (TNF-a), interleukin 10 (IL-10),
matriks metaloproteinaze 1 (MMP-1) i matriks metaloproteinaze 3 (MMP-3), 6, 12 i 52
tiedna nakon zahvata. Razina ekspresije iskazana je kao omjer s 95%Crl (fold
difference) u odnosu na intaktno koljeno — referentno stanje (hijerarhijski generalizirani
mjeSoviti model, Bayes metodom).
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5.4.1.1. Ekspresija IL-18 u sinovijalnoj membrani

Nakon 6 tjedana ne postoji neki jasan ucinak lezije niti bilo kojeg od tretmana.
Nakon 12 tjedana, uz samu leziju ekspresija je poviSena, dok je uz nosac sniZzena, a u
AC i NC skupinama se ne razlikuje se od referentnog stanja. Nakon 52 tjedna razina

ekspresije u svim je skupinama sasvim sli¢na referentnom stanju.

5.4.1.2. Ekspresija IL-6 u sinovijalnoj membrani

Nakon 6 tjedana sama lezija nema ucinka na ekspresiju IL-6. Uz nosac
ekspresija je nesto niza od referentne, uz AC sasvim slicna referentnoj, a uz NC
poviSena. Nakon 12 tjedana ekspresija je poviSena uz samu leziju. Uz nosac i AC
ekspresija je sli¢na referentnoj, a uz NC jo$ uvijek nesto poviSena. Nakon 52 tjedna
ekspresija je uz leziju nesto niza od referentne, a uz sve tretmane sasvim sli¢na

referentnoj.

5.4.1.3. Eskpresija TNF-a u sinovijalnoj membrani

Nakon 6 i 12 tjedana ucinak lezije vidljiv je kao poviSena ekspresija TNF-a, dok
je za sve tretmane (osim NC nakon 12 tiedana) ona sasvim sli¢na referentnoj. To moze
biti naznaka da se tijekom vremena ublazava ucinak lezije. Nakon 52 tjedna ekspresija

je u svim skupinama sli¢na referentnoj (ili nesto niza u AC skupini).
5.4.1.4. Eskpresija IL-10 u sinovijalnoj membrani
Nakon 6 tjedana, razina ekspresije IL-10 je uz samu leziju te uz leziju tretiranu

nosacem ili AC sli¢na referentnoj, dok je ekspresija niza uz tretman NC. Nakon 12 i

nakon 52 tjedna, ekspresija je u svim skupinama slicna referentno;j.
5.4.1.5. Eskpresija MMP-1 u sinovijalnoj membrani

Nakon 6 tjedana ne vidi se neki jasan ucCinak lezije niti tretmana AC ili NC, ali
je ekspresija MMP-1 poviSena uz nosac¢. Nakon 12 tjedana, vidljiv je ucinak lezije kao

povisena ekspresija, dok se uz samo nosac ili uz tretman NC taj ucinak ¢ini ublazenim

(ekspresija slicna referentnoj). Uz tretman AC ekspresija je poviSena kao i uz samu
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leziju. Nakon 52 tjedna ekspresija je sli¢na referentnoj, osim uz tretman AC kod kojeg

je ekspresija povisena.

5.4.1.6. Ekspresija MMP-3 u sinovijalnoj membrani

Nakon 6 tjedana, nema nekog jasnog ucinka lezije ili bilo kojeg od tretmana
na razinu ekspresije te je u svim skupinama slicna referentnoj vrijednosti. Nakon 12
tiedana i nakon 52 tjedna, ucinak lezije vidljiv je kao poviSena ekspresija. Sam nosac,
ublazava taj u€inak buducéi da je u obje vremenske toCke ekspresija sli¢na referentno.
Nakon 12 tjedana, i AC i NC kao da donekle ublaZavaju efekt lezije te je razina
ekspresije nesto niza nego uz samu leziju i dijelom se ,preklapa“ s referentnom
vrijednosti. Nakon 52 tjedna, ekspresija je povisena i uz AC i uz NC tretman sli¢no kao

i uz samu leziju.

5.4.2. Rezultati molekularne analize sinovijalne membrane qRT-PCR na akutnom modelu kosta-
hrskavicnog oStecenja (druga animalna studija)

U drugoj studiji, na temelju kvantitativne PCR analize, u Zivotinja s lediranom
koljenom tretiranim samo nosaCem ekspresija IL-1f bila je slicna (nakon 12 tjedana)
ili niza (nakon 52 tjedna) od referentne vrijednosti, intaktnog koljena. Ekspresija IL-6 i
TNF-a bila je poviSena nakon 12 tjedana, i zatim ne razli€ita od intaktnog koljena nakon
52 tjedna (ili nesto niza) (Slika 20.). U tretman NC, ekspresija niti jednog od triju
proupalnih citokina nije bila povisena u odnosu na intakitno koljeno niti nakon 12
tiedana niti nakon 52 tjedna (ekspresija TNF-a bila je i niza od referentne nakon 52
tiedna). Eskpresija IL-10 u obje je tretirane skupine bila slicna referentnoj vrijednosti i
12 tjedana i 52 tjedna nakon zahvata. Ekspresija MMP-1 i MMP-3 bila je sli¢no
poviSena u obje tretirane skupine u odnosu na referentno stanje 12 tjedana nakon
zahvata, da bi 52 tjedna nakon zahvata ekspresija u obje skupine bila slicha

referentnom stanju.
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Slika 20. Analiza ekspresije gena u tkivnim presatcima kvantitativnom lan¢anom
reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (qRT-PCR) za interleukina 18 (IL-1p0),
interleukina 6 (IL-6), ¢imbenik nekroze tumora-alfa (TNF-a), interleukina 10 (IL-10),
matriks metaloproteinaze 1 (MMP-1) i matriks metaloproteinaze (MMP-3) 12 i 52 tjedna
nakon zahvata. Razina ekspresije iskazana je kao omjer s 95%Crl (fold difference) u

odnosu na intaktno koljeno — referentno stanje (hijerarhijski generalizirani mjeSoviti
model, Bayes metodom).
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6. RASPRAVA

Osvrt na dizajn, provedbu i rezultate istrazivanja

Rezultati ovog istrazivanja ne potvrduju hipotezu da autologni kostano-
hrskaviéni presadak uzgojen u perfuzijskom bioreaktoru uzrokuje maniji upalni odgovor
tkiva sinovije i subhondralne kosti u usporedbi s upalnim odgovorom samog nosaca.
Medutim, nema niti naznaka da bi stavljanje nosaCa nacinjenog od kolagena i
hidroksiapatita, ili autolognog kostano-hrskavicnog presatka nacinjenog od nosaca i
zglobnih hondrocita (nosac + AC), ili pak nosaca i hondrocita nosnog septuma (nosac
+ NC) na mjesto lezije, imalo nepovoljan u€inak u smislu intenziviranja produkcije i

aktivnosti istraZivanih proupalnih citokina.

Obnova oStec¢ene zglobne hrskavice predstavlja jedan od najvecih izazova
moderne klinicke ortopedije. Za sada nije poznata farmakoloSka i konzervativna
terapija koja bi regenerirala hrskavicu te je stoga lijeCenje u pravilu operacijsko, a
rezultati lijeCenja su Cesto nezadovoljavajuci. Upravo zbog ovog razloga pojava i razvoj
razliCitih metoda tkivnog inZenjeringa i regenerativne ortopedije imaju velik potencijal
u podrucju lije€enja ostecene zglobne hrskavice. Tri su osnovne komponente potrebne
za razvoj i primjenu bilo koje metode tkivnog inzenjeringa: stanice, nosac i signal (tzv.
regenerativni trijas). U istrazivanju je koristena modifikacija originalne metode
autologne transplantacije hondrocita, a glavne znacCajke su: upotreba hondrocita iz
razliitih izvora (zglob vs. nosni septum), upotreba biomimeti¢kog dvoslojnog nosaca
gradenog od kolagena i hidroksiapatita te upotreba perfuzijskog bioreaktora za
stvaranje optimalne okoline i signala za sazrijevanje kosStano-hrskavi¢nog presatka.
Ovakav sustav omogucava bolju in vivo diferencijaciju i sazrijevanje stanica na
biomimeti¢kom nosacu u optimiziranim uvjetima bioreaktora, Sto bi u konacnici trebalo
rezultirati boljom integracijom presatka u okolno tkivo, a samim tim i boljim

funkcionalnim ishodom.

Nosni hondrociti predstavljaju vrlo zanimljiv alternativni izvor stanica za
proizvodnju presadaka. Za pocetak, njihovo je pribavljanje od bolesnika puno manje
invazivno, sa znacajno manjim morbiditetom donorskog mjesta (159). Dodatna je

prednost da ne dolazi do dodatnog osteéenja samog zgloba koji je ve¢ ionako sam po
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sebi kompromitiran hrskavi¢nim oStecenjem. Sam zahvat biopsije uzorka nosnog
septuma odvija se u lokalnoj anesteziji, trajanje je oko 30 minuta, a nakon zahvata
bolesnik odlazi kuéi. Citav je postupak zna&ajno ugodniji za bolesnika od postupka
biopsije zglobne hrskavice koji uklju€uje prijem u bolnicu, anesteziju i otvaranje samog
zgloba. lako NC i AC hondrociti proizvode hrskavicu sli¢nog izvanstani¢nog matriksa,
postoje znacajne razlike u njihovom bioloSkom ponaSanju i otpornosti na okoliSne
utjecaje (160). Tako je primjerice utvrdeno da NC proliferiraju Cetiri puta brze od AC te
posjeduju znacajno veci in vitro hondrogeni kapacitet (161). Obzirom na razli€ito
embrioloSko porijeklo, NC i AC pokazuju razli€iti profil u ekspresiji HOX gena, to za
posljedicu ima i razliku u potencijalu samoobnavljanja izmedu ove dvije vrste stanica.
Jedno od vaznih pitanja koje se postavlja jest i da li su NC kompatibilni s ugradnjom u
zglob? Candrian i sur. su u svom radu pokazali kako su nosni hondrociti doista
kompatibilni sa zglobnim mileom te uslijed mehani¢ke stimulacije proizvode
izvanstani¢ni matriks s vrlo dobrim biomehanickim karakteristikama (162). Sve ove
pretpostavke su potvrdene i u recentnim animalnim studijama na velikom modelu (koza
i ovca), gdje je dokazan znacajno veci regenerativni potencijal presadaka gradenih od
nosnih hondrocita u odnosu na zglobne hondrocite (24, 163). Prednost ovakvih
presadaka je da mogu biti proizvedeni s reproducibilnijim biokemijskim i
biomehani¢kim karakteristikama. Na kraju, jedna od najvaznijih osobina nosnih
hondrocita demonstrirana je u radu koji su 2012. objavili Scotti i sur. (148). U tom
istraZivanju ti autori su pokazali da presatci gradeni od nosnih hondrocita imaju daleko
vecu otpornost na negativne utjecaje proupalnih citokina (poput IL-1B) te se puno brze
oporavljaju nakon in vitro izlaganja ovim negativnim okoliSnim utjecajima. Ovo je
otkri¢e izuzetno vazno jer upravo upalni milje zgloba (koji stvaramo samom operacijom
ugradnje presatka) znaCajno kompromitira hondrogenezu i integraciju presatka u
okolno zdravo tkivo. U tom smislu i hipoteza ovoga rada je bila temeljena na
pretpostavci da stanice presatka posjeduju intrinziCku sposobnost smanjenja upale te

¢e imati za posljedicu manju upalnu reakciju nakon transplantacije.

Odabir trodimenzionalnog biokompatibilnog nosaca predstavlja vrlo vazan dio
strategije tkvinog inZzenjeringa hrskavice. Idealan nosac bi trebao biti biokompatibilan,
odnosno ne bi izazivao upalnu reakciju okolnog tkiva, a sam nosac i njegovi razgradni
produkti ne bi smijeli biti toksi¢ni za stanice i tkiva. Nosa¢ mora imati optimalne

mehaniCke karakteristike kako bismo njime mogli rukovati, kako bi mogao posluZziti za
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prianjanje stanica te kako bi mogao podnositi velika biomehani¢ka opterec¢enja koja
vladaju u zglobu prilikom kretanja. S druge strane trebao bi imati poroznu strukturu
koja bi omogucavala ulazak i prianjanje stanica, difuziju hranjivih tvari te stvaranje
izvanstani¢nog matriksa. Konac¢no, idealan nosac bi trebao biti relativno jeftin, s dugim
vremenom uskladistenja (tzv. “shelf life”), da se moze brzo i lako proizvesti te da je
jednostavan za manipulaciju tijekom upotrebe. NaZalost, ne postoji niti jedan nosac¢
koji zadovoljava sve gore navedene uvjete, Sto znaci da bi odabir trebalo prilagoditi
upotrebi. Nosaci se danas izraduju od polimera najrazliitijih materijala, a sve ih
mozemo svrstati u dvije osnovne skupine: prirodne i sintetske. U prvu skupinu spadaju
nosaci nacinjeni od kolagena, agaroze, kitosana ili hijalurana, dok u drugu skupinu
spadaju nosaci od poliglikolne ili laktiCne kiseline. lako postoji veliki izbor potencijalnih
nosaca za primjenu u tkivnom inZenjeringu hrskavice niti jedan od navedenih nosaca
nema mehanicku ¢vrstoc¢u nativhe hrskavice. Primjerice nosaci nacCinjeni od agaroze
se smatraju najévr§¢im nosacima, a posjeduju svega 13% C&vrstoce nativne hrskavice
(164). U zadnje vrijeme Cesto se kombiniraju sintetski i prirodni polimeri kako bi se
dobila uravnotezena svojstva materijala (165). Primjer za ovakav pristup je koristenje
kombinacije kitosana, polilaktiCne kiseline i pektina u dizajnu nosac¢a za primjenu u
tkvinom inzenjeringu hrskavice (166). U ovom istrazivanju upotrijebljen je dvoslojni
kompozitni nosa¢ kod kojeg je prvi sloj debljine 3 mm graden od kolagena tipa |
konjskog podrijetla, dok je donji dio debljine 2 mm graden od mineralizirane mjeSavine
tog istog kolagena i magnezij-hidroksiapatita (167). Glavna je nit vodilja kod
dizajniranja ovakvog nosaca bila da gornji kolagenski sloj predstavlja sloj buducée
hrskavice na koji ¢e biti naseljeni hondrociti, dok doniji sloj nosaca predstavlja dio koji
¢e biti usidren u subhondralnu kost, a prisutstvo biokeramike (hidroksiapatit) treba
olakSati prerastanje nativne kosti i omoguciti bolju intregraciju presatka.
Biokompatibilnost predstavlja jednu od najvaznijin karakteristika samog nosaca, a
imunoloSka reakcija domacina predstavlja prvu reakciju organizma nakon
transplantacije presatka. Radi se o reakciji ha strano tijelo, a na mjestu transplantacije
zapocCinje kompleksna imunoloSka kaskada koja moze dovesti do regeneracije i
cijeljenja, ali u slu¢aju da biokompatibilnost nosac¢a nije odgovaraju¢a moze dovesti do
uniStavanja transplantata, fibroze i neuspjeha lijeCenja. U reakciji sudjeluju oba
sustava — prirodena i steCena imunost, uz kompliciranu interakciju raznih stanica
(limfociti, monociti, polimorfonukleari) i citokina (interferon-y, IL-183, IL-6, IL-12, IL-23,
lipopolisaharidi, TNF-q, itd.).
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Upotreba dva razliita modela koStano-hrskavicnog ostecenja (kroni¢nog i
akutnog) za cilj je imala ispitati postoji li razlika u nastalom upalnom procesu ukoliko
se tretira akutno ozlijedeni zglob (posttraumatski OA) ili ukoliko se tretira zglob kod
kojeg je uslijed ostecenja vremenom doslo do razvoja generaliziranih degenerativnih
promjena (OA). Oba su modela relevantna i dobro dokumentirana u literaturi, no ipak
kroni¢ni model ima vecu translacijsku vrijednost obzirom da je slicniji stvarnoj situaciji
u klini¢koj ortopediji (168-170). Iz tog razloga cijelo je istrazivanje dizajnirano na nacin
je veci broj odobrenih Zivotinja rasporeden u prvu animalnu studiju s kroni¢nim
modelom te je takoder u toj studiji bio predviden i veci broj mjernih toCaka tijekom

vremena pracenja.
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Osvrt na rezultate prve studije na velikom animalnom modelu ovce (kroni¢ni model
kosStano-hrskavi¢nog ostecenja / OA)

Opcéenito, patoloski proces kod OA je rezultat neravnotezZe izmedu anaboli¢kih
(Cimbenici rasta i protuupalni citokini) i kataboli¢kih (proteolitiCki enzimi i proupalni
citokini) procesa u zglobu. IL-1B i TNF-a se smatraju primarnim medijatorima upale
ukljucenim u proces degeneracije hrskavice, u koStane promjene i sinovijalnu upalu
kod bolesnika s OA. Osim hondrocita, i stanice sinovijalne membrane u bolesnika s
OA proizvode povec¢anu razinu upalnih citokina, poput IL-1B i TNF-a, §to dovodi do
smanjenja sinteze kolagena i povecanja aktivnosti katabolickih posrednika, poput
MMP-1 i MMP-13 (171). U studiji Benito i sur. imunohistokemijska analiza uzoraka
sinovijalne membrane bolesnika s ranim OA pokazala je povec¢anu ekspresiju TNF-q,
IL-1B i VEGF i infiltraciju mononuklearnih stanica u usporedbi s naprednim stadijem
OA. Ovakav nalaz implicira da upala moze igrati vaznu ulogu u ranoj fazi bolesti (172).
Druga grupa istrazivaca je uocila pove¢anu koncentraciju IL-15 u sinovijalnoj tekucini
bolesnika s poCetnom boleSéu u usporedbi s kasnom fazom OA, Sto upucuje na
aktivaciju odgovora prirodenog imunoloSkog sustava u sinovijalnoj membrani (173).
Analiza sinovijalne membrane 54 bolesnika kojima je bila potrebna artroplastika kuka
ili koljena zbog OA, otkrila je da vecina (57%) ima upalne infiltrate te da podskupina s
upalnim infiltratima ima viSu srednju razinu CRP-a u plazmi, koji je snazno korelirao s
koncentracijom IL-6 u sinovijalnoj tekucini (174). Druga je skupina istrazivaCa uocila
da imunohistokemijska analiza sinovijalne membrane pokazuje visoke razine upalnih
citokina, ukljucujuéi IL-6, IL-1, TNF-a, i vedi infiltrat mononuklearnih stanica u ranom
stadiju u odnosu na uznapredovali OA (175). Ning i sur. potvrdili su porast medijatora
upale povezanih s makrofazima u ranom OA kada se usporedi s uznapredovalom
bolesti (171). Beekhuizen i sur. nisu primjetili povisene razine IL-18 i TNF-a u
sinovijalnoj tekucini kod uznapredovalog OA, Sto sugerira da ti citokini mozda nisu
vazni u kasnoj fazi bolesti (176). Ovi rezultati koreliraju s rezultatima dobivenim u prvoj
animnalnoj studiji. U toj je studiji imunohistokemijskim metodama 6 tjedana nakon
zahvata i transplantacije nosaca ili autolognog kostano-hrskavicnog presatka, u
novonastalom tkivu u kondilu ovce uoCena povecana ekspresija IL-13, IL-6 i TNF-a u
svim ispitivanim skupinama (osim kod samog nosaca gdje nije bilo jasnog trenda), Sto
govori u prilog prisustva lokalnog upalnog procesa. Nakon toga, doslo je do smanjenja

nivoa citokina i smanjenja stanic¢ne infiltracije u novonastalom tkivu, odnosno rezolucije

72



upale na mjestu zahvata. Molekularna analiza sinovijalne membrane govori nam o
globaliziranom upalnom odgovoru zgloba, a koji, €ini se, nastupa kasnije od lokalnih
upalnih promjena na mjestu same kostano-hrskavi¢ne lezije kondila femura. Tako je 6
tiedana nakon zahvata u sinovijalnoj membrani bila poviSsena samo ekspresija TNF-a
uz leziju bez tretmana i IL-6 uz presadak od nosnih hondrocita te MMP-1 uz nosag, u

odnosu na referentne vrijednosti u intaktnom koljenu.

Suprotno ovim nalazima, druge grupe autoravu u svojim studijama pokazale
da nema razlike u broju makrofaga kod sinovijalne infiltracije u ranom i
uznapredovalom OA te su uoCili slicne razine TNF-a u sinovijalnoj tekucini u ranoj i
uznapredovaloj fazi, dok je ekspresija IL-1p3 bila povec¢ana u uznapredovaloj fazi bolesti
(173).

Osim povecéane koncentracije upalnih citokina, u sinovijalnoj tekucini bolesnika
s OA nadene su povisene razine matriks metaloproteinaza. MMP-1, MMP-3 i MMP-13
su izolirane iz stanica panusa i hrondocita kod OA, pri ¢emu je MMP-3 bila najjaCe
izrazena. Scanzello i sur. nisu uodili razlike u genskoj ekspresiji MMP-1, MMP-3, MMP-
9 i MMP-13 u uzorcima sinovijalne membrane kod ranog i uznapredovalog stadija OA
(173). Ove literaturni podaci takoder koreliraju s rezultatima studije, gdje je nakon 12
tiedana od zahvata, uz samu leziju bila je poviSena ekspresija svih proupalnih citokina
i MMP-1 i MMP-3. | dok su vrijednosti citokina uz samu leziju bile niske nakon 12
tiedana, ekspresija MMP-3 je bila poviSena i nakon godinu dana. Takoder, uz presadak
(AC) uocena je poviSena ekspresija MMP-1 nakon 12 tjedana, i nakon 52 tjedna, dok
je visoka ekspresija MMP-3 bila prisutna nakon 52 tjedna. Uz presadak (NC)
ekspresija svih proupalnih citokina i MMP-3 bila je pove¢ana nakon 12 tjedana, a
nakon 52 tjedna citokini su na nivou referentnih vrijednosti dok je ekspresija MMP-3

povisena i nakon 52 tjedna.

Zanimljiv je nalaz IL-10 Cija je ekspresija u svim skupinama u svim vremenskim
toCkama bila na nivou referentnih vrijednosti intaktnog zgloba ili ispod njih. Moguce da
je uoCena visoka ekspresija metaloproteinaza MMP-1 i MMP-3 posljedica ne samo
visoke razine proupalnih citokina, vec i stalno niske ekspresije ovog protuupalnog

citokina.

Podaci dobiveni molekularnom analizom genske ekspresije navedenih

proupalnih citokina i MMP govore u prilog zapoc€injanja upale u sinovijalnoj membrani
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aktivacijom ekspresije TNF-a 6 tjedana nakon lezije kondila. Zatim nastupa Sirenje
upalnog procesa i aktivacija ekspresije ostalih ispitivanih proupalnih citokina i
metaloproteinaza 3 mjeseca nakon zahvata. Ekspresija proupalnih citokina se
smanjuje nakon 52 tjedna, dok je razina ekspresije metaloproteinaza poviSena i nakon
godinu dana od zahvata. U ovom upalnom procesu u zglobu, proupalni citokini
predstavljaju "pjesSadiju”, dok su matriks metaloproteinaze (i ostali proteolitiCki enzimi)
stvarni posrednici na "prvoj liniji fronta" odgovorni za dugotrajnu degradaciju zglobne

hrskavice.

Sveukupno, na temelju imunohistokemijske i molekularne analize uzoraka u
prvoj animalnoj studiji, mozemo zakljucCiti da sama lezija potice odredene promjene
koje su sukladne ocCekivanoj indukciji upalne reakcije, nakon €ega slijedi cijeljenje i
smirivanje upalnog procesa. Nema naznaka da bi stavljanje nosaCa na mjesto lezije,
ili pak presatka nacinjenog od stanica zglobne hrskavice ili nosne hrskavice, imalo
nepovoljan ucinak u smislu intenziviranja stvaranja i aktivnosti analiziranih proupalnih

citokina.
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Osvrt na rezultate druge studije na velikom animalnom modelu ovce (akutni model
kosStano-hrskavi¢nog ostecéenja / posttraumatski OA)

Zbog relativno malog broja Zivotinja, imunohistokemijska analiza uzoraka
radena je samo u jednoj vremenskoj toc€ki, i to 3 mjeseca nakon operativnog zahvata.
Imunohistokemijskom analizom novonastalog tkiva utvrdena je neSto poviSena
ekspresija IL-1[3, IL-6 i TNF-a u lediranim koljenima u koje je postavljen samo nosac,
uz vrlo sliénu ekspresiju uz tretman NC, u odnosu na intaktno koljeno. Ovaj nalaz
upucuje da nema neke znacCajne razlike izmedu implantacije samog nosaca i
implantacije presatka nacinjenog od nosaca i stanica nosne hrskavice. MorfoloSka
analiza novonastalog tkiva pokazala je da je TNF-a prisutan uz isti tip stanica kao i u
uzorcima 6 tjedana i 3 mjeseca nakon tretmana kroni¢ne lezije u prvoj studiji, ali uz

prisutnu manju koliinu upalnih stanica.

Molekularna analiza ekspresije ciljnih gena (IL-1p3, IL-6, TNF-q, IL-10, MMP-1
i MMP-3) u sinovijalnoj membrani radena je 3 mjeseca i 12 mjeseci nakon zahvata. U
zZivotinja kojima je implantiran sam nosac, ekspresija IL-1B bila je slicna ili niza od
vrijednosti intaktnog koljena, dok je ekspresija IL-6 i TNF-a bila povisena nakon 3
mjeseca da bi se nakon 12 mjeseci smanijila ha nivo ekspresije u intaktnom koljenu (ili
nesto niZza za TNF-a). Uz tretman nosnim hondrocitima, ekspresija niti jednog od ovih
proupalnih citokina nije bila poviSena u odnosu na intaktno koljeno niti u jednoj
vremenskoj tocki. Eskpresija IL-10 u obje je tretirane skupine bila sli¢na vrijednosti
intaktnog koljena u obje vremenske toCke. U obje tretirane skupine ekspresija MMP-1
i MMP-3 bila je poviSena 3 mjeseca nakon zahvata, da bi 12 mjeseci nakon zahvata u

obje skupine bila sli¢na vrijednosti intaktnog koljena.

Akutni model hrskavi¢nog ostecenja najviSe odgovara PTOA. Iz literature je
poznato da je ekspresija nekoliko glavnih proupalnih citokina, ukljucivo IL-1, IL-6, IL-8,
TNF-a, poviSena ubrzo nakon ozljede zgloba u ljudi (177, 178). Studija ekspresije
upalnih citokina u sinovijalnoj tekucini u bolesnika s ozljedom prednjeg kriznog
ligamenta pokazala je najvide razine IL-183, IL-6, IL-8 i TNF-a u sinovijalnoj tekucini
aspiriranoj na dan 0-1 nakon ozljede te su ostale stalno povisene u odnosu na uzoke
iz kontrolne zdrave skupine. Razine citokina IL-8 i TNF-a bile su vise u onih s
istodobnom osteohondralnom frakturom (179). U radu Bigoni i sur., uo€ena je visoka

razina IL-1j3, IL-6, i IL-8, u bolesnika 48 sati nakon ozljede prednjeg kriznog ligamenta

75



(180). Nakon akutne faze, koncentracije citokina uglavnom opadaju, ali zabiljezeno je
da neke ostaju poviSene mjesecima do godinama nakon ozljede zgloba. U studiji
kroniCne ozljede prednjeg kriznog ligamenta sinovijalna tekucina je bila aspirirana
tijekom 6 mjeseci od ozljede. UoCena je blaga razlika u koncentraciji IL-1f izmedu
bolesnika i zdrave kontrolne skupine (181). Druga grupa autora je izvijesta da se razina
IL-1 u sinovijalnoj tekucini spusta na normalnu razinu kod bolesnika aspiriranih do tri
mjeseca nakon ozljede, dok razine IL-6 i TNF-a ostaju povisene 6 mjeseci nakon
ozljede (182). Sistematski pregledni ¢lanak studija u bolesnika s ozljedom prednjeg
kriznog ligamenta zakljucio je da su u prvom tjednu nakon ozljede razine IL-6, IL-8 i IL-
1Ra bile stalno poviSene, dok je veca varijabilnost uoena u razinama IL-1ai IL-1B. U
subakutnom razdoblju (1 tjedan do 2 mjeseca nakon ozljede) razina IL-6 ostaje
poviSena u svim studijama. U razdoblju nakon 2 mjeseca do > 1 godine nakon ozljede
IL-6 i IL-8 su ostali poviSeni, a razine IL-1Ra ¢esto su bile nize od kontrolnih. Povisena
razina TNF-a u subakutnom razdoblju bila je odrzana i u kroni¢noj fazi (> 1 godine
nakon ozljede) (183). Povisene vrijednosti MMP-3 nadene su u sinovijalnoj tekucini
bolesnika odmah nakon ozljede prednjeg kriZnog ligamenta te su ostale poviSene i
nakon 80 dana od ozljede (184). PoviSena ekspresija gena za MMP-1 nadena je u
zglobnoj hrskavici, sinoviji i ligamentima nakon ozljede prednjeg kriznog ligamenta
(175). Takoder, primje¢eno je da koncentracija IL-6 u sinovijalnoj tekucini korelira sa
koncentracijom MMP-1 i MMP-3 u sinovijalnoj tekuéini osoba sa OA (186). Poznato je
iz literature da su protuupalni medijatori takoder prisutni nakon ozljede. ZabiljeZena je
poviSena razina IL-10 u sinovijalnoj tekucini u prva dva tjedna nakon ozljede prednjeg

kriznog ligamenta, koja se nakon toga smanjila (179, 180).

Takoder, dosadas$nja istrazivanja PTOA u animalnim modelima ukazuju da se
snazan upalni odgovor pojavljuje vrlo rano nakon ozljede zgloba, da bi se nakon toga
odrzavao na puno niZoj razini u kasnijim fazama bolesti. U ov€jem modelu ozljede
prednjeg kriznog ligamenta pracenom trenutnom rekonstrukcijom kako bi se ponovno
uspostavila stabilnost, IL-13, IL-6 i IL-8 bili su poviSeni u sinoviji nakon dva tjedna, ali
se vrijednost normalizirala za 20 tjedana, $to sugerira smirivanje akutne upale (187).
U drugom modelu nacinjena je ozljeda u novozelandskih bijelih zeCeva tako $to su
izbuSene dvije rupe u subhondralnoj kosti u podrucju bez opterecenja interkondilarne

udubine. Sinovijalna ekspresija IL-1B, IL-6 i IL-8 kao i IL-1Ra bila je pove¢ana 2-3 puta

76



u roku od 72 sata od ozljede, ali se zatim smanjila na pocCetne vrijednosti u roku od 3
tiedna (188).

U ovom istrazivanju, 3 mjeseca nakon zahvata uoCena je nesto poviSena
ekspresija IL-13, IL-6 i TNF-a na mjestu novonastalog tkiva u kondilima ovce u obje
ispitivane skupine, $to govori u prilog upali. Morfolo$ki je uvidena manja infiltracija
upalnih stanica nego u prvoj studiji 3 mjeseca nakon zahvata. Molekularnom analizom
3 mjeseca nakon zahvata utvrdena je samo poviSena ekspresija IL-6 i TNF-a u skupini
tretiranoj nosaCem u odnosu na intaktno koljeno, dok su vrijednosti IL-13 i IL-10 bile
slicne intaktnom koljenu u obje vremenske toCke. Uz tretman nosnim hondrocitima
vrijednosti svih citokina bile su sli¢ne referentnim u obje vremenske tocke. Vrijednosti
MMP-1 i MMP-3 bile su poviSene nakon 3 mjeseca u obje ispitivane skupine. Prema
podacima iz literature, razina vecine proupalnih citokina u akutnoj leziji zgloba
poviSena je u sinovijalnoj tekucini brzo nakon ozljede te se nakon toga razina smanjuje,
ali za neke moze ostati poviSena i do godinu dana nakon ozljede (npr. IL-6, IL-8 i TNF-
a). Vremenske toCke odabrane u ovom istraZivanju govore u prilog razvoja kasne
subakutne faze (do 3 mjeseca od zahvata), odnosno razvoja kroni¢ne faze (vise od 3
mjeseca nakon zahvata). U kasnoj subakutnoj fazi postoji joS uvijek odredeni dio upale
koji se ocituje u povecéanoj ekspresiji IL-6 i TNF-a u skupini tretiranoj nosacem, i
povecanoj ekspresiji MMP-1 i MMP-3 u obje ispitivane skupine. MMP-1 i MMP-3 su
metaloproteinaze odgovorne za degradaciju zglobne hrskavice te su njihove povisene
vrijednosti najvjerojatnije posljedica joS uvijek poviSenih vrijednosti TNF-a i IL-6 3
mjeseca nakon zahvata. Nakon subakutne faze, slijedi smirivanje upalnog procesa u
kroni¢noj fazi te je nakon 12 mjeseci od zahvata ekspresija proupalnih i protuupalnih
citokina te matriks metaloproteinaza, i u novonastalom tkivu i u sinovijalnoj membrani
slicna referentnim vrijednostima u intaktnom koljenu. Moguce je da se odabirom
vremenskih to€aka (3 mjeseca i 12 mjeseci nakon zahvata) propustilo znacajnije
razlike u nivou ekspresije pojedinih citokina u akutnom (unutar prvih 48 sati) i ranom
subakutnom razdoblju (do 3 mjeseca od zahvata) nakon zahvata te mozZebitne razlike

izmedu dvije ispitivane skupine.

Sveukupno, imunohistokemijska i molekularna analiza uzoraka iz druge
animalne studije ukazuje na podjednaku upalnu reakciju u zglobovima tretiranim samo
nosacem ili presatkom nacinjenim od stanica nosne hrskavice. Rezultati druge studije

su sukladni rezultatima videnim u prvoj animalnoj studiji.
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7.

ZAKLJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja nisu potvrdili hipotezu da transplantacija koStano-

hrskavicnog presatka uzgojenog uz upotrebu autolognih hondrocita i nosaCa u

perfuzijskom bioreaktoru uzrokuje maniji upalni odgovor tkiva sinovije i subhondralne

kosti u usporedbi s upalnim odgovorom nakon transplantacije samog nosaca bez

stanica. Usprkos tome dobivena je velika koli€ina korisnih podataka te je moguce

zakljuciti slijedece:

1.

uporaba akutnog (posttraumatski OA) i kroni¢nog (idiopatski OA) koStano-
hrskaviénog ostec¢enja na velikom animalnom modelu predstavlja relevantan
translacijski model za daljnja istrazivanja u podruCju ostecenja zglobne

hrskavice;

transplantacija nosaca s i bez stanica uzrokuje upalni odgovor domacina te se

radi o tipu reakcije na strano tijelo;
nije uoCena razlika u upalnom odgovoru izmedu ispitivanih skupina

kod kronicnog modela kostano-hrskavicnog ostec¢enja upala zapoc€inje u
podru€ju samog oStecenja, odnosno u subhondralnoj kosti sto je dokazano
imunohistokemijskim bojenjem ekspresije citokina TNF-a, IL-6 i IL-13. NajviSa
razina je u ranoj fazi tijekom prvih 6 tjedana te se upala tijekom vremena
smiruje. Upalni odgovor samog zgloba procijenjen je molekularnom analizom
ekpresije citokina TNF-a, IL-6 i IL-1B. Zapoc€inje nesto kasnije i svoj vrhunac
doseze 3 mjeseca nakon operacije te se potom smiruje nakon 12 mjeseci od

operacije.

visoka razina ekspresije TNF-a, IL-6 i IL-13 (proupalni ili kataboliCki citokini) te
niska razina ekspresije IL-10 (protuupalni ili anaboli¢ki citokin) kod kroni¢nog
modela kostano-hrskavi¢nog ostec¢enja mogu se dovesti u uzro¢no-posljedicnu
vezu s uocCenim visokim razinama MMP-1 i MMP-3 (katabolicki enzimi
odgovorni za degradaciju hrskavice), stoga bi podizanje razine IL-10 tijekom
faze cijeljlenja mogla biti interesantna terapeutska strategija koja zahtjeva

daljnja istrazivanja;
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6. obrazac upale kod akutnog modela kosStano-hrskavicnog oStecenja slijedi
obrazac viden u kroni€énom modelu. U pocetku nalazimo poviSene upalne

parametre koji se vremenom smiruju;

7. metoda transplantacije autolognog hrskavicnog presatka je sigurna, a upalni

odgovor je u fizioloSkim granicama;

8. za poboljSanje i optimizaciju metode te eventualnu modifikaciju upalnog
odgovora zgloba, potrebno je provesti dodatna istraZivanja u kojima bi se osim
subhondralne kosti i sinovijalne membrane obavila i analiza sinovijalne
tekucine, a vremenske toCke u akutnom modelu kostano-hrskavi¢nog ostecenja

bi bile blize samoj operaciji s kra¢im razmacima izmedu mjerenja.
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8. KRATKI SADRZAJ

Opdéi cilj ovog istraZivanja bio je analizirati upalne promjene u subhondralnoj kosti
i okolnoj sinoviji koje se deSavaju tijekom procesa cijeljenja, integracije i remodeliranja
implantiranog autolognog kostano-hrskaviénog presatka uzgojenog u perfuzijskom
bioreaktoru.

Istrazivanje je provedeno na velikom animalnom modelu ovce koji predstavlja
odgovarajuc¢i model za ispitivanje koStano-hrskavicnog ostecenja koljenskog zgloba.
Ukupno su provedene dvije studije u koje je bilo ukljuéeno 38 ovaca. U prvu studiju
(kroni¢ni model koStano-hrskaviénog osteéenja / idiopatski OA) su bile ukljucene 24
Zivotinje, dok je u drugoj studiji (akutni model hrskaviénog oStecenja / posttraumatski
zahvata u razmaku od 6 tjedana (razdoblje kronifikacije). U prvom operativnom
zahvatu, na medijalnom i lateralnom kondilu femura desnog koljena ovaca napravljeno
je ostecenje zglobne hrskavice. Nakon 6 tjedana kronifikacije, u prvoj grupi je
nacinjeno samo kostano-hrskavi¢no ostecenje (CTR), drugoj grupi je ugraden samo
nosac bez stanica (CFS), trecoj grupi je ugraden presadak nacinjen od stanica zglobne
hrskavice (AC), a Cetvrtoj grupi je ugraden presadak nacinjen od stanica nosne
hrskavice (NC). Po dvije Zivotinje iz svake grupe su zZrtvovane 6 tjedana, 3 mjeseca i
12 mjeseci nakon zahvata. Prikupljeni uzorci sinovijalne membrane i subhondralne
kosti su analizirani molekularnim i imunohistokemijskim metodama na prisutstvo upale.
U drugoj studiji (akutni model) je 14 Zivotinja bilo podijeljeno u 2 skupine. Prva skupina
(NC) je lijecena implantacijom presatka nacinjenog od stanica nosne hrskavice (6
Zivotinja), a druga skupina (CFS) implantacijom nosaa bez stanica (8 Zivotinja).
Polovica zivotinja iz svake skupine je zrtvovana 3 mjeseca nakon zahvata, a polovica

12 mjeseci nakon zahvata. Uzorci su analizirani na isti nacin kao i u prvoj studiji.

Temeljem molekularne i imunohistokemijske analize upalnih parametara,
izvjesno je da stvaranje koStano-hrskavicne lezije potiCe odredene promjene koje su
sukladne (predmnijevanoj) indukciji upalne reakcije (pocetno) nakon koje slijedi
cijeljenje i smirivanje upale. Nema dokaza da bi transplantacija nosaca na mjesto
lezije, ili pak presadaka gradenih od zglobnih (AC) ili nosnih hondrocita (NC), imala

nepovoljan u€inak u smislu intenziviranja produkcije i aktivnosti analiziranih proteina.
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Takoder nisu nadeni dokazi da bi presatci na bilo koji naCin pozitivno djelovali na

smanjenje parametara upale u samome zglobu ili na mjestu osteéenja.

82



9. SUMMARY

Evaluation of intraarticular inflammatory markers in sheep’s knee following
cartilage reconstruction with autologous osteochondral graaft engineered in a
perfusion bioreactor

Tadija Petrovi¢, MD
2021

The aim of this study was to analyze the changes that occur in subchondral
bone and surrounding synovium during the healing process, integration and

remodeling of osteochondral graft grown in the bioreactor.

The research was conducted on a large animal model of sheep which
represents and appropriate model of a knee articular osteochondral defect. A total of
two studies were conducted involving 38 sheep. The first study (chronic model of a
osteochondral defect / idiopathic OA) included 24 animals, while second study (acute
model of osteochondral defect / posttraumatic OA) included 14 animals. In the first
study, the animals we divided into 4 groups, and two procedures were performed at
6-week intervals (chronification period). In the first procedure, osteochondral defects
were made on the medial and lateral femoral condyle of the right knee of the sheep.
After 6 weeks of chronfication, empty defect was created in the first groups (CTR),
cell-free scaffold was implanted in the second group (CFS), a graft made of articular
cartilage (AC) was implanted in the third group, and the fourth group was treated with
a graft made from nasal chondrocytes (NC). 2 animals from each group were
sacrificed after 6 weeks, next 2 after 3 months and the rest after 12 months
postoperatively. Collected samples of subchondral bone and synovium were analyzed
by molecular and immunohistochemichal methods for the presence of inflammatory
mediators. In the second study (acute model) 14 sheep were divided into two groups.
The first groups (NC) was treated by implantation of the graft made of nasal
chondrocytes (NC), and the cell-free scaffold was implanted in the second group
(CFS). Half of the animals from each grup were sacrified after 3 months and half of
the animals after 12 months. The collected samples were analyzed in the same

fashion as in the first study.

83



Based on molecular and immunohystochemical analysis of inflammatory
parameters following transplantation, it was confirmed that osteochondral defects
induce certain changes that are consistent with the (presumed) inflammatory reaction
(initially) folloed by healing and calming of inflammation. There is no evidence that
transplantation of scaffolds to the lesion site, or transplantation of AC or NC grafts
would have adverse effects. We can conclude that transplantation of cell-based grafts
(articular or nasal chondrocytes) produces neither negative or positive effect on
inflammation when compared to negative (lesion only, CTR group) and positive control

(scaffold alone).
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