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POPIS KRATICA 

 

BMP – koštani morfogenetski protein 

TGFβ – transformirajući faktor rasta β 

GDF – faktor rasta i diferencijacije 

ALIF – prednja lumbalna spinalna fuzija 

PLF – posterolateralna spinalna fuzija 

PLIF – stražnja lumbalna spinalna fuzija 

TLIF – transforaminalna lumbalna spinalna fuzija 

LLIF – lateralna lumbalna spinalna fuzija 

GS domena – domena bogata glicinom i serinom 

BMPR – receptor za koštane morfogenetske proteine 

ActR – receptor za aktivine 

TβR – receptor za transformirajući faktor rasta β 

ALK – kinaza slična receptoru za aktivine 

MH domena – Mad homologna domena 

SSXS motiv – Ser-Ser-X-Ser motiv 

R-Smad – receptorom aktivirani protein Smad  

I-Smad – inhibitorni protein Smad  

Smurf – regulatorni faktor ubikvitinizacije proteina Smad  

PLA – polilaktična kiselina 

PGA – poliglikolna kiselina 

PLGA – polilaktično-glikolna kiselina 

PEG – polietilen glikol 



 

 
 

PCL – polikaprolakton 

PPF – polipropilen fumarat 

ABC – autologni krvni ugrušak 

HTO – visoka osteotomija tibije 

DRF – distalna fraktura radijusa 

PLF – posterolateralna spinalna fuzija 

CRM – matriks otporan na kompresiju 

TCP – trikalcij-fosfat 

HA – hidroksiapatit 

BCP – bifazični kalcijev fosfat 

EDTA – etilendiamintetraoctena kiselina
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1. UVOD I SVRHA RADA 
 

1.1. Koštani morfogenetski proteini 

 

Koštani morfogenetski proteini (eng. Bone Morphogenetic Proteins, BMPs) su faktori 

rasta i diferencijacije koji (s izuzetkom BMP1, koji je metaloproteinaza) pripadaju nadobitelji 

proteina transformirajućeg faktora rasta β (eng. Transforming Growth Factor β, TGF β). U 

nadobitelj TGFβ također spadaju i obitelji proteina TGF β (TGF β1, TGF β2 i TGF β3), 

aktivini, inhibini i miostatin (1-5). 

Koštani morfogenetski proteini imaju važnu ulogu u regulaciji proliferacije i 

diferencijacije stanica, kemotaksije i apoptoze (6-10). Tijekom embrionalnog razvoja imaju 

važnu ulogu u određivanju osi tijela te razvoju više organa i organskih sustava uključujući srce, 

pluća, bubreg, probavni i živčani sustav (11-18).  

Sinteza koštanih morfogenetskih proteina odvija se unutar stanice, gdje se sintetizira 

prekursorska molekula koja se sastoji od signalnog peptida i prodomene na aminoterminalnom 

kraju te zrele domene na karboksiterminalnom kraju molekule. Zrela domena proteina sadrži i 

sedam cisteinskih ostataka što je jedno od karakterističnih obilježja proteina iz nadobitelji 

TGF-β (Slika 1) (19). Zreli, dimerni oblik molekule koji se izlučuje iz stanice, nastaje nakon 

dimerizacije stvaranjem disulfidnih veza između zrelih domena molekule te proteolitičke 

obrade molekule prekursora (20). Najčešće na opisani način nastaje homodimerni oblik 

molekule, međutim mogu nastati i heterodimerni proteini sastavljeni od dvaju različitih 

koštanih morfogenetskih proteina, što tada mijenja signalnu aktivnost molekula (21, 22). 

Posttranslacijske modifikacije proteina uključuju glikozilaciju, iako ona nije nužna za 

osteoinduktivna svojstva proteina (20).   

Na osnovi njihove građe i svojstava koštani morfogenetski proteini se mogu podijeliti 

u nekoliko podskupina (Tablica 1). Koštani morfogenetski proteini koji pripadaju skupinama 

BMP 2/4, BMP 5/6/7 te BMP 9/10 imaju snažna osteoinduktivna svojstva, dok, s druge strane, 

BMP3 djeluje kao inhibitor stvaranja kosti (3, 23-25). Proteini iz skupine GDF 5/6/7 ne 

induciraju stvaranje kosti, već induciraju stvaranje hrskavičnog tkiva (26). 
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Slika 1: Građa proteina prekursora i zrelog, dimernog oblika molekule. BMP 

prekursorska molekula se sastoji od signalnog peptida, prodomene i zrele domene. Nakon 

homodimerizacije i proteolitičke obrade molekule prekursora nastaje aktivna dimerna 

molekula BMP-a koja se izlučuje iz stanice. Izrađeno prema podatcima i slici iz Sampath TK i 

Vukičević S (20). 

 

Tablica 1: Podjela koštanih morfogenetskih proteina 

BMP 2/4 BMP 5/6/7 BMP 9/10 GDF 5/6/7 BMP3 

 

BMP2 

BMP4 

 

BMP 5 

BMP 6 

BMP 7 

 

BMP 9 

 BMP 10 

 

GDF 5 

GDF 6 

GDF 7 

 

BMP3 
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1.2. Koštani morfogenetski proteini u staničnoj komunikaciji 

 

Proteini pripadnici nadobitelji TGF β ostvaruju svoj učinak na stanice vezivanjem za 

membranske receptore koji pripadaju skupini serin/treonin kinaza. Membranski receptori se 

dijele na receptore tipa I i tipa II, pri čemu receptor tipa II, nakon vezivanja liganda, fosforilira 

regiju receptora tipa I koja je bogata glicinom i serinom (GS domena), što dovodi do aktivacije 

receptora tipa I (2) (Slika 2). Receptori tipa II su BMPR-II, ActR-II, ActR-IIB i TβR-II (1, 2, 

4, 23, 26, 27). Receptori tipa I dijele se na skupine receptora BMPR-I (BMPR-1A/ALK-3 i 

BMPR-1B/ALK-6), ALK-1 (ALK-1 i ALK-2) i skupinu receptora TβR I (ALK-4, ActR-IB, 

TβR-I/ALK-5 i ALK-7) (1, 2, 4, 23, 26, 27). Svaki član nadobitelji TGF β veže se za 

karakterističnu kombinaciju receptora tipa I i II. Koštani morfogenetski proteini vežu se za 

BMPR-II, ActR-II i ActR-IIB (receptori tipa II) odnosno receptore iz skupina BMPR-I i ALK-

1 (receptori tipa I) (26, 28). Valja istaknuti kako se različite podskupine koštanih 

morfogenetskih proteina (Tablica 1) razlikuju prema afinitetu prema pojedinim receptorima 

tipa I: BMP 2/4 imaju afinitet prema ALK-3 i ALK-6, BMP 5/6/7 imaju širi afinitet i 

signaliziraju preko ALK-2, ALK-3 i ALK-6, dok ostali imaju uži afinitet, te tako BMP 9/10 

signaliziraju ponajprije preko ALK-1, a GDF 5/6/7 preko ALK-6 (19).  

U unutarstaničnom signaliziranju proteina iz nadobitelji TGF β ključnu ulogu imaju 

proteini Smad (Slika 2). Kod sisavaca razlikujemo 8 različitih proteina Smad koji se dijele na 

proteine Smad aktivirane receptorom, proteine R-Smad (Smad 1, Smad 5, Smad 8, Smad 2, 

Smad 3), co-Smad (Smad 4) i inhibitorne, proteine I-Smad (Smad 6 i Smad 7) (2, 27, 29, 30). 

Proteini Smad 1, Smad 5 i Smad 8 sudjeluju u unutarstaničnom signaliziranju koštanih 

morfogenetskih proteina dok Smad 2 i Smad 3 sudjeluju u unutarstaničnom signaliziranju 

proteina koji su dio obitelji TGFβ i aktivina (2, 31, 32). Proteini R-Smad i co-Smad na 

aminoterminalnim i karboksiterminalnim krajevima sadrže konzervirane regije MH1 (na 

aminoterminalnom kraju) i MH2 (na karboksiterminalnom kraju), dok se između njih nalazi 

regija bogata prolinom varijabilne strukture (2, 23, 26, 30). Za razliku od njih proteini I-Smad 

sadrže MH2 regiju na karboksiterminalnom kraju, ali nemaju MH1 domenu na 

aminoterminalnom kraju (26). U inaktiviranom stanju proteina R-Smad, domene MH1 i MH2 

su u međusobnom kontaktu. Proteini R-Smad također na karboksiterminalnom kraju sadrže 

sekvencu Ser-Ser-X-Ser (SSXS motiv) koja biva fosforilirana aktiviranim receptorom tipa I 

(26). Nakon fosforilacije motiva SSXS dolazi do gubitka kontakta između domena MH1 i MH2 

te aktivacije proteina R-Smad (33). Nakon toga aktivirani proteini R-Smad tvore hetero-



 

4 
 

oligomere s proteinom co-Smad (Smad 4) te bivaju translocirani u jezgru, gdje reguliraju 

transkripciju specifičnih gena (2, 23, 26, 30). 

Signaliziranje koštanih morfogenetskih proteina regulirano je s pomoću više 

mehanizama koji se mogu podijeliti na izvanstaničnu regulaciju, membransku regulaciju i 

unutarstaničnu regulaciju (34) (Slika 2).  

Izvanstanična regulacija signaliziranja koštanih morfogenetskih proteina posredovana 

je njihovim antagonistima koji uključuju noggin, chordin, folistatin, DAN, cerberus i sklerostin 

(4, 34, 35).  

Membranska regulacija signaliziranja koštanih morfogenetski proteina, ali i ostalih 

pripadnika nadobitelji TGF β ostvarena je s pomoću pseudoreceptora BAMBI/Nma čija je 

ekstracelularna domena strukturalno slična tipu I receptora iz skupine serin/treonin kinaza, ali 

mu nedostaje intracelularna domena koja ima funkciju serin/treonin kinaze (36-38). 

Glavnu ulogu u unutarstaničnoj modulaciji prijenosa signala imaju prethodno 

spomenuti inhibitorni, proteini I-Smad (Smad 6 i Smad 7) (2, 4, 29). Proteini I-Smad inhibiraju 

prijenos signala na dva načina: interakcijom s tipom I receptora te kompeticijom za vezanje na 

proteine co-Smad (23, 26). Osim inhibitornih proteina Smad, na prijenos signala inhibitorno 

djeluju dva proteina Smurf (eng. Smad ubiquitination regulatory factors), Smurf 1 i Smurf 2 

koji posreduju ubikvitinizaciju aktiviranih receptora tipa I i proteina Smad (23, 26). 
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Slika 2: Unutarstanična signalizacija i mehanizmi regulacije staničnog 

signaliziranja koštanih morfogenetskih proteina. Koštani morfogenetski protein 6 veže se 

na BMP receptor tipa II koji zatim fosforilira i aktivira BMP receptor tipa I koji potom 

forforilira proteine R-Smad 1/5/8. Fosforilirani proteini Smad 1/5/8 vežu se s proteinom co-

Smad 4 te odlaze u staničnu jezgru gdje reguliraju transkripciju ciljnih gena. Djelovanje 

koštanih morfogenetskih proteina na stanicu regulirano je na 3 razine: izvanstaničnoj, 

membranskoj i unutarstaničnoj. Izvan stanice antagonisti BMP-a (npr. noggin, chordin) vežu 

se za BMP-e i onemogućavaju njihovo vezivanje na stanične receptore. Na staničnoj membrani 

regulacija se ostvaruje putem pseudoreceptora BAMBI/Nma čija je ekstracelularna domena 

slična strukturi BMP receptora tipa I, ali mu nedostaje unutarstanična domena koja ima kinaznu 

aktivnost. U unutarstaničnoj regulaciji ključnu ulogu imaju inhibitorni, proteini I-Smad (Smad 

6 i 7) koji ulaze u interakciju s BMP receptorom tipa I i natječu se za vezivanje s proteinom 

co-Smad 4 te proteini Smurf koji posreduju ubikvitinizaciju aktiviranih receptora tipa I i 

proteina Smad. Izrađeno prema podatcima iz relevantne literature (2, 4, 23, 26, 27). 
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1.3. Nosači koštanih morfogenetskih proteina 

 

Nosači koštanih morfogenetskih proteina su materijali koji se rabe za dostavu 

osteoinduktivnih koštanih morfogenetskih proteina na mjesto gdje se želi ostvariti njihov 

terapijski učinak, tj. regeneracija ili ektopično stvaranje kosti s, primjerice, svrhom postizanja 

spinalne fuzije (39, 40). Idealni bi nosač koštanih morfogenetskih proteina trebao biti 

biokompatibilan, održavati koncentraciju i omogućiti polagano otpuštanje BMP-a te svojim 

oblikom definirati konture novoinducirane kosti. Osim toga, prilikom indukcije kosti treba 

omogućiti ulazak stanica, urastanje krvnih žila te konačno, nakon stvaranja nove kosti, treba 

biti resorbiran (41-44). Trenutačno ne postoji nijedan materijal koji bi posjedovao sva navedena 

svojstva a postojeći se nosači koštanih mofogenetskih proteina dijele u tri skupine: prirodni 

polimeri, sintetski polimeri i anorganski materijali (39, 41, 45-47). 

Prirodni polimeri, odnosno kolagen, najčešće su primjenjivani nosači koštanih 

morfogenetskih proteina u znanstvenim istraživanjima (39). Goveđi kolagen je također nosač 

primijenjen u trenutačno jedinoj odobrenoj osteoinduktivnoj napravi (Infuse, Medtronic) koja 

se upotrebljava u kliničkoj medicini (41). Osim kolagena, u skupinu prirodnih polimera spadaju 

i hijaluronska kiselina, želatina, fibrin, kitozan, alginat te svila (39, 41). Prednosti prirodnih 

polimera su njihova biokompatibilnost, resorbabilnost i mogućnost formulacije u različite 

oblike (39, 41, 47). S druge strane, prirodni polimeri imaju i mnogo nedostataka, među kojima 

se ističu imunogeničnost, mogućnost prijenosa virusa te životinjsko podrijetlo (39, 41, 47).  

  U skupinu sintetskih polimera spadaju: polilaktična kiselina (eng. polylactic acid, 

PLA), poliglikolna kiselina (eng. polyglycolic acid, PGA), polilaktično-glikolna kiselina (eng. 

poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA), polietilen glikol (eng. polyethylene glycol, PEG), 

polikaprolakton (eng. polycaprolactone, PCL), polipropilen fumarat (eng. polypropylene 

fumarate, PPF) te blok ko-polimeri (39, 41). Najvažnije prednosti sintetskih polimera su 

fleksibilnost dizajna koja omogućuje dostupnost u mnogo različitih oblika uključujući vlakna, 

mrežice, blokove ili mikrosfere (39, 41, 47). Također, kod sintetskih polimera ne postoji 

opasnost od prijenosa virusa. Nedostatci sintetskih polimera su spora degradacija, mogućnost 

pobuđivanja kroničnog upalnog odgovara te mogućnost utjecaja na lokalnu pH vrijednost (39, 

41, 47-49).  

Treća skupina nosača koštanih morfogenetskih proteina jesu anorganski materijali 

poput kalcijevih ortofosfata (keramika i cement), kalcijeva sulfata (cement) i biostakla. 
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Prednosti anorganskih materijala su sličnost kemijske strukture s ekstracelularnim matriksom 

kosti te mogućnost formulacije u mnogo različitih oblika (50). Potencijalni nedostatci 

anorganskih materijala jesu mala mogućnost infiltracije stanica, spora razgradnja u organizmu 

te krhkost (39, 41, 47).  

Kako bi se iskoristile prednosti i nadomjestili nedostatci svake pojedine skupine 

materijala, u posljednje se vrijeme sve češće primjenjuju i ispituju u pretkliničkim 

istraživanjima kombinacije materijala iz različitih skupina nosača (51-62). Pri tome su najčešće 

primjenjivane kombinacije prirodnih odnosno sintetskih polimera s anorganskim materijalima 

(najčešće keramikama građenim od kalcijeva fosfata). Unatoč svim dosadašnjim naporima i 

velikom broju provedenih istraživanja, još nije razvijen materijal (ili kombinacija materijala) 

koji bi imao opisana svojstva idealnog nosača koštanih morfogenetskih proteina. 

 

1.4. Klinička primjena koštanih morfogenetskih proteina 

 

Osteoinduktivna svojstva koštanih morfogenetskih proteina bila su osnova razvoja 

osteoinduktivnih naprava za kliničku primjenu u indikacijama poput spinalne fuzije ili liječenja 

otvorenih prijeloma (63-65). Tako je osteoinduktivni lijek koji sadrži rhBMP2 na kolagenu 

odobren za kliničku primjenu u indikacijama prednje spinalne fuzije (eng. anterior lumbar 

interbody fusion, ALIF) i otvorenih prijeloma tibije, dok je proizvod koji je sadržavao rhBMP7 

na kolagenu bio uvjetno odobren za liječenje nesraslih prijeloma tibije ali je potom povučen iz 

proizvodnje (66-69). Također, valja istaknuti i kako se proizvod odobren za primjenu u ALIF-

u primjenjuje i off-label u drugim indikacijama, kao što su posterolateralna spinalna fuzija (eng. 

posterolateral spinal fusion, PLF), stražnja lumbalna fuzija (eng. posterior lumbar interbody 

fusion, PLIF), transforaminalna lumbalna spinalna fuzija (eng. transforaminal lumbar 

interbody fusion, TLIF), lateralna lumbalna spinalna fuzija (eng. lateral lumbar interbody 

fusion, LLIF) i cervikalna spinalna fuzija (70-75). U dosadašnjoj kliničkoj primjeni zabilježene 

su i nuspojave uključujući ektopični nastanak kosti, kompresiju i upalu korijena živaca, upalu 

i otjecanje okolnog tkiva, osteolizu, disfagiju i retrogradnu ejakulaciju (71, 72, 76-81). 

Navedene nuspojave ponajprije su posljedica primjene suprafizioloških doza koštanih 

morfogenetskih proteina (primijenjeni proizvodi sadrže 4-12 mg rekombinantnog proteina, dok 

ljudsko tijelo sadrži ukupno 2 mg) te visoke razine otpuštanja proteina s nosača (82). 
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1.5. Posterolateralna spinalna fuzija 

 

Posterolateralna lumbalna spinalna fuzija (eng. posterolateral lumbar fusion, PLF) 

kirurški je postupak koji se primjenjuje za liječenje degenerativnih bolesti lumbalne kralježnice 

uključujući degenerativnu bolest diska, spondilolistezu i skoliozu (83-86).  

Autologni koštani presadak (autograft) podrijetlom iz ilijačnog grebena zdjelične kosti, 

trenutačno se smatra “zlatnim standardom” za postizanje PLF-a (87). Glavna prednost 

autografta je što posjeduje izvrsna osteoinduktivna, osteogena i osteokonduktivna svojstva (45, 

53, 88, 89). Međutim, uporaba navedenog autolognog koštanog presatka ima brojne nedostatke 

među kojima se ističu akutna i kronična bol, deformitet i stvaranje ožiljka na mjestu uzimanja 

koštanog presatka, povećani gubitak krvi i produljenje kirurškog postupka (45, 60, 62, 83, 84, 

90).  

Zbog navedenih razloga postoji potreba za razvojem osteoinduktivnog lijeka koji bi 

mogao zamijeniti autologni koštani presadak u ovoj indikaciji (91). Zbog iznimne kliničke 

važnosti ove indikacije proveden je veliki broj pretkliničkih istraživanja na modelima PLF-a 

kod kunića, ovaca i primata (60-62, 83, 85, 86, 92-103). Unatoč velikom broju pretkliničkih 

istraživanja, samo je nekoliko osteoinduktivnih lijekova uistinu i testirano u kliničkim 

istraživanjima u ljudi (84, 90, 104). Međutim, ta klinička istraživanja nisu dovela do odobrenja 

lijeka za primjenu u ljudi i do danas nijedan osteoinduktivni lijek nije odobren za kliničku 

primjenu u indikaciji PLF-a.  

 

1.6. Animalni modeli u pretkliničkom ispitivanju koštanih morfogenetskih 

proteina  

 

Uporaba animalnih modela neizostavni je dio procesa ispitivanja i razvoja novih 

osteoinduktivnih terapija. Animalni modeli koji se rabe u ispitivanju terapija temeljenih na 

koštanim morfogenetskim proteinima, mogu se podijeliti na modele koji se rabe za inicijalno, 

intermedijarno i napredno testiranje lijeka (Slika 3) (105).  
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Slika 3: Predložena podjela animalnih modela u pretkliničkom ispitivanju 

osteoinduktivnih terapija temeljenih na koštanim morfogenetskim proteinima. U modele 

za inicijalno testiranje spadaju ektopični (E) modeli i modeli segmentalnog defekta (SD) na 

miševima i štakorima. Ektopični se modeli dalje dijele na subkutane i intramuskularne modele, 

a segmentalni defekt se može kreirati u kalvariji ili femuru. U modele za intermedijarno 

testiranje spadaju modeli segmentalnog defekta (femura, ulne ili radijusa) i posterolateralne 

spinalne fuzije (najčešće se provodi na razinama L4-L5 ili L5-L6) kod kunića. U modele za 

napredno testiranje spadaju modeli segmentalnog defekta i posterolateralne spinalne fuzije kod 

psa, ovce i primata. Segmentalni defekt kod psa kreira se na ulni ili radijusu, a kod ovce na 

tibiji. Preuzeto i prilagođeno iz Štoković N i suradnici (105). 
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U modele za inicijalno ispitivanje osteoinduktivnih lijekova spadaju ektopični modeli 

indukcije koštanog tkiva kod miševa i štakora (105). Ektopični modeli kod glodavaca široko 

su primjenjivani za brzu evaluaciju osteoinduktivnih svojstava ispitivanog lijeka te za 

istraživanje staničnih i molekularnih procesa koji se odvijaju tijekom osteogeneze (51, 57, 106-

125). Kod primjene ektopičnih modela, testirani implantat se ugrađuje subkutano ili 

intramuskularno te se na kraju razdoblja praćenja, koje varira od nekoliko dana do nekoliko 

tjedana, implantat vadi i analizira odgovarajućim metodama. Osim ektopičnih koštanih 

modela, u modele za inicijalno testiranje lijekova za regeneraciju kosti mogu se svrstati i 

modeli segmentalnog defekta duge kosti te kritičnih defekata kalvarije kod miševa i štakora 

(105). U modelu segmentalnog defekta duge kosti kod miševa i štakora se defekt kosti (veličine 

2-3 mm kod miša odnosno 6-10 mm kod štakora) kreira u bedrenoj kosti (lat. femur) (53, 54, 

85, 126-133), dok se kod modela kritičnog defekta kalvarije kružni defekt kosti (veličine 3-5 

mm kod miša odnosno 4-8 mm kod štakora) kreira u središnjem dijelu svoda lubanje (Slika 4) 

(52, 134-145). Nakon toga se nastali koštani defekt popuni ispitivanim osteoinduktivnim 

lijekom te se indukcija koštanog tkiva obično analizira nakon nekoliko tjedana. Metode 

evaluacije u ovim modelima uključuju mikroCT/nanoCT, histološke i histomorfometrijske 

analize, dok se stanice i molekule uključene u proces osteogeneze mogu analizirati protočnom 

citometrijom i imunohistokemijom. Valja istaknuti kako se, zbog veće sličnosti koštane 

biologije između čovjeka i štakora, preferiraju štakorski modeli u odnosu na mišje (105). 

Modeli za intermedijarno testiranje novih lijekova temeljenih na koštanim 

morfogenetskim proteinima, prvenstveno uključuju modele posterolateralne spinalne fuzije i 

segmentalnog defekta dugih kostiju u kunića (105). Model PLF-a kod kunića najčešće je 

rabljeni model za ispitivanje učinkovitosti i sigurnosti potencijalnih osteoinduktivnih lijekova 

u ovoj indikaciji (60, 61, 85, 86, 92-100). U modelu PLF-a kod kunića cilj je ispitati sposobnost 

ektopičnog stvaranja kosti i integracije novostvorene kosti s nativnom kosti transverzalnih 

nastavaka. U modelu segmentalnog defekta dugih kostiju kod kunića defekt se može kreirati u 

bedrenoj (lat. femur), lakatnoj (lat. ulna) ili palčanoj (lat. radius) kosti te je uobičajena veličina 

defekta 15 – 20 mm (Slika 4) (55-57, 146-158), što je znatno više u odnosu na defekte kod 

miševa odnosno štakora. Ishod spinalne fuzije odnosno liječenja segmentalnog defekta na kraju 

se pokusa evaluira primjenom radiološke (rendgen, CT, mikroCT) i histološke analize te 

biomehaničkih testiranja.  

U animalne modele za napredno testiranje osteoinduktivnih terapija spadaju modeli u 

kojima se upotrebljavaju psi, ovce i primati (58, 59, 61, 62, 83, 101-103, 105, 159-163). 
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Prednost ovih modela je što su navedene životinje evolucijski i anatomski bliže čovjeku u 

odnosu na glodavce te omogućuju translaciju dobivenih rezultata u kliničku medicinu. Glavni 

su nedostatci spomenutih modela niža etička prihvatljivost i visoka cijena provedbe takvih 

pokusa, te je broj do sad provedenih istraživanja na psima, ovcama i primatima relativno malen. 

Unatoč ovim nedostatcima, postoji konsenzus o tome kako je prije početka kliničkih ispitivanja 

lijeka potrebno nakon uspješnog istraživanja na kunićima provesti i studiju na modelima kod 

većih životinja sličnijih čovjeku (92).  

Model PLF-a kod ovce najčešće je primjenjivani model za ispitivanje spinalne fuzije u 

naprednom ispitivanju lijekova za tu indikaciju (83, 101, 102). Prednost modela PLF-a kod 

ovaca u odnosu na kuniće jest veća anatomska sličnost lumbalne kralježnice između čovjeka i 

ovce (Slika 4). Iako su zbog bipedalne lokomocije čovjeka relativni odnosi dijelova kralježaka 

različiti (čovjek ima relativno veće tijelo kralješka, a manje transverzalne nastavke u odnosu 

na ovcu), udaljenosti između susjednih transverzalnih nastavaka su slične (oko 45 mm u 

čovjeka u odnosu na oko 50 mm kod ovce) (105). Valja spomenuti i kako se u ovom modelu 

posterolateralna spinalna fuzija može ispitivati na samo jednom ili više segmenata te se također 

može ispitivati utjecaj uporabe instrumentacije na krajnji ishod (83, 102). Metode evaluacije u 

ovome modelu iste su kao i prilikom evaluacije PLF-a kod kunića (rendgen, CT/mikroCT, 

histologija, biomehanička testiranja).   

Razdoblja praćenja životinja i primijenjene doze BMP-a znatno se razlikuju u 

modelima PLF-a kod različitih životinjskih vrsta (105). U modelu PLF-a kod kunića u većini 

istraživanja je vrijeme praćenja kraće od 8 tjedana, dok je kod ovaca i primata uobičajeno 

vrijeme praćenja oko 6 mjeseci. U istraživanjima na modelu PLF-a kod kunića uobičajeno su 

primjenjivane doze do 0,3 mg BMP-a, dok su kod ovaca i primata primjenjivane doze bile 

znatno više (0,5-10 mg kod ovaca, 3-12 mg kod primata) (60-62, 83, 85, 86, 92-103). 
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Slika 4: Modeli segmentalnog defekta (SD) i posterolateralne spinalne fuzije (PLF) 

u različitim životinjskim vrstama. (A) Segmentalni defekt se kod miševa i štakora može 

kreirati na kalvariji ili femuru, kod kunića na femuru, ulni ili radijusu te kod ovce na tibiji. (B) 

Razlike u anatomiji lumbalne kralježnice kod kunića, ovce i čovjeka. Preuzeto i prilagođeno iz 

Štoković N i suradnici (105). 
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1.7. Osteogrow – novi lijek za regeneraciju koštanog tkiva 

 

Autologni krvni ugrušak (eng. Autologous blood coagulum, ABC) novi je 

biokompatibilni nosač koštanih morfogenetskih proteina (82, 164). U ABC-u se više od 95% 

BMP-a veže za proteine plazme uključujući albumin, trombin, heparan sulfat i druge (165). 

Navedeno svojstvo ABC-a omogućava zadržavanje BMP-a na mjestu implantacije i polagano 

otpuštanje u okolinu (100, 165). Također, zbog svoje autolognosti, ABC ne pobuđuje imunosni 

odgovor organizma i djeluje protuupalno (100). Nadalje, ABC omogućava penetraciju stanica 

i urastanje krvnih žila te konačno biva resorbiran tijekom indukcije koštanog tkiva (165). 

Važno je također napomenuti kako je postupak vađenja potrebne količine krvi za pripremu 

ABC-a jednostavan i relativno bezbolan proces te je stoga ABC kao nosač široko dostupan. 

Zbog svega navedenoga ABC je odabran kao nosač rhBMP6 u novom 

osteoinduktivnom lijeku za regeneraciju koštanog tkiva nazvanom Osteogrow. rhBMP6 je 

odabran zbog toga jer je nedavno dokazano kako je rhBMP6 potentniji od rhBMP2 i rhBMP7 

u indukciji diferencijacije osteoblasta in vitro i indukciji stvaranja koštanog tkiva in vivo zbog 

relativne rezistencije na noggin, važan inhibitor BMP-a i afiniteta za više receptora tipa I (166, 

167). 

Sigurnost i efikasnost lijeka Osteogrow testirani su u kliničkim istraživanjima u 

indikacijama distalne frakture radijusa (eng. distal radius fracture, DRF) i visoke osteotomije 

tibije (eng. high tibial osteotomy, HTO) (168, 169). 

Klinička studija u indikaciji DRF-a bila je dvostruko slijepa studija faze I u koju su bila 

uključena 32 pacijenta (168) koji su tretirani lijekom Osteogrow, placebom ili standardnom 

terapijom. Rezultati kliničke studije pokazali su kako je primjena lijeka Osteogrow značajno 

ubrzala cijeljenje kosti u odnosu na kontrolne skupine. Klinička studija u indikaciji HTO-a bila 

je studija faze I/II te je u sklopu nje uključeno 20 pacijenata koji su tretirani lijekom Osteogrow 

ili placebom (169). U pacijenata koji su tretirani Osteogrow-om zabilježeno je značajno brže 

cijeljenje kosti nakon operacije. Važno je istaknuti kako u obje navedene kliničke studije nisu 

zabilježene ozbiljne nuspojave nakon primjene lijeka. 

Osim u kliničkim studijama, moguća primjena lijeka Osteogrow u liječenju segmentnih 

defekata kostiju i spinalnoj fuziji testirana je u pretkliničkim istraživanjima na modelu 

segmentalnog defekta ulne kod kunića (165), modelima posterolateralne lumbalne spinalne 
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fuzije (PLF) kod kunića i ovce (100, 102) te modelu prednje spinalne fuzije (ALIF) kod ovce 

(102).  

U spomenutoj studiji na modelu PLF-a kod kunića testirane su na ukupno 40 životinja 

različite formulacije lijeka Osteogrow s dodatkom koštanog alografta i bez njega kao 

biomehanički otpornog materijala (eng. compression resistant matrix, CRM) (100). U 

istraživanju su primjenjivane različite doze BMP6 u rasponu od 125 do 1000 µg po implantatu, 

a kao kontrolne skupine su upotrijebljeni implantati koji su sadržavali samo autologni ugrušak 

ili autologni ugrušak s koštanim alograftom. Studija je pokazala kako lijek Osteogrow s 

dodatkom koštanog alografta i bez njega postiže spinalnu fuziju, ali dodatak koštanog alografta 

značajno poboljšava biomehanička svojstva implantata. U istraživanju se 250 µg po implantatu 

(100 µg/ml ABC) pokazalo optimalnom dozom BMP6, a nijedan implantat bez BMP6 nije 

inducirao kost između transverzalnih nastavaka. U toj studiji je također dokazano kako 

dekortikacija transverzalnih nastavaka značajno povećava uspješnost spinalne fuzije i 

oseointegraciju novostvorene kosti s transverzalnim nastavcima. 

Nakon uspješno provedene PLF studije na kunićima provedena je studija na modelu 

PLF-a kod ovce (102). U toj studiji je također testirana efikasnost lijeka Osteogrow s dodatkom 

koštanog alografta i bez njega kao biomehanički otpornog materijala. Rezultati su pokazali 

kako dodatak koštanog alografta osim poboljšanja biomehaničkih svojstava implantata 

značajno povećava količinu novostvorene kosti i uspjeh spinalne fuzije. 

Nakon uspješnih pretkliničkih istraživanja slična se formulacija (Osteogrow s 

dodatkom alografta) trenutačno ispituje i u kliničkom istraživanju (EudraCT broj 2017-

000860-14) u sklopu projekta OSTEOproSPINE. Međutim, zbog nedostataka koštanog 

alografta, kao što su imunogeničnost, mogućnost prijenosa virusa i nemogućnost univerzalne 

globalne primjene radi regulatornih pitanja u različitim državama (89, 170, 171), potrebno je 

pronaći alternativni biomehanički otporni materijal koji bi se upotrijebio kao dodatak 

Osteogrow-u radi poboljšanja biomehaničkih svojstava implantata u indikacijama koje 

zahtijevaju veći implantat (npr. PLF, veći segmentalni defekti). 
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1.8. Biokeramike 

 

 Biokeramike građene od kalcijevih ortofosfata biokompatibilni su materijali koji imaju 

široku primjenu u medicini (172). Najčešće se rabe biokeramike iz skupine kalcijevih 

ortofosfata: trikalcij-fosfat (kemijska formula: Ca3(PO4)2; eng. tricalcium phosphate, TCP) i 

hidroksiapatit (kemijska formula: Ca10(PO4)6OH2; eng. hydroxyapatite, HA). Najveća razlika 

između trikalcij-fosfata i hidroksiapatita je u različitoj resorbabilnosti u živom organizmu: TCP 

se razmjerno brzo resorbira, a HA je dugovječan i otporan na resorpciju (173-175). Kako bi se 

mogla postići željena dugovječnost biokeramike u organizmu, uveden je koncept bifazične 

biokeramike, tj. bifazični kalcijev fosfat (eng. biphasic calcium phosphate, BCP) koji sadrži i 

TCP i HA u različitim omjerima ovisno o tome kolika se dugovječnost biokeramike nakon 

implantacije u organizam želi postići (113, 176).  

Biokeramike se mogu iskoristiti kao samostalni nosači koštanih morfogenetskih 

proteina te su osteoinduktivni implantati koji su sadržavali različite biokeramike kao nosače 

BMP-a, testirani u modelima ektopične osteogeneze kod miša i štakora (51, 106, 107, 111-117, 

119, 121, 123), u modelima posterolateralne spinalne fuzije kod kunića i ovce (61, 85, 93, 96, 

98, 101) te u modelima koštanih defekata kod štakora, kunića, psa i ovce (43, 85, 119, 133, 

144, 145, 148, 153, 156, 157, 161, 163, 177-179). Osim toga, biokeramike se mogu upotrijebiti 

kao dodatak prirodnim i sintetskim polimerima kako bi se poboljšala biomehanička svojstva 

tih nosača (51-57, 60-62, 83, 149). Na osnovi provedenih istraživanja nije bilo jasno postoji li 

razlika između trikalcij-fosfata i hidroksiapatita u promociji ektopične osteogeneze 

posredovane koštanim morfogenetskim proteinima, jer su dosadašnji rezultati bili 

kontradiktorni (113, 145). Naše nedavno istraživanje pokazalo je ekvivalentnost trikalcij-

fosfata i hidroksiapatita u promociji stvaranja kosti nakon ugradnje s rhBMP6 u autolognom 

krvnom ugrušku (180). 

Velika prednost biokeramika je njihova dostupnost u širokom rasponu veličina i oblika. 

Biokeramike mogu biti dostupne kao jednodijelni blokovi ili kao čestice (172, 180, 181). 

Nadalje, čestice mogu biti dostupne u velikom rasponu veličina od nekoliko desetaka 

mikrometara do nekoliko centimetara. U našim prijašnjim istraživanjima podijelili smo 

biokeramičke čestice na male (74-420 µm), srednje (500-1700 µm) i velike (1000-4000 µm) te 

smo se sličnom podjelom koristili i u ovom istraživanju (180) (Slika 5).  



 

16 
 

Druga važna svojstva biokeramike, koja se odnose i na blokove i čestice, jesu 

poroznost, veličina pora i međusobna povezanost pora (182). Poroznost je definirana kao 

postotak ukupnog volumena čestice koji čine pore. Pore unutar biokeramičkih čestica mogu 

biti različite veličine, ali je na osnovi dosadašnjih istraživanja poznato kako je optimalna 

veličina (širina) pora za uspješnu osteogenezu između 200 i 400 µm (112, 183). Kako bi se 

omogućio ulazak osteoprogenitornih stanica, stvaranje kosti i urastanje krvnih žila osim 

veličine pora, bitno je da su pore unutar bloka ili biokeramičkih čestica i odgovarajuće 

međusobno povezane.   

Zbog svega navedenog biokeramičke čestice se nameću kao potencijalni biomehanički 

otporni materijal koji bi se koristio kao dodatak lijeku Osteogrow te je svrha ove disertacije 

istražiti biologiju ektopične osteogeneze inducirane implantatima koji sadrže 

rekombinirani/rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 6 (rhBMP6), autologni 

krvni ugrušak i bifazične biokeramičke čestice te potencijalnu primjenu istih implantata u 

klinički relevantnoj indikaciji posterolateralne spinalne fuzije.  
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Slika 5: Biokeramičke čestice. (A) Slika prikazuje biokeramičke čestice građene od 

trikalcij-fosfata (TCP), hidroksiapatita (HA) i bifazičnog kalcijevog fosfata (BCP) s omjerom 

TCP-a i HA-a 80/20 u tri različite veličine: 74-420 µm, 500-1700 µm i 1000-4000 µm. 

Biokeramičke čestice su snimljene pod lupom te je u donjem desnom kutu svake slike 

prikazano mjerilo. Preuzeto iz Štoković N i suradnici (180).  
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2. HIPOTEZA 
 

Rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 6 (rhBMP6) primijenjen u autolognom 

krvnom ugrušku s česticama biokeramike inducirati će ektopično stvaranje kosti u potkožnom 

eseju kod štakora te ektopično stvaranje i uspješnu integraciju novostvorene kosti s 

transverzalnim nastavcima slabinskih kralježaka u modelu posterolateralne spinalne fuzije u 

kunića. 
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3. CILJEVI 

 

3.1. Opći cilj 

 

Istražiti vremenski tijek stvaranja ektopičnog koštanog tkiva nakon implantacije 

osteoinduktivnog implantata koji sadrži rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 

6, autologni krvni ugrušak i bifazičnu biokeramiku (TCP/HA 80%/20%) te dokazati mogućnost 

primjene u indikaciji posterolateralne spinalne fuzije.       

  

3.2. Specifični ciljevi 

 

1. Prikazati slijed histoloških i staničnih događaja tijekom ektopičnog stvaranja kosti nakon 

ugradnje osteoinduktivnog implantata. 

2. Prikazati dinamiku kretanja volumena kosti i drugih radioloških parametara tijekom 

stvaranja i pregradnje novostvorene kosti. 

3. Usporediti osteokonduktivnost različitih veličina čestica biokeramike. 

4. Odabrati optimalnu formulaciju osteoinduktivnog implantata i potvrditi mogućnost primjene 

odabranog osteoinduktivnog implantata u modelu posterolateralne spinalne fuzije kod kunića.  
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4. MATERIJALI I METODE 

 

4.1. Plan istraživanja 

 

Istraživanje koje je provedeno u sklopu ove doktorske disertacije, sastoji se od dvaju 

dijelova. U prvome dijelu istraženo je ektopično stvaranje kosti nakon subkutane implantacije 

različitih formulacija osteoinduktivnog implantata koji se sastoji od rhBMP6 u autolognom 

krvnom ugrušku s biokeramičkim česticama različitih veličina u aksilarnu regiju štakora (lat. 

Rattus Norvegicus, soj Sprague Dawley). Na osnovi dobivenih rezultata odabrana je optimalna 

veličina biokeramičkih čestica koja je u drugom dijelu istraživanja testirana na modelu 

posterolateralne spinalne fuzije kod kunića (lat. Oryctolagus cuniculus).  

 

4.2. Ektopično stvaranje kosti nakon subkutane ugradnje osteoinduktivnog 

implantata u aksilarnu regiju štakora  

 

4.2.1. Dizajn pokusa 

 

Cilj ovog dijela istraživanja bio je istražiti ektopično stvaranje kosti nakon subkutane 

ugradnje osteoinduktivnog implantata koji se sastoji od rekombinantnog humanog koštanog 

morfogenetskog proteina 6 (eng. recombinant human Bone Morphogenetic Protein 6; 

rhBMP6) u autolognom krvnom ugrušku te bifazične biokeramike (kombinacija trikalcij-

fosfata i hidroksiapatita) koja služi kao biomehanički otporan materijal. Kako bi se istražio 

utjecaj veličine biokeramičkih čestica na mikroarhitekturu kosti, upotrijebljena je bifazična 

biokeramika u trima različitim veličinama čestica (74-420 µm, 500-1700 µm i 2360-4000 µm), 

a omjer trikalcij-fosfata i hidroksiapatita (80/20) bio je jednak u svim česticama. 

U modelu ektopičnog stvaranja kosti kod štakora ispitane su tri formulacije 

osteoinduktivnog implantata: 

  

1. rhBMP6 + autologni krvni ugrušak + bifazične biokeramičke čestice (74-420 µm) 

2. rhBMP6 + autologni krvni ugrušak + bifazične biokeramičke čestice (500-1700 µm) 

3. rhBMP6 + autologni krvni ugrušak + bifazične biokeramičke čestice (2360-4000 µm) 
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Svaki je implantat sadržavao 20 µg rhBMP6 u ugrušku koji nastane od 500 µL krvi te 

100 mg biokeramike. Masa biokeramike kao i volumen krvi upotrijebljen za pripremu svakog 

implantata odabrani su na osnovi rezultata naših prethodnih pokusa (180) i bili su konstantni u 

svim implantatima. Stvaranje kosti praćeno je u 5 različitih vremenskih točaka: 7, 14, 21, 35 i 

50 dana nakon ugradnje osteoinduktivnog implantata. Zbog nužnosti uzorkovanja u navedenim 

su vremenskim točkama životinje ujedno i žrtvovane. 

 

Broj uzoraka po pokusnoj skupini izračunat je na osnovi varijabilnosti naših prethodnih 

eksperimenata i drugih objavljenih istraživanja te iznosi 10 implantata po pokusnoj grupi i po 

vremenskoj točki (105, 180). Kao negativne kontrole poslužili su implantati koji sadrže samo 

biokeramičke čestice i autologni krvni ugrušak. S obzirom na to da je općepoznato kako bez 

prisutnosti koštanih morfogenetskih proteina na ektopičnom mjestu ne može doći do 

osifikacije, slijedeći načelo 3R, kontrolne skupine su korištene u dvjema vremenskim točkama, 

a broj implantata po kontrolnoj skupini odnosno vremenskoj točki bio je minimalan (2 po 

skupini odnosno vremenskoj točki). Dizajn pokusa i broj implantata po skupinama prikazani 

su u Tablici 2. Nakon žrtvovanja životinja implantati su bili izvađeni, snimljeni mikroCT 

uređajem i histološki procesirani.  

 

Tablica 2: Opis pokusnih skupina i broj implantata po skupinama i vremenskim 

točkama praćenja 

 

Opis pokusnih skupina Dan 7 Dan 14 Dan 21 Dan 35 Dan 50 

rhBMP6/autologni krvni ugrušak + BCP 74-420 µm 10 10 10 10 10 

rhBMP6/autologni krvni ugrušak + BCP 500-1700 µm 10 10 10 10 10 

rhBMP6/autologni krvni ugrušak + BCP 2360-4000 µm 10 10 10 10 10 

Autologni krvni ugrušak + BCP 74-420 µm - 2 - - 2 

Autologni krvni ugrušak + BCP 500-1700 µm - 2 - - 2 

Autologni krvni ugrušak + BCP 2360-4000 µm - 2 - - 2 

Autologni krvni ugrušak - 2 - - 2 
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4.2.2. Pokusne životinje 

 

U pokusu su upotrijebljeni laboratorijski štakori (lat. Rattus Norvegicus), soja Sprague 

Dawley iz vlastitog uzgoja nastambe HR-POK.001 (mužjaci, starosti 6-8 tjedana, tjelesne mase 

250-300 grama). Laboratorijski štakori bili su smješteni u polisulfonskim (PS) kavezima s 

obogaćenim okolišem u registriranoj nastambi Laboratorija za mineralizirana tkiva (HR-

POK.001). Pokusne životinje bile su smještene u konvencionalnim laboratorijskim uvjetima u 

skladu s protokolima registrirane nastambe (konstantna temperatura zraka između 20 i 24  C, 

relativna vlažnost zraka između 40 i 70%, razina buke do 60 dcB, svjetlost 12 sati dnevno) uz 

standardnu dijetu u skladu s dobrom laboratorijskom praksom i pristupom vodi ad libitum.  

 

4.2.3. Priprava implantata 

 

U istraživanju je upotrijebljen rhBMP6 koji je proizvela tvrtka Genera Istraživanja 

(Kalinovica, Hrvatska), te biokeramičke čestice različite veličine (male: 74-420 m; srednje: 

500-1700 µm i velike: 2360-4000 m) koje je proizvela tvrtka CaP Biomaterials (East Troy, 

Wisconsin, SAD). Neposredno prije pripreme implantata rhBMP6 je otopljen u vodi za 

injekcije te otpipetiran u odgovarajućoj dozi u plastičnu tubu u koju je dodano 500 µL 

neposredno izvađene krvi iz štakora. Krv u kojoj se nalazi otopljeni rhBMP6 aspirirana je u 

injekciju od 2mL u koju je prethodno stavljeno po 100 mg biokeramike. Nakon miješanja krvi 

i biokeramike implantati su stajali najmanje 30 min prije ugradnje kako bi se omogućilo 

formiranje krvnog ugruška (Slika 6).  

 

4.2.4. Opis kirurškog postupka 

 

Neposredno prije kirurškog postupka laboratorijske životinje su anestezirane 

injekcijom ketamina (60 mg/kg) i ksilazina (100 mg/kg) intraperitonealno (i/p). Kirurški 

postupak je proveden u prostoru za kirurške zahvate Laboratorija za mineralizirana tkiva (HR-

POK.001). Zahvat na životinji započeo je vertikalnom incizijom u medijanoj ravnini pektoralne 

regije nakon koje su tupom disekcijom napravljeni obostrani subkutani džepovi u aksilarnoj 

regiji u koje su ugrađeni prethodno pripremljeni osteoinduktivni implantati (Slika 6). Nakon 

ugradnje implantata kirurškim su šavom zatvoreni subkutani džepovi i incizija. Kliničko stanje 
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laboratorijskih životinja svakodnevno se pratilo u ovisnosti o tjelesnoj kondiciji životinja, 

stanju dlačnog pokrova, kretanju u kavezu, eventualnim nepravilnostima u disanju i dr., o čemu 

se vodila tablična evidencija dnevnih kliničkih parametara kod životinja.  

 

Slika 6: Priprema i ugradnja osteoinduktivnih implantata u štakora. Krv se vadi u 

plastičnu tubu u kojoj se nalazi rhBMP6 te se navlači u injekciju (1) u kojoj se nalaze 

biokeramičke čestice (2). Nakon završetka koagulacije osteoinduktivni implantat se vadi iz 

injekcije (3) i ugrađuje u pripremljeni subkutani džep u aksilarnoj regiji štakora (4). Preuzeto 

iz Štoković N i suradnici (180). 

 

4.2.5. Žrtvovanje  

 

Laboratorijski štakori su eutanazirani prekomjernom dozom anestetika primjenom 80 

mg/kg ketamina intraperitonealno (i/p). Nakon žrtvovanja je eksploriran subkutani sloj 

pektoralne i aksilarne regije te su implantati izvađeni i stavljeni u formalin radi fiksacije. 

Eutanazirane laboratorijske životinje potom su neškodljivo uklonjene.  

 

4.2.6. MikroCT snimanje i analiza 

 

Neposredno nakon eksplantacije uzorci su snimljeni mikroCT uređajem SkyScan 1076 

(Bruker, Billerica, Massachusetts, SAD). Rezolucija mikroCT snimanja bila je podešena na 18 

m uz uporabu aluminijskog filtra debljine 0,5 mm te širinu polja snimanja od 34 mm. 

Dobivene slike su nakon snimanja mikroCT uređajem rekonstruirane uporabom programa 

NRecon (Bruker, Billerica, Massachusetts, SAD) a nakon rekonstrukcije je daljnja analiza 

napravljena uporabom programa CTAn (Bruker, Billerica, Massachusetts, SAD). Uporabom 
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navedenog programa novostvorena kost je diferencirana od biokeramike te su određeni 

volumeni novostvorene kosti i biokeramike. Osim volumena, za novostvorenu kost su određeni 

i trabekularni parametri (broj i debljina trabekula te razmak između trabekula).  

 

4.2.7. Histologija 

 

Neposredno nakon uzorkovanja, uzorci su stavljeni u 4-postotnu otopinu formalina radi 

fiksacije. Nakon fiksacije tkiva uzorci su histološki procesirani primjenom metode 

dekalcinacije, a po jedan preparat iz svake skupine je procesiran nedekalciniran (metoda je 

opisana u poglavlju 4.3.7). 

Uzorci koji su procesirani dekalcinacijom, nakon fiksacije u formalinu stavljeni su i 

držani 20 dana u otopini za dekalcinaciju (14% EDTA u 4% formalinu). Po završetku 

dekalcinacije uzorci su uklopljeni u parafin te su napravljeni histološki rezovi debljine 5-6 µm. 

Dobiveni histološki rezovi obojeni su hemalaun-eozinom te bojenjima po Goldneru i/ili Van 

Kossi. Histološki preparati snimljeni su uporabom programa cellDimensions i mikroskopa 

Olympus BX53 (Olympus, Tokyo, Japan). 

 

4.2.8. Imunohistokemija 

 

Radi lokalizacije ključnih molekula koje sudjeluju u ektopičnoj osteogenezi na 

odabranim histološkim preparatima, napravljena je indirektna imunohistokemija kojom su 

odgovarajućim primarnim protutijelima lokalizirani CD90, sox-9, osterix, runx2, kolagen tip 

II i alkalna fosfataza. Imunohistokemija je napravljena nakon deparafinizacije i rehidracije 

tkiva. Prije inkubacije primarnim protutijelima napravljen je povrat epitopa (eng. Heat-induced 

epitope retrieval) uporabom natrij-citrat pufera i grijanja u mikrovalnoj pećnici u trajanju od 

15 min. Nakon toga su histološki preparati preko noći inkubirani sljedećim primarnim 

protutijelima: anti-CD90, anti-sox9, anti-osterix, anti-runx2, anti-kolagen tip II i anti-alkalna 

fosfataza.  Kao sekundarno protutijelo je korišteno odgovarajuće sekundarno protutijelo 

upareno s peroksidazom (HRP) a za detekciju je upotrijebljen diaminobenzidin (DAB) 

kromogen. Sva upotrijebljena protutijela proizveo je Abcam (Cambridge, Ujedinjeno 

Kraljevstvo). Preparati su na kraju obojeni hematoksilinom i prekriveni ImmunoHistoMount™ 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD).  
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4.2.9. Histomorfometrija 

 

Histomorfometrijska analiza je primijenjena kako bi se odredio udio kosti i koštane srži 

na histološkim preparatima iz različitih vremenskih točaka. Analiza je napravljena na 

histološkim preparatima obojenim po Goldneru. Reprezentativni preparati za svaku pokusnu 

skupinu snimljeni su s pomoću programa cellDimensions i mikroskopa Olympus BX53 

(Olympus, Tokyo, Japan). Na dobivenim slikama su primjenom programa Photoshop (Adobe 

Systems, San Jose, Kalifornija, SAD) površine kosti i keramike označene i maskirane 

distinktivnom bojom. Označena površina je kvantificirana s pomoću programa Fiji ImageJ 

(verzija 1.51r, NIH, Bethesda, Maryland, SAD) te je površina koštane srži određena kao razlika 

ukupne površine te površine kosti i biokeramike. Rezultati su prikazani kao postotak kosti i 

koštane srži po pokusnim skupinama.  

 

4.2.10. Analiza podataka 

 

Distribucija podataka analizirana je primjenom Kolmogorov-Smirnovljeva testa. 

Ovisno o distribuciji podataka (parametrijska ili neparametrijska) primijenjeni su odgovarajući 

testovi. Pri parametrijskoj distribuciji podataka primijenjena je jednostrana ili dvostrana 

analiza varijance uz primjenu post-hoc Tukeyjevog testa višestrukih raspona, dok je kod 

neparametrijske distribucije primijenjen Kruskal Wallisov test s Dunnovim post-hoc testom. 

Rezultati su prikazani kao prosječna vrijednost +/- standardna devijacija. Podaci su obrađeni 

uporabom programa IBM SPSS Statistics (Armonk, New York, SAD) i GraphPad Prism (San 

Diego, Kalifornija, SAD). 
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4.3. Model posterolateralne spinalne fuzije kod kunića 

 

4.3.1. Dizajn pokusa 

 

S obzirom na to da su u modelu subkutane ugradnje u štakora biokeramičke čestice svih 

testiranih veličina promovirale stvaranje kosti pod utjecajem rhBMP6/ABC, za daljnje 

testiranje u pripremnom pokusu na modelu PLF-a kod kunića odabrane su čestice veće od 500 

µm jer se njihovom primjenom lakše postiže homogena distribucija čestica, te manje od 2500 

µm s obzirom na potencijalno otežanu integraciju s transverzalnim nastavcima kunića. U 

pripremnom pokusu na dva kunića testirani su osteoinduktivni implantati (rhBMP6/ABC) s 

dvije veličine čestica (500-1700 µm te 1700-2500 µm). Osim toga u ovom su pokusu testirani 

i implantati s biokeramičkim blokovima koje smo također testirali u subkutanom eseju u 

štakora (181).   

 

Na osnovi rezultata pripremnog pokusa (opisani u poglavlju 5.2.1.) odabrana je 

optimalna veličina čestica u rasponu od 500 do 1700 m za primjenu u osteoinduktivnom 

implantatu te je njegova potencijalna primjena ispitana u modelu posterolateralne spinalne 

fuzije kod kunića.  

 

Cilj ovog pokusa bio je dokazati mogućnost uporabe osteoinduktivnog implantata, koji 

se sastoji od rhBMP6, autolognog krvnog ugruška i biokeramičkih čestica, u postizanju fuzije 

između dvaju transverzalnih nastavaka lumbalnih kralježaka. U ovom su pokusu također 

uspoređena dva različita kemijska sastava biokeramičkih čestica (TCP te bifazična 

biokeramika koja se sastoji od 80%TCP i 20%HA) te dva načina primjene rhBMP6 (rhBMP6 

dodan direktno u krv ili preliofiliziran na biokeramičke čestice) (Tablica 3). Svaki je implantat 

sadržavao 125 µg rhBMP6 u ugrušku koji nastane od 2,5 mL krvi te 0,5 g biokeramike. U 

pokusu je bilo 6 implantata po skupini, a vrijeme praćenja pokusnih životinja bilo je 7 tjedana. 
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Tablica 3: Opis pokusnih skupina i broj implantata po skupini i vremenskoj točki 

praćenja 

 

Opis pokusne skupine Razdoblje praćenja – 7 

tjedana 

A  -  rhBMP6/autologni krvni ugrušak + BCP 500-1700 m 6 

B  -  rhBMP6 (lio)/autologni krvni ugrušak + BCP 500-1700 m 6 

C  -  rhBMP6/autologni krvni ugrušak + TCP 500-1700 m 6 

D  -  rhBMP6 (lio)/autologni krvni ugrušak + TCP 500-1700 m 6 

 

U pokusu je ukupno upotrijebljeno 24 implantata koji su obostrano ugrađeni u 12 

životinja. 

 

4.3.2. Pokusne životinje 

 

U pokusu su upotrijebljeni laboratorijski kunići (lat. Oryctolagus cuniculus) soja New 

Zealand uvezeni iz Envigo, Italija (mužjaci, starosti 9 mjeseci i tjelesne mase oko 4 kg). 

Životinje su bile smještene u registriranoj nastambi Laboratorija za mineralizirana tkiva (HR- 

POK-001). Laboratorijski kunići bili su smješteni u specijaliziranim kavezima za kuniće u 

kontroliranim laboratorijskim uvjetima (stalna temperatura zraka između 20 i 24 C, relativna 

vlažnost zraka između 40 i 70%, razina buke do 60 dcB, svjetlost 12 sati na dan) uz standardnu 

dijetu u skladu s dobrom laboratorijskom praksom i pristupom vodi ad libitum.  

 

4.3.3. Priprava implantata 

 

Prije početka pripreme implantata biokeramičke su čestice (mase 0,5 g po implantatu) 

u sterilnim uvjetima stavljene u šprice volumena 5 mL. Krv je u volumenu 2,5 mL izvađena iz 

ušne vene i pomiješana s biokeramičkim česticama. U skladu s protokolom pokusa, rhBMP6 

(125 g) je dodan u krv neposredno nakon vađenja u implantatima iz skupina A i C, dok je 

liofiliziran na biokeramičke čestice u skupinama B i D (opisano u nastavku). Nakon miješanja 

krvi s biokeramičkim česticama implantat je manualno rotiran kako bi se ostvarila homogena 
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distribucija čestica u implantatu i potom je ostavljen 1 sat na sobnoj temperaturi kako bi krv 

zgrušala. Priprava implantata prikazana je u slici 7A. 

Liofilizacija rhBMP6 na biokeramičke čestice napravljena je u skladu s našom 

standardnom procedurom čija je efikasnost prethodno testirana (180): biokeramičke su čestice 

(0,5 g po implantatu) stavljene u plastične tube i sterilizirane UV svjetlom u laminaru. Nakon 

toga je u svaku tubu dodana otopina rhBMP6 (125 g u 500 L otopine), tube su pokrivene 

folijom i smrznute. Zatim su tube stavljene u liofilizator (GEA liofilizator model SL2), 

postupak liofilizacije trajao je 8 sati nakon čega su tube izvađene iz uređaja te su biokeramičke 

čestice u sterilnim uvjetima premještene u šprice.   

 

4.3.4. Opis kirurškog postupka 

 

Kirurški zahvati na laboratorijskim kunićima provedeni su u sklopu registriranih 

prostora za kirurške zahvate Klinike za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog 

fakulteta Sveučilišta u Zagrebu (HR-POK-020). Kunići su anestezirani primjenom kombinacije 

ketamina u dozi 35 mg/kg i ksilazina u dozi 5 mg/kg primijenjene intramuskularno te je 

anestezija održavana inhalacijom 2-3% izoflurana. Odmicanjem leđnih mišića prikazani su 

transverzalni nastavci lumbalne kralježnice. Neposredno prije implantacije osteoinduktivnih 

implantata napravljena je dekortikacija kosti transverzalnih nastavaka L5 i L6 te su implantati 

ugrađeni obostrano (Slika 7B). Postoperacijski je za kontrolu boli primijenjeno 1,5 mg/ml 

oralne suspenzije meloksorala 5 dana nakon operacije, doze 0,3 mL/kg tjelesne mase kunića. 

Neposredno nakon kirurškog zahvata došlo je do uginuća jedne životinje.  
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Slika 7: Priprema i ugradnja implantata u pokusima na modelu PLF-a kod 

kunića. (A) Krv se vadi iz uške kunića u plastičnu tubu u kojoj se nalazi rhBMP6 (1) te se 

navlači u injekciju u kojoj se nalaze biokeramičke čestice (2). Nakon što krv koagulira, a 

neposredno prije ugradnje, implantat se vadi iz injekcije (3). (B) Rendgenske snimke 

implantata prikazuju homogenu distribuciju biokeramičkih čestica u implantatu (1 i 2). 

Tijekom operacije (3) su prikazani transverzalni nastavci (žute strelice) te je u prostor između 

njih (bijeli asterisk) ugrađen osteoinduktivni implantat (4). 

 

4.3.5. Žrtvovanje  

 

Laboratorijski kunići eutanazirani su tako da su najprije sedirani intramuskularnom 

primjenom kombinacije ketamina (Narketan, Vetoquinol, Belp Bern, Švicarska) u dozi 20 

mg/kg, i ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, Belp Bern, Švicarska) u dozi 3 mg/kg, a nakon toga 

je intravenski primijenjen preparat T-61 (1 mL/kg). Neposredno nakon žrtvovanja životinja 

izdvojen je promatrani segment lumbalne kralježnice (L5-L6) i fiksiran formalinom. 

Laboratorijske životinje su nakon eutanazije neškodljivo uklonjene. 
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4.3.6. Radiološko praćenje i mikroCT analize 

 

Laboratorijski kunići su neposredno nakon operacije te nakon žrtvovanja snimljeni 

rendgenom radi potvrde točnog pozicioniranja osteoinduktivnih implantata, odnosno radi 

preliminarnog određivanja ishoda fuzije.  

Kako bi se detaljno analizirao ishod spinalne fuzije te kako bi se napravila radiološka 

kvantifikacija kosti i biokeramike, promatrani je segment kralježnice snimljen mikroCT 

uređajem 1076 SkyScan (Bruker, Billerica, Massachusetts, SAD). Parametri snimanja bili su 

jednaki onima za snimanje implantata iz pokusa na štakorima (rezolucija snimanja 18 m, 

aluminijski filtar debljine 0,5 mm), osim što je zbog većih dimenzija uzoraka širina polja 

snimanja povećana na 68 mm. Daljnja rekonstrukcija slika i analiza parametara napravljena je 

na istovjetan način kao što je prethodno opisano za uzorke iz pokusa na štakorima.   

 

4.3.7. Histologija 

 

Nakon završetka mikroCT snimanja i fiksacije u 10-postotnom formalinu, po dva 

uzorka iz svake pokusne skupine procesirani su histološkom metodom koja ne uključuje 

dekalcifikaciju uzoraka (102, 184). Prije početka histološke obrade, uzorci su pažljivo očišćeni 

kako bi se prikazali transverzalni nastavci i novostvorena kost između njih. Uzorci su 

dehidrirani uz uporabu stupnjevite otopine etilnog alkohola (70%/80%/95%/100%) i 

automatskog sustava za tkivno procesiranje (ASP300S, Leica Biosystems, Buffalo Grove, 

Illinois, SAD). Nakon toga su uzorci uklopljeni u rezin te su s pomoću automatskog mikrotoma 

(SM2500, Leica Biosystems, Buffalo Grove, Illinois, SAD) narezani histološki rezovi debljine 

5 m koji su fiksirani na mikroskopska stakalca. Prije histoloških bojenja histološki su rezovi 

deplasticirani i hidrirani. Nakon toga su histološki rezovi obojeni hemalaun-eozinom te 

bojenjima po Goldneru i Von Kossi. Histomorfometrijska analiza kosti napravljena je istom 

metodom kao i u pokusu kod štakora (opisano u poglavlju 4.2.9. Histomorfometrija) 
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4.3.8. Biomehanička testiranja 

 

Nakon završetka mikroCT snimanja izdvojen je fuzionirani segment kralježnice te 

diseciran kako bi se prikazala novostvorena kost. Nakon toga je na svim uzorcima testirana 

segmentalna mobilnost promatranog dijela kralježnice. Kako bi se odredila biomehanička 

svojstva (maksimalna sila loma kosti, rad potreban za lom kosti i elastičnost kosti) 

novostvorene kosti fuzionirane s transverzalnim nastavcima na svim uzorcima koji nisu 

histološki procesirani, proveden je test three-point bending (Slika 8). Test je proveden na 

mjernom instrumentu za određivanje biomehaničkih svojstava materijala TA.HDPlus (Stable 

Micro Systems, Surrey, Ujedinjeno Kraljevstvo) na Zavodu za procesno inženjerstvo 

Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Fuzionirani segment kralježnice 

postavljen je na dva nosača te je mjerena sila pritiska primijenjena perpendikularno na sredinu 

novostvorene kosti između dvaju transverzalnih nastavaka. U pokusu je rabljena ćelija mase 

50 kg uz konstantnu brzinu (0,5 mm/s). Kontrolna skupina bili su transverzalni nastavci 

kralježaka izdvojeni iz životinja upotrijebljenih u pokusu.  
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Slika 8: Test Three-point bending. Na dva nosača postavi se fuzijska masa koja se 

sastoji od transverzalnih nastavaka (TN) i novostvorene kosti (NSK) između njih i potom se 

primijeni sila (eng. Force, F) na središnji dio fuzijske mase. Instrument mjeri silu i rad potreban 

za lom novostvorene kosti te elastičnost kosti. 

 

4.3.9. Analiza podataka 

 

Distribucija podataka analizirana je uporabom Kolmogorov-Smirnovljevog testa te su 

s obzirom na rezultate testa i mali uzorak, upotrijebljeni primjereni ne-parametrijski testovi i 

prikaz podataka. Razlike između skupina analizirane su s pomoću Kruskal-Wallisova testa (sve 

skupine zajedno) te post-hoc Mann-Whitney U testa (usporedbe između dviju skupina). Podaci 

su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponima. Vrijednosti P manje od 0,05 smatrane 

su značajnima. Podaci su obrađeni uporabom programa IBM SPSS Statistics (Armonk, New 

York, SAD) i GraphPad Prism (San Diego, Kalifornija, SAD). 
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5. REZULTATI 
 

5.1. Ektopično stvaranje kosti nakon subkutane ugradnje osteoinduktivnog 

implantata u aksilarnu regiju štakora  

 

5.1.1. MikroCT analiza  

5.1.1.1. Deskriptivna mikroCT analiza 

 

Proces ektopičnog stvaranja kosti i struktura novostvorene kosti analizirani su na 

mikroCT presjecima kroz implantate (Slika 9). Sedmoga dana nakon subkutane ugradnje 

osteoinduktivnih implantata središnji je dio implantata sadržavao biokeramičke čestice, a 

diskretna područja okoštavanja bila su vidljiva na perifernim dijelovima implantata. 

Novostvorena kost je 14. dana nakon operacije bila prisutna u svim osteoinduktivnim 

implantatima i kost je zajedno s biokeramičkim česticama tvorila cjelinu koju smo nazvali 

koštano-keramička struktura (180). Novostvorena kost je bila prisutna u svim dijelovima 

implantata te se nalazila na površini i između biokeramičkih čestica. Koštano-keramička 

struktura s malim česticama, zbog nejednolike raspodjele malih čestica (74-420 µm), 

sadržavala je i dijelove u kojima se nalazila samo kost, bez biokeramičkih čestica. Kortikalna 

kost u dijelovima koštano-keramičke strukture nije bila jasno izdiferencirana 14. dana nakon 

implantacije, za razliku od 21. dana, kad je kortikalna kost bila jasno izražena. Izgled koštano-

keramičke strukture na mikroCT presjecima 35. i 50. dana nakon implantacije bio je vrlo sličan 

21. danu – bila je vidljiva smanjena gustoća kosti u dijelovima koštano-keramičke strukture 

bez biokeramike u odnosu na 14. dan.  

Kost nije nastala ni u jednom implantatu koji je sadržavao samo biokeramičke čestice 

u autolognom krvnom ugrušku odnosno sam autologni krvni ugrušak bez rhBMP6. 
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Slika 9: Karakteristični mikroCT presjeci kroz osteoinduktivne implantate koji 

sadrže rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku s biokeramičkim česticama različitih 

veličina (74-420 µm, 500-1700 µm i 2360-4000 µm) 7., 14., 21., 35. i 50. dana nakon 

ugradnje. Sedmoga dana nakon implantacije vidljiva su područja okoštavanja na periferiji 

implantata (narančaste strelice), a 14. dana stvorena je koštano-keramička struktura koja se 

sastoji od novostvorene kosti (žute strelice) i biokeramičkih čestica i čija je osnovna struktura 
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očuvana u vremenu. U koštano-keramičkoj strukturi koja sadrži male (74-420 µm) 

biokeramičke čestice, zbog nejednolike distribucije čestica u implantatu su se nalazila i 

područja u kojima je bila samo kost, bez biokeramičkih čestica.   

 

5.1.1.2. Kvantitativna mikroCT analiza  

 

Kvantitativna analiza mikroCT snimaka pokazala je da je 7. dana nakon ugradnje bila 

prisutna tek manja količina kosti u osteoinduktivnim implantatima s biokeramičkim česticama 

različitih veličina (Slika 10). Iako je količina kosti u implantatima bila mala, valja istaknuti 

kako je koštani volumen bio veći u implantatima s velikim (2360-4000 µm) i srednjim (500-

1700 µm) biokeramičkim česticama u odnosu na male (74-420 µm) (Slika 11).  

U razdoblju između 7. i 14. dana dolazi do intenzivne osifikacije te je 14. dana bila 

prisutna značajna količina kosti u svim implantatima (Slika 10). Količina kosti bila je slična u 

pokusnim skupinama te nije bilo značajnih razlika između implantata s malim, srednjim i 

velikim biokeramičkim česticama (Slika 11).  

U razdoblju nakon 14. dana blago se smanjuje koštani volumen u pokusnim skupinama 

s velikim i srednjim česticama, dok je koštani volumen u implantatima s malim česticama bio 

stalan do kraja razdoblja praćenja, odnosno do 50. dana (Slika 10). U svim vremenskim 

točkama praćenja nakon 14. dana, koštani volumen je bio značajno veći u implantatima s malim 

česticama u odnosu na srednje i velike biokeramičke čestice (Slika 11). Koštani je volumen u 

svim vremenskim točkama (osim 50. dana) bio veći u implantatima sa srednjim u odnosu na 

velike biokeramičke čestice, ali razlike nisu bile statistički značajne (Slike 10-11). 

Analiza kretanja trabekularnih parametara u vremenu pokazala je kako u implantatima 

s malim česticama nije bilo značajnih razlika u broju trabekula između 14. i 50. dana, dok se, 

s druge strane, trabekularna separacija blago smanjila a debljina trabekula blago povećala 35. 

dana u odnosu na 14. dan (Slike 12-13). U implantatima s velikim i srednjim česticama uočljiva 

su dva suprotna trenda u kretanju trabekularnih parametara nakon 14. dana: s jedne strane, 

uočljivo je blago povećanje broja trabekula, a s druge strane, smanjenje debljine trabekula uz 

nepromijenjenu trabekularnu separaciju (Slike 12-13). Ipak, valja napomenuti kako se broj 

trabekula određen mikroCT analizom ne odnosi samo na koštane trabekule između čestica, 

nego i na kost koja nastaje na površini čestica jer programom nije moguće između njih napraviti 

distinkciju.  
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MikroCT analiza je pokazala kako se volumen biokeramike, neovisno o veličini 

biokeramičkih čestica, značajno ne mijenja u vremenu obuhvaćenom ovim istraživanjem (Slika 

13B)   
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Slika 10: Kretanje koštanog volumena u vremenu. Kretanje koštanog volumena u 

vremenu između pokusnih skupina koje sadrže osteoinduktivni implantat s biokeramičkim 

česticama u tri različite veličine (74-420 µm, 500-1700 µm, 2360-4000 µm). Sumarizirane 

vrijednosti kretanja koštanog volumena svih pokusnih skupina u vremenu. * (P≤0,05), ** 

(P≤0,01), *** (P≤0,001). 

 

 

 

Slika 11: MikroCT analizom određeni koštani volumen induciran implantatima 

koji sadrže rhBMP6/ABC s biokeramičkim česticama različitih veličina. Koštani volumen 

između pokusnih skupina 7., 14., 21., 35. i 50. dan nakon implantacije osteoinduktivnih 

implantata s biokeramičkim česticama u tri različite veličine (74-420 µm, 500-1700 µm, 2360-

4000 µm). * (P≤0,05), ** (P≤0,01), *** (P≤0,001). 
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Slika 12: MikroCT analizom određeni broj trabekula i trabekularna separacija u 

kosti induciranoj implantatima koji sadrže rhBMP6/ABC s biokeramičkim česticama 

različitih veličina. (A) Kretanje broja trabekula u vremenu između pokusnih skupina koje 

sadrže osteoinduktivne implantate s biokeramičkim česticama u tri različite veličine (74-420 

µm, 500-1700 µm, 2360-4000 µm). (B) Kretanje trabekularne separacije u vremenu između 

pokusnih skupina koje sadrže osteoinduktivne implantate s biokeramičkim česticama u tri 

različite veličine (74-420 µm, 500-1700 µm, 2360-4000 µm). * (P≤0,05), ** (P≤0,01), *** 

(P≤0,001). 
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Slika 13: MikroCT analizom određena debljina trabekula i volumen biokeramike 

u koštano-keramičkoj strukturi induciranoj implantatima koji sadrže rhBMP6/ABC s 

biokeramičkim česticama različitih veličina. (A) Kretanje debljine trabekula u vremenu 

između pokusnih skupina koje sadrže osteoinduktivne implantate s biokeramičkim česticama 

u tri različite veličine (74-420 µm, 500-1700 µm, 2360-4000 µm). (B) Kretanje volumena 

biokeramike u vremenu između pokusnih skupina koje sadrže osteoinduktivne implantate s 

biokeramičkim česticama u tri različite veličine (74-420 µm, 500-1700 µm, 2360-4000 µm). * 

(P≤0,05), ** (P≤0,01), *** (P≤0,001). 



 

40 
 

5.1.2. Histologija i imunohistokemija 

 

5.1.2.1. Dan 7. 

 

Široke zone endokondralne osifikacije bile su sedmoga dana nakon implantacije 

prisutne u perifernim dijelovima osteoinduktivnih implantata koji sadrže rhBMP6 u 

autolognom krvnom ugrušku i biokeramičke čestice različitih veličina (74-420 µm, 500-1700 

µm i 2360-4000 µm) (Slike 14-16). Područja u kojima se odvija endokondralna osifikacija bila 

su pozitivna na sox9 i kolagen tipa 2 (Slike 14-15).  

 

Središnji dijelovi implantata sadržavali su biokeramičke čestice i ostatke krvnog 

ugruška (Slike 14-16). Udaljenosti između malih biokeramičkih čestica bile su vrlo male, za 

razliku od velikih i srednjih čestica koje su bile međusobno više udaljene. Iako u središnjim 

dijelovima implantata još nije došlo do stvaranja kosti, znatan se broj osteoprogenitornih 

stanica nalazio u blizini biokeramičkih čestica. CD90 i osterix pozitivne stanice bile su prisutne 

na površini i između biokeramičkih čestica neovisno o njihovoj veličini. No s obzirom na to da 

male biokeramičke čestice imaju znatno veću ukupnu površinu, broj osteoprogenitornih stanica 

bio je najveći kod manjih čestica (Slika 14).  

 

U implantatima koji su sadržavali velike i srednje biokeramičke čestice, zone 

endokondralne osifikacije bile su prisutne i između čestica (Slike 15-16), a u implantatima s 

malim biokeramičkim česticama endokondralna je osifikacija bila ograničena na područje 

implantata bez biokeramičkih čestica (Slika 14). U područjima u kojima se odvijala 

endokondralna osifikacija bile su jasno razlučive zone proliferacije kondrocita te zona 

hipertrofije kondrocita i kalcifikacije hrskavice. 
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Slika 14: Histologija i imunohistokemija osteoinduktivnih implantata s malim (74-

420 µm) biokeramičkim česticama 7 dana nakon operacije. Osteoinduktivni implantat (A) 

se sastoji od središnjeg dijela u kojemu se nalaze biokeramičke čestice, i perifernog dijela, gdje 

se odvija endokondralna osifikacija (B). Sox9 (C) i kolagen tipa 2 (D) smješteni su na periferiji 

preparata gdje se odvija endokondralna osifikacija, dok su CD90 (E) i osterix (F) smješteni 

između te na površini biokeramičkih čestica. Područje označeno žutim okvirom u (A) je 

prikazano uvećano u (B). Žute strelice upućuju na endokondralnu osifikaciju a crni asterisk 

označuje biokeramičke čestice. Crvene strelice upućuju na CD90 (E) i osterix (F) pozitivne 

stanice. Histološki preparati su obojeni po Von Kossi (A-B), dok je na imunohistokemijskim 
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preparatima kao kontra-bojenje upotrijebljen hematoksilin. Mjerila su prikazana u donjem 

desnom kutu slika.  
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Slika 15: Histologija i imunohistokemija osteoinduktivnih implantata sa srednjim 

(500-1700 µm) biokeramičkim česticama 7 dana nakon operacije. rhBMP6 u implantatima 

inducirao je endokondralnu osifikaciju koja se odvija na periferiji implantata (A-D) i između 

biokeramičkih čestica (E-F). Sox9 (G) i kolagen tipa II (H) imunolokalizirani su u perifernom 

dijelu implantata gdje se odvija endokondralna osifikacija. Područja označena žutim i crnim 

okvirima u (A) su prikazana uvećano u (B) odnosno (C). Područje označeno žutim okvirom u 

(C) je prikazano uvećano u (D). Žute strelice upućuju na endokondralnu osifikaciju a bijeli i 

crni asterisk označuju biokeramičke čestice. Histološki preparati su obojeni po Von Kossi (A-

D) i Goldneru (E-F), dok je na imunohistokemijskim preparatima kao kontra-bojenje 

upotrijebljen hematoksilin. Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 

 

Slika 16: Histologija osteoinduktivnih implantata s velikim (2360-4000 µm) 

biokeramičkim česticama 7 dana nakon operacije. Endokondralna osifikacija se odvija na 

perifernim dijelovima osteoinduktivnog implantata (A-D). Područje označeno žutim okvirom 

u (A) je prikazano uvećano u (B). Žute strelice upućuju na endokondralnu osifikaciju a bijeli 

asterisk označuje biokeramičke čestice. Histološki preparati su obojeni po Von Kossi (A-C) i 

Goldneru (D). Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 
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5.1.2.2. Dan 14 

 

Novostvorena kost bila je prisutna u svim osteoinduktivnim implantatima 14. dana 

nakon implantacije bez obzira na veličinu čestica (Slike 17-20). Novostvorena kost je, zajedno 

s biokeramičkim česticama, tvorila cjelinu koju smo nazvali koštano-keramička struktura 

(180). Koštano-keramičku strukturu ograničava kortikalna kost koja još nije bila jasno 

diferencirana u svim implantatima. 

 

Novostvorena kost se u koštano-keramičkoj strukturi s malim biokeramičkim česticama 

nalazila na površinama i između biokeramičkih čestica (Slika 17). Osteoprogenitorne stanice 

na površinama i između biokeramičkih čestica diferencirale su se u runx2 i osterix pozitivne 

osteoblaste te je kost na površinama i između čestica nastala intramembranozno. Novostvorena 

kost bila je okružena koštanom srži u kojoj se nalazio tek neznatan broj adipocita. U blizini 

kosti nalazile su se brojne novostvorene krvne žile. U dijelu implantata bez biokeramičkih 

čestica nalazile su se guste trabekule novostvorene kosti koja je nastala endokondralnom 

osifikacijom (Slika 18).  

 

U koštano-keramičkoj strukturi s velikim i srednjim biokeramičkim česticama 

novostvorena kost se većim dijelom nalazila između biokeramičkih čestica, a manjim dijelom 

u porama unutar čestica. (Slike 19-20). Također, osteoprogenitorne stanice na površinama su 

se diferencirale u osteoblaste (runx2 i osterix pozitivne stanice) koji su započeli s odlaganjem 

koštanog matriksa (Slika 19). Ipak, valja istaknuti kako je 14. dana novostvorena kost bila 

prisutna na samo malom dijelu površina velikih i srednjih čestica (Slika 19-20). Kost između 

velikih i srednjih biokeramičkih čestica nastala je dominantno endokondralno te u manjoj mjeri 

intramembranozno. Važno je istaknuti kako je intramembranozna osifikacija još bila u tijeku 

te je kasnila u odnosu na endokondralnu osifikaciju. Koštana srž s vrlo malim brojem adipocita 

nalazila se između koštanih trabekula.  

 

U niti jednom implantatu koji je sadržavao samo biokeramičke čestice (bez rhBMP6) u 

autolognom krvnom ugrušku odnosno sam autologni krvni ugrušak nije došlo do stvaranja 

kosti (Slika 21). 
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Slika 17: Histologija i imunohistokemija osteoinduktivnih implantata s malim (74-

420 µm) biokeramičkim česticama 14 dana nakon operacije. U implantatima je stvorena 

kost koja zajedno s biokeramičkim česticama tvori koštano-keramičku strukturu. Osterix (F) i 

runx2 (G) su imunolokalizirani u osteoblastima koji na površini biokeramičkih čestica odlažu 

osteoid. Alkalna fosfataza (H) prisutna je na površini i između biokeramičkih čestica gdje se 

odvija osifikacija. Žute strelice upućuju na novostvorenu kost a crni i bijeli asterisk označuju 

biokeramičke čestice. Crvene strelice upućuju na osterix (F) i runx2 (G) pozitivne stanice 

odnosno na područja s pozitivnom alkalnom fosfatazom (H). Histološki preparati su obojeni 

po Goldneru (A, B, C i E) i hemalaun-eozinom (D), dok je na imunohistokemijskim 

preparatima kao kontra-bojenje upotrijebljen hematoksilin (F-H). Mjerila su prikazana u 

donjem desnom kutu slika. 

 

Slika 18: Histologija osteoinduktivnih implantata s malim (74-420 µm) 

biokeramičkim česticama 14 dana nakon operacije – područja bez čestica. U dijelovima 

implantata bez biokeramičkih čestica nalazi se gusta mreža koštanih trabekula. Žute strelice 

upućuju na novostvorenu kost. Histološki preparati obojeni su po Goldneru (A-B) i Von Kossi 

(C-D). Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 
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Slika 19: Histologija i imunohistokemija osteoinduktivnih implantata sa srednjim 

(500-1700 µm) biokeramičkim česticama 14 dana nakon operacije. Novostvorena kost 

zajedno s biokeramičkim česticama čini koštano-keramičku strukturu (A-D). Kost je većim 

dijelom nastala endokondralnom osifikacijom na periferiji i između čestica, a manjim dijelom 

intramembranoznom osifikacijom (C) i izravnim odlaganjem osteoida na površini čestica (E) 

ili između čestica (C i F). Runx2 (E) i osterix (F) imunolokalizirani su u osteoblastima koji na 

površini čestica te u prostore između čestica odlažu osteoid. Područje označeno žutim okvirom 

u (A) je prikazano uvećano u (C). Žute strelice upućuju na novostvorenu kost a bijeli i crni 

asterisk označuju biokeramičke čestice. Crvene strelice upućuju na runx2 (E) i osterix (F) 

pozitivne stanice. Histološki preparati su obojeni po Von Kossi (A i C), Goldneru (B) i 
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hemalaun-eozinom (D), dok je na imunohistokemijskim preparatima kao kontra-bojenje 

upotrijebljen hematoksilin (E-F). Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 

 

Slika 20: Histologija osteoinduktivnih implantata s velikim (2360-4000 µm) 

biokeramičkim česticama 14 dana nakon operacije. U implantatima je nastala kost koja 

zajedno s biokeramičkim česticama tvori koštano-keramičku strukturu (A-D). Kost je većim 

dijelom nastala endokondralnom osifikacijom dok je proces osifikacije na površini 

biokeramičkih čestica još u tijeku. Područje označeno žutim okvirom u (A) je prikazano 

uvećano u (C). Žute strelice upućuju na novostvorenu kost a bijeli i crni asterisk označuju 

biokeramičke čestice. Histološki preparati su obojeni po Von Kossi (A i C), hemalaun-eozinom 

(B) i po Goldneru (D). Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 
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Slika 21: Histologija implantata koji sadrže biokeramičke čestice u autolognom 

krvnom ugrušku 14 dana nakon operacije. U implantatima koji su sadržavali male (74-420 

µm) (A-B), srednje (500-1700 µm) (C-D) i velike (2360-4000 µm) (E-F) biokeramičke čestice 

u autolognom krvnom ugrušku nije došlo do stvaranja kosti 14 dana nakon implantacije. 

Histološki preparati obojeni su hemalaun-eozinom (A, C i E) i bojenjem po Von Kossi (B, D i 

F).  
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5.1.2.3. Dan 21 

 

Ektopično stvaranje kosti pod utjecajem koštanih morfogenetskih proteina većim je 

dijelom završeno 21. dana nakon implantacije kada koštano-keramička struktura jasnom 

diferencijacijom kortikalne kosti poprima svoje konačne morfološke značajke.  

 

Koštano-keramička struktura s malim biokeramičkim česticama sastojala se od guste 

kosti koja se nalazila na površinama i između biokeramičkih čestica (Slika 22) te dijela 

implantata bez čestica u kojemu su se nalazile koštane trabekule okružene koštanom srži. U 

dijelu implantata s česticama koštana srž je bila limitirana dok je u dijelu implantata bez čestica 

koštana srž zauzimala znatan dio površine. Koštana srž je sadržavala znatan broj adipocita i 

krvne žile.  

 

Koštano-keramička struktura s velikim i srednjim biokeramičkim česticama sastojala 

se od izražene kortikalne kosti koja je tvorila granicu koštano-keramičke strukture, kosti koja 

se nalazila na površinama i u porama biokeramičkih čestica te koštanih trabekula između 

čestica (Slika 23). U odnosu na 14. dan značajno se smanjila količina kosti između čestica dok 

je kost nastala na površinama te sada, za razliku od 14. dana, zauzima veći dio površine čestica. 

Zanimljivo, novostvorena kost nije bila jednoliko prisutna u porama unutar biokeramičkih 

čestica: neke pore su sadržavale kost, a u drugima su se nalazili kondrociti ili ostatci krvnog 

ugruška. Dobro vaskularizirana koštana srž sadržavala je veliki broj novodiferenciranih 

adipocita.  
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Slika 22: Histologija osteoinduktivnih implantata s malim (74-420 µm) 

biokeramičkim česticama 21 dan nakon operacije. Koštano-keramička struktura sastoji se 

od biokeramičkih čestica i kosti koja se nalazi na površini i između čestica. Količina koštane 

srži bila je varijabilna te se razlikuju dijelovi implantata s biokeramičkim česticama koji sadrže 

vrlo ograničenu koštanu srž (A-D) te dijelovi implantata bez čestica u kojima koštana srž 

zauzima znatan dio površine (E-F). Žute strelice upućuju na kost a narančasta na krvnu žilu u 

koštanoj srži. Crni asterisk označuje biokeramičke čestice a plavi koštanu srž. Histološki 

preparati su obojeni po Goldneru (A-B i E-F) i hemalaun-eozinom (C-D). Mjerila su prikazana 

u donjem desnom kutu slika. 



 

52 
 

 

Slika 23: Histologija osteoinduktivnih implantata sa srednjim (500-1700 µm) i 

velikim (2360-4000 µm) biokeramičkim česticama 21 dan nakon operacije. Koštano-

keramička struktura sa srednjim (A-D) i velikim (E-F) biokeramičkim česticama ima sličnu 

strukturu i sastoji se od kortikalne kosti, koštanih trabekula i koštane srži između čestica i kosti 

na površini čestica. U pojedinim porama velikih biokeramičkih čestica bila je vidljiva 

endokondralna osifikacija (E-F). Područje označeno crnim okvirom u (B) je prikazano uvećano 

u (D) a područje označeno crnim okvirom u (E) je prikazano uvećano u (F). Žute strelice 

upućuju na kost a crvena na endokondralnu osifikaciju u pori. Bijeli i crni asterisk označuju 

biokeramičke čestice a crveni i plavi koštanu srž. Histološki preparati su obojeni po Von Kossi 

(A, E, F) i Goldneru (B-D). Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika.  
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5.1.2.4. Dan 35 i dan 50 

 

Histološke značajke koštano-keramičke strukture čije su stvaranje inducirali 

osteoinduktivni implantati (rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku s biokeramičkim 

česticama) bile su vrlo slične 35. i 50. dana nakon implantacije (Slike 24-27).  

 

Mikroarhitektura koštano-keramičke strukture s malim biokeramičkim česticama nije 

se bitno promijenila u odnosu na izgled koji je poprimila 21. dana nakon ugradnje. Na površini 

i između biokeramičkih čestica nalazila se velika količina koštanog tkiva. Između koštanih 

trabekula nalazila se koštana srž koja je u pojedinim implantatima/dijelovima implantata bila 

ograničena, a u drugima je zauzimala značajnu površinu (Slika 24). U dijelovima implantata 

bez biokeramičkih čestica nalazile su se rijetke koštane trabekule okružene koštanom srži. 

(Slika 25) Značajna je promjena u odnosu na 14. i 21. dan što su adipociti postali 

predominantne stanice u koštanoj srži. Koštano-keramičku strukturu ograničava kortikalna 

kost koja je bila jasnije izražena u dijelovima bez biokeramičkih čestica. 

 

Na histološkim presjecima koštano-keramičke strukture koji su sadržavali velike i 

srednje biokeramičke čestice, ektopična se kost može podijeliti na sljedeće dijelove: kortikalnu 

kost, trabekule između čestica te kost na vanjskim i unutarnjim površinama čestica (Slike 26-

27). U odnosu na 14. i 21. dan dodatno se smanjila debljina koštanih trabekula između 

biokeramičkih čestica, a povećala se količina kosti na vanjskim i unutarnjim (unutar pora) 

površinama biokeramičkih čestica koje su sada gotovo potpuno prekrivene koštanim tkivom. 

Između biokeramičkih se čestica nalazi obilna koštana srž u kojoj prevladavaju adipociti. 

Koštano-keramička struktura je dobro vaskularizirana, s krvnim žilama koje prolaze kroz 

koštanu srž.  

 

Do 50. dana niti u jednom implantatu koji je sadržavao samo biokeramičke čestice (bez 

rhBMP6) u autolognom krvnom ugrušku, nije došlo do stvaranja kosti dok se autologni krvni 

ugrušak resorbirao. 
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Slika 24: Histologija osteoinduktivnih implantata s malim (74-420 µm) 

biokeramičkim česticama 35 (A-B) i 50 (C-F) dana nakon operacije. Koštano-keramička 

struktura sastoji se od biokeramičkih čestica i guste kosti koja se nalazi na površini i između 

čestica. Površina koju zauzima koštana srž značajno je varirala te je u pojedinim dijelovima 

bila izrazito ograničena, a u drugim je dijelovima koštana srž zauzimala značajnu površinu. U 

koštanoj srži su najmnogobrojnije stanice bili adipociti. Žute strelice upućuju na kost. Crni i 

bijeli asterisk označuju biokeramičke čestice a plavi koštanu srž. Histološki preparati obojeni 

su hemalaun-eozinom (A i F) i bojenjem po Goldneru (B, C i D). Na slici E je prikazan izbrusak 

kosti. Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 



 

55 
 

 

Slika 25: Histologija osteoinduktivnih implantata s malim (74-420 µm) 

biokeramičkim česticama 35 (A-B) i 50 (C-D) dana nakon operacije – područja bez 

čestica. U dijelovima implantata bez biokeramičkih čestica nalaze se rijetke koštane trabekule 

okružene koštanom srži. Žute strelice upućuju na kost a plavi asterisk označuje koštanu srž. 

Histološki preparati obojeni su po Goldneru (A-D). Mjerila su prikazana u donjem desnom 

kutu slika. 
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Slika 26: Histologija osteoinduktivnih implantata sa srednjim (500-1700 µm) 

biokeramičkim česticama 35 (A-E) i 50 (F) dana nakon ugradnje. Koštano-keramička 

struktura sastoji se od biokeramičkih čestica te kosti koja se dijeli na kortikalnu kost, kost na 

površini čestica te trabekule između čestica. Između kosti se nalazila obilna koštana srž u kojoj 

su najmnogobrojnije stanice bili adipociti. Žute strelice upućuju na kost a narančaste na krvne 

žile u koštanoj srži. Bijeli i crni asterisk označuju biokeramičke čestice a crveni i plavi koštanu 

srž. Na slikama A-C i F prikazan je izbrusak kosti, a na slikama D i F prikazan je histološki 

preparat obojen po Goldneru. Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 
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Slika 27: Histologija osteoinduktivnih implantata s velikim (2360-4000 µm) 

biokeramičkim česticama 35 (A-B) i 50 (C-D) dana nakon ugradnje. Koštano-keramička 

struktura sastoji se od biokeramičkih čestica, kosti koja prekriva vanjsku i unutarnju (u porama) 

površinu biokeramičkih čestica, koštanih trabekula između čestica i unutar pora te kortikalne 

kosti koja čini vanjsku granicu koštano-keramičke strukture. Žute strelice upućuju na kost a 

narančasta na krvnu žilu u koštanoj srži. Bijeli i crni asterisk označuju biokeramičke čestice a 

crveni koštanu srž. Slika prikazuje izbrusak kosti (A) te preparate obojene po Goldneru (B-D). 

Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika. 
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5.1.3. Histomorfometrija 

 

Histomorfometrijskom analizom određeni su udjeli kosti i koštane srži između 

biokeramičkih čestica u svim vremenskim točkama između 14. i 50. dana (Slike 28-29). U svim 

promatranim vremenskim točkama bila je prisutna znatna količina kosti u poljima između 

biokeramičkih čestica neovisno o njihovoj veličini. Ipak, najveća je količina kosti bila prisutna 

u implantatima s malim biokeramičkim česticama, dok između implantata sa srednjim i velikim 

česticama nije bilo značajne razlike (Slika 28). Osim razlike u količini kosti, implantati s malim 

česticama su 21. i 35. dana sadržavali značajno manju količinu koštane srži u odnosu na 

implantate sa srednjim i velikim česticama. Implantati sa srednjim i velikim česticama nisu se 

međusobno razlikovali u količini koštane srži.  

 

Usporedba histomorfometrijski određenih količina kosti i koštane srži u vremenu 

pokazuje kako se udjeli kosti u implantatima s malim biokeramičkim česticama značajno ne 

mijenjaju između 14. i 50. dana (21,7% 14. dan u usporedbi s 22,64% 50. dan)(Slika 29). S 

druge strane, u implantatima sa srednjim i velikim česticama vidljiv je trend smanjenja udjela 

kosti između 14. i 50. dana (16,22% i 16,13% 14. dana u usporedbi s 11,66% i 10,54% 50. 

dana) iako razlike nisu bile statistički značajne radi varijabilnosti uzoraka. Također valja 

istaknuti kako se kod implantata s malim česticama izmjerena kost u svim vremenskim 

točkama podjednako nalazila na površinama i između čestica. S druge strane, kod srednjih i 

velikih čestica izmjerena se kost 14. dana nalazila dominantno između čestica a vrlo mali dio 

na površinama čestica, dok se 35. i 50. dana većina izmjerene kosti nalazila na površinama a 

mali dio između čestica. 
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Slika 28: Histomorfometrijska analiza novostvorene kosti i koštane srži u 

različitim vremenskim točkama. Slika prikazuje histomorfometrijski određene udjele (%) 

koštane srži i kosti na histološkim preparatima osteoinduktivnih implantata s malim (74-420 

µm), srednjim (500-1700 µm) i velikim (2360-4000 µm) biokeramičkim česticama na dan 14, 

21, 35 i 50. * (P≤0,05), ** (P≤0,01), *** (P≤0,001). 
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Slika 29: Kretanje histomorfometrijski određenog postotka kosti i koštane srži u 

vremenu. Slika prikazuje kretanje udjela (%) kosti i koštane srži na histološkim preparatima 

osteoinduktivnih implantata s malim (74-420 µm), srednjim (500-1700 µm) i velikim (2360-

4000 µm) biokeramičkim česticama između 14. i 50. dana. Udio kosti prikazan je crnim 

točkama, a udio koštane srži plavim kvadratićima.   
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5.2. Model posterolateralne spinalne fuzije kod kunića 

 

5.2.1. Pripremni pokus  

 

U pripremnom pokusu testirani su osteoinduktivni implantati koji su sadržavali 

rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku s biokeramičkim česticama (500-1700 µm ili 1700-

2500 µm) ili biokeramičkim blokovima te su svi testirani implantati inducirali stvaranje kosti. 

No stupanj oseointegracije s transverzalnim nastavcima kao i količina novostvorene kosti 

značajno su se razlikovali između implantata s različitim vrstama biokeramike (Slika 30). 

Implantati koji su sadržavali čestice veličine 500-1700 µm postigli su potpunu oseointegraciju 

s transverzalnim nastavcima, a kod implantata s česticama veličine 1700-2500 µm 

oseointegracija je bila umjerena. S druge strane, oseointegracija nije postignuta u implantatima 

koji su sadržavali biokeramičke blokove te su se oni prilikom postupka maceracije potpuno 

odvojili. S obzirom na to da je i najveća količina kosti stvorena u implantatima s česticama 

veličine 500-1700 µm, u nastavku istraživanja za ispitivanje su odabrane navedene čestice. 

Rezultati prikazani u nastavku odnose se na drugi pokus. 
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Slika 30: Pripremni pokus – PLF model kod kunića. U pripremnom pokusu testirani 

su osteoinduktivni implantati s 4 vrste biokeramike (veće čestice (1700-2500 µm), srednje 

čestice (500-1700 µm) i biokeramički blokovi različite poroznosti). Slika prikazuje 3D 

rekonstrukciju (A-B), frontalne (C-D) i transverzalne (E-J) mikroCT presjeke te macerirane 

uzorke (K-L) kralježnice kunića iz pripremnog pokusa. Osteoinduktivni implantati sa srednjim 

biokeramičkim česticama (500-1700 µm) inducirali su najveću količinu novostvorene kosti i 

integraciju s transverzalnim nastavcima (B, D,F i I). Implantati s većim česticama inducirali su 

stvaranje kosti i integraciju s transverzalnim nastavcima, ali fuzija je bila parcijalna (A, C, E i 

G). Spinalna fuzija bila je neuspješna s implantatima koji su sadržavali biokeramičke blokove 

(A-F, H i J). Bijele strelice pokazuju na mjesto uspješne integracije kosti s transverzalnim 

nastavcima, a žute na mjesto neuspješne integracije. Crvene strelice upućuju na mjesto gdje su 

se nalazili nefuzionirani biokeramički blokovi koji su otpali tijekom procesa maceracije. L – 

lijeva strana; D – desna strana. 
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5.2.2. Uspjeh spinalne fuzije 

 

Uspjeh spinalne fuzije određen je na mikroCT presjecima kroz mjesto fuzije 

novostvorene kosti s prednjim i stražnjim transverzalnim nastavkom te palpatornim testiranjem 

segmentalne mobilnosti (Slika 31). Uspjeh spinalne fuzije određen na mikroCT presjecima 

iznosio je 90,9% (39 uspješnih fuzija između novostvorene kosti i transverzalnog nastavka, 3 

neuspješne i 2 djelomične) (Slika 32A-B). Palpatorno testiranje segmentalne mobilnosti 

potvrdilo je navedeni rezultat te je segmentalna imobilizacija utvrđena u 90,9% slučajeva (Slika 

32C-D). 

 

Slika 31: 3D rekonstrukcije i mikroCT presjeci kroz novostvorenu kost. 3D 

rekonstrukcija prikazuje novostvorenu koštano-keramičku strukturu fuzioniranu s 

transverzalnim nastavcima (prvi stupac). MikroCT presjeci prikazuju uspješnu integraciju 

(žute strelice) novostvorene kosti s prednjim (drugi stupac) i stražnjim (četvrti stupac) 

transverzalnim nastavcima te koštano-keramičku strukturu u prostoru između transverzalnih 

nastavaka (treći stupac). L – lijeva strana; D – desna strana; K – rhBMP6 je dodan direktno u 

krv; Lio – rhBMP6 je liofiliziran na biokeramičke čestice. 
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Slika 32: Uspjeh spinalne fuzije u pokusu u modelu PLF-a kod kunića. (A-B) 

Uspjeh spinalne fuzije određen na mikroCT presjecima kroz mjesta oseointegracije 

novostvorene kosti s transverzalnim nastavcima. (C-D) Uspjeh spinalne fuzije određen testom 

segmentalne mobilnosti. Rezultati su prikazani zbirno (A i C) i za svaku pokusnu skupinu 

posebno (B i D). K – rhBMP6 je dodan direktno u krv; Lio – rhBMP6 je liofiliziran na čestice 

biokeramike. 
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5.2.3. MikroCT analiza 

 

Novostvorena kost je na rekonstruiranim mikroCT slikama odvojena od biokeramičkih 

čestica te je određen volumen novostvorene kosti i volumen neresorbiranih biokeramičkih 

čestica (volumen CRM-a) (Slika 33A). Količina novostvorene kosti bila je znatna u svim 

pokusnim skupinama. Najveća je prosječna količina novostvorene kosti bila prisutna u 

pokusnoj skupini koja je sadržavala rhBMP6 liofiliziran na čestice građene od BCP-a, dok je 

najmanja količina kosti nastala u skupini u kojoj je rhBMP6 liofiliziran na čestice građene od 

TCP-a (Slika 33B). No razlike u koštanom volumenu kao ni razlike u volumenu biokeramike 

nisu bile značajne između pokusnih skupina s različitim kemijskim sastavom biokeramičkih 

čestica niti s različitim načinom aplikacije rhBMP6 u osteoinduktivni implantat (Slika 33B).  

 

Slika 33: MikroCT analiza. (A) Razdvajanje novostvorene kosti (tirkizna boja) i 

biokeramičkih čestica na mikroCT presjecima. L – lijeva strana; D – desna strana; K – rhBMP6 

je dodan direktno u krv; Lio – rhBMP6 je liofiliziran na biokeramičke čestice. (B) Volumen 

novostvorene kosti (prvi red) i volumen CRM-a (drugi red). Rezultati su prikazani kao medijani 

s interkvartilnim rasponima. Za statističku analizu primijenjen je Kruskal-Wallisov test s post 

hoc Mann Whitney U testom. K – rhBMP6 je dodan direktno u krv; Lio – rhBMP6 je liofiliziran 

na biokeramičke čestice.  
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5.2.4. Histologija i histomorfometrija 

 

Histološke osobine novostvorene kosti te integracija s transverzalnim nastavcima 

promatrani su na transverzalnim presjecima obojenim po Goldneru odnosno von Kossi (Slika 

34).  

Osteoinduktivni implantat je inducirao stvaranje koštano-keramičke strukture 

fuzionirane s transverzalnim nastavcima. Koštano-keramička struktura sastojala se od 

kortikalne kosti koja je tvorila kontinuitet s kortikalnom kosti transverzalnih nastavaka te 

novostvorene kosti koja je bila prisutna na površini i između biokeramičkih čestica (Slika 35). 

Između koštanih trabekula nalazila se koštana srž koja je sadržavala hematopoetske stanice te 

manji broj adipocita. Valja istaknuti kako su u nekoliko implantata uočena i manja područja 

endokondralne osifikacije.   
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Slika 34: Histološki i mikroCT presjeci kroz novostvorenu kost fuzioniranu s 

transverzalnim nastavcima. Presjeci prikazuju uspješnu oseointegraciju novostvorene 

koštano-keramičke strukture s transverzalnim nastavcima. Histološki preparati su obojeni po 

Goldneru i Von Kossi. Područja označena pravokutnicima prikazana su na povećanju na 

sljedećoj slici. L – lijeva strana; D – desna strana; K – rhBMP6 je dodan direktno u krv; Lio – 

rhBMP6 je liofiliziran na biokeramičke čestice. Mjerila su prikazana u donjem lijevom kutu 

slika.  
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Slika 35: Histologija novostvorene kosti između transverzalnih nastavaka. Na 

histološkim presjecima (1-3) vidi se novostvorena kost i biokeramičke čestice u područjima 

oseointegracije s transverzalnim nastavcima. U pojedinim, rijetkim dijelovima preparata 

endokondralna osifikacija još nije završila (4). Na histološkim preparatima obojenima po Von 

Kossi uočava se nemineralizirana kost (crveni asterisk) na površini biokeramičkih čestica 

(bijeli asterisk) (5) te mineralizirana kost između biokeramičkih čestica (žuti asterisk) (6). Crne 

strelice upućuju na osteoblaste a zelene strelice na koštanu srž. Histološki preparati su obojeni 

po Goldneru (1-4) i Von Kossi (5-6). Mjerila su prikazana u donjem desnom kutu slika.  
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Na histološkim presjecima u vremenskoj točki promatranja u ovom pokusu nije bilo 

uočljivih razlika u resorpciji između biokeramičkih čestica građenih od TCP-a odnosno BCP-

a. Na svim histološkim presjecima bila je jasno uočljiva integracija novostvorene kosti s 

transverzalnim nastavcima. 

Histomorfometrijski je određen postotak kosti, biokeramičkih čestica i koštane srži na 

histološkim presjecima iz različitih dijelova preparata (Slika 36). Koštana srž je zauzimala 

najveći dio preparata, a udjeli kosti i biokeramičkih čestica u ukupnoj su površini bili približno 

jednaki. Nije bilo razlike u udjelima navedenih dijelova između različitih pokusnih skupina.  

 

 

Slika 36: Histomorfometrija novostvorene kosti između transverzalnih nastavaka. 

Udio kosti i koštane srži na histološkim preparatima koštano-keramičke strukture u različitim 

pokusnim skupinama. Histomorfometrijska analiza napravljena je na 2 histološka preparata po 

pokusnoj skupini i na svakom preparatu su analizirana 4-6 polja. Rezultati su prikazani kao 

srednje vrijednosti +/- SD. K – rhBMP6 je dodan direktno u krv; L – rhBMP6 je liofiliziran na 

biokeramičke čestice.  
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5.2.5. Biomehanička svojstva novostvorene kosti  

 

Biomehanička svojstva novostvorene kosti integrirane s transverzalnim nastavcima 

određena su three-point bending testom. Dobiveni rezultati prikazani su posebno za svaku 

skupinu te ovisno o uspjehu fuzije (uspješna/neuspješna fuzija) (Slika 37). Kontrolna skupina 

su bili transverzalni nastavci koji nisu bili u kontaktu s osteoinduktivnim implantatom. Sila 

potrebna za lom uspješno fuzionirane kosti bila je značajno viša nego za lom transverzalnih 

nastavaka i neuspješno fuzionirane kosti. Očekivano, elastičnost neuspješno fuzionirane kosti 

bila je značajno veća nego elastičnost uspješno fuzionirane kosti i transverzalnih nastavaka. 

Rad potreban za lom kosti bio je znatno veći za uspješno fuzioniranu kost nego za transverzalne 

nastavke.  
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Slika 37: Biomehanička svojstva novostvorene kosti. Sila potrebna za lom kosti (prvi 

red), elastičnost kosti (drugi red) i rad loma (treći red) određeni primjenom testa three-point 

bending. U svakoj skupini su testirana 3 uzorka. Rezultati su prikazani kao medijani s 

interkvartilnim rasponima. Za statističku analizu je upotrijebljen Kruskal-Wallisov test s post 

hoc Mann Whitney U testom. K – rhBMP6 je dodan direktno u krv; L – rhBMP6 je liofiliziran 

na biokeramičke čestice; UF – uspješna fuzija; NF – neuspješna fuzija; TRA – transverzalni 

nastavci. Rezultati su prikazani za svaku pokusnu skupinu (A) i zbirno (B). * (P≤0,05), ** 

(P≤0,01), *** (P≤0,001).  
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6. RASPRAVA 
 

Koštani morfogenetski proteini imaju snažna osteoinduktivna svojstva te su zbog toga 

prihvaćeni kao ključni sastojak osteoinduktivnih lijekova za regeneraciju kostiju. Unatoč 

velikom broju pretkliničkih istraživanja i velikom broju testiranih formulacija i različitih 

nosača koštanih morfogenetskih proteina, trenutačno je u kliničkoj primjeni samo jedan lijek, 

InfuseTM (Medtronic, Tennessee, SAD), koji sadrži koštani morfogenetski protein 2 (rhBMP2) 

kojemu je kolagen nosač (66, 67). InfuseTM je odobren u indikacijama prednje spinalne fuzije 

(ALIF) i otvorenih prijeloma tibije. No procjenjuje se kako se najčešće primjenjuje off-label u 

drugim indikacijama, poput stražnje ili posterolateralne spinalne fuzije (71). U navedenim 

indikacijama zabilježene su brojne nuspojave uključujući ektopično stvaranje kosti, oticanje 

okolnoga tkiva, stvaranje seroma i radikulopatije (71, 72, 76-81). Uočene nuspojave primarno 

su posljedica primjene izrazito visokih doza rhBMP2 i visoke razine otpuštanja proteina u 

okolna tkiva (82). Zbog navedenih razloga postoji potreba za razvojem novog 

osteoinduktivnog lijeka koji bi bio efikasan pri znatno nižim dozama BMP-a i koji bi bio 

dostavljen na nosaču koji bi omogućio zadržavanje i sporo otpuštanje proteina (185). 

Autologni krvni ugrušak novi je biokompatibilni nosač koštanih morfogenetskih 

proteina koji omogućava zadržavanje i sporo otpuštanje proteina u okolna tkiva dok zbog svoje 

autolognosti ne pobudi protuupalni odgovor organizma (82, 165). Također, nedavno je 

dokazano kako relativna rezistencija BMP6 na noggin, važan izvanstanični inhibitor BMP-a, 

omogućava djelotvornost BMP6 pri značajno nižim dozama u odnosu na BMP2 i BMP7 (82, 

166). Navedena svojstva ABC-a i BMP6 osnova su novoga lijeka Osteogrow, koji sadrži 

rhBMP6 u ABC-u kao nosaču, a namijenjen je za regeneraciju kosti i postizanje spinalne fuzije 

(82, 164). Osteogrow je uspješno testiran u kliničkim istraživanjima u indikacijama visoke 

osteotomije tibije (eng. high tibial osteotomy, HTO) i distalne frakture radijusa (eng. distal 

radial fracture, DRF) (168, 169). Osim toga, Osteogrow je uspješno testiran u pretkliničkim 

istraživanjima na modelima posterolateralne spinalne fuzije kod kunića i ovce, prednje spinalne 

fuzije kod ovce i segmentalnog defekta ulne kod kunića (100, 102, 165). U indikacijama u 

kojima su potrebni veći implantati poželjno je dodavanje biomehanički otpornog materijala 

kako bi se poboljšala biomehanička svojstva implantata (100). U našim dosadašnjim 

pretkliničkim istraživanjima kao CRM je rabljen koštani alograft (100, 102). No zbog 

nedostataka koštanog alografta koji uključuju imunogeničnost, mogućnost transmisije virusa i 

ograničenu dostupnost, nužno je pronaći alternativno rješenje (89, 170, 171). Mogućim 
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alternativnim rješenjem nameću se biokeramičke čestice građene od kalcijeva fosfata te se ova 

doktorska disertacija bavi mehanizmima i tijekom osteogeneze te mogućom kliničkom 

primjenom biokeramičkih čestica u indikaciji posterolateralne spinalne fuzije.  

Nosači koštanih morfogenetskih proteina mogu se podijeliti na prirodne i sintetske 

polimere te anorganske materijale (39, 41, 45-47). S obzirom na to da svaka od navedenih 

skupina materijala ima specifične prednosti i nedostatke, u posljednje vrijeme postoji trend 

uporabe nosača koji sadrže materijale iz različitih skupina kako bi se kombinirale njihove 

specifične prednosti i izbjegli nedostatci (51-62). Glavna je prednost autolognog krvnog 

ugruška zadržavanje i polagano otpuštanje BMP-a u vremenu, a glavni je nedostatak 

neotpornost na sile kompresije koje su prisutne u ciljnim indikacijama, poput posterolateralne 

spinalne fuzije (100, 165). Dodatak biokeramičkih čestica kao biomehanički otpornog 

materijala u autologni krvni ugrušak na tragu je spomenutog trenda i nudi potencijalno rješenje 

za dostavu i zadržavanje BMP-a na mjestu željenog djelovanja.  

U prvome dijelu ove disertacije na modelu subkutane ugradnje osteoinduktivnog 

implantata u aksilarnu regiju štakora Sprague-Dawley dokazano je kako biokeramičke čestice 

građene od trikalcij-fosfata i hidroksiapatita (80%/20%) u sve tri testirane veličine mogu 

promovirati ektopično stvaranje kosti inducirano s rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku kao 

nosaču. Do sad je proveden veliki broj istraživanja na miševima i štakorima u kojima su 

ispitivani različiti osteoinduktivni implantati koji sadrže koštane morfogenetske proteine (51, 

57, 106-125). Većina do sada provedenih istraživanja bila je fokusirana na procjenu 

osteoinduktivnosti pojedinih implantata u jednoj vremenskoj točki te je mali broj objavljenih 

radova u kojima se ispitivao sam tijek indukcije ektopičnog koštanog tkiva u više vremenskih 

točaka (105). Također, samo se mali broj radova bavio utjecajem veličine biokeramičkih 

čestica na količinu novostvorene kosti pod utjecajem koštanih morfogenetskih proteina, te je u 

tim radovima ispitivan relativni uski raspon veličina čestica ili je ishod promatran u samo 

jednoj vremenskoj točki (43, 180). U ovom smo istraživanju po prvi put usporedili utjecaj 

širokog raspona veličina biokeramičkih čestica (74-4000 µm) na mehanizam stvaranja i 

količinu novostvorene kosti te unatoč tome što su osteoinduktivni implantati sa sve tri 

ispitivane veličine čestica (74-420 µm, 500-1700 µm, 2360-4000 µm) inducirali stvaranje 

kosti, mehanizam osteogeneze i mikroarhitektura novostvorene koštano-keramičke strukture 

su se drastično razlikovali između implantata s različitom veličinom biokeramičkih čestica. 
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Prva važna spoznaja ovog istraživanja je to da veličina biokeramičkih čestica 

determinira dominantni mehanizam osteogeneze: kost između malih čestica nastaje većim 

dijelom intramembranoznom osifikacijom, a između srednjih i velikih čestica nastaje većim 

dijelom endokondralnom osifikacijom. U prijašnjim istraživanjima je pokazano kako sam 

Osteogrow (bez biomehanički otpornog materijala) inducira stvaranje kosti isključivo 

endokondralnom osifikacijom (165). U konačnici dolazi do stvaranja kosti koja se sastoji od 

kortikalne kosti na periferiji te trabekula okruženih koštanom srži u sredini. U koštanoj srži se 

od četvrtog tjedna nadalje nalaze dominantno adipociti. Kad se Osteogrow kombinira s velikim 

i srednjim biokeramičkim česticama, većina kosti i dalje nastaje endokondralnom osifikacijom 

s obzirom na to da je udaljenost između čestica dovoljno velika da omogući penetraciju 

osifikacijske fronte između biokeramičkih čestica. No dio kosti nastaje i intramembranoznom 

osifikacijom i to većim dijelom na površini a manjim dijelom između biokeramičkih čestica. 

U prvim danima nakon implantacije dolazi do nakupljanja osteoprogenitornih stanica na 

površini čestica, dok se ponegdje mogu vidjeti kondenzati osteoprogenitora između čestica. U 

konačnici takvi implantati dovode do stvaranja koštano-keramičke strukture koja se sastoji od 

kortikalne kosti na periferiji, biokeramičkih čestica, kosti na površini čestica, rijetkih trabekula 

između čestica te obilne koštane srži u kojoj su adipociti dominantne stanice. Pri tome je važno 

istaknuti kako kortikalna kost nastaje isključivo endokondralnom osifikacijom a kost na 

površini čestica isključivo intramembranoznom osifikacijom, dok trabekule između čestica 

nastaju većim dijelom endokondralnom osifikacijom. S druge strane, kada se kao biomehanički 

otporni materijal rabe male biokeramičke čestice, tada je endokondralna osifikacija prisutna 

samo na periferiji implantata i u dijelu implantata bez biokeramičkih čestica, dok u dijelu 

implantata u kojemu se nalaze biokeramičke čestice kost nastaje gotovo isključivo 

intramembranoznim putem i to na površini i između čestica. Važno je istaknuti kako su 

udaljenosti između malih čestica vrlo male te tako onemogućuju endokondralnu osifikaciju. U 

konačnici se koštano-keramička struktura koja sadrži male biokeramičke čestice, sastoji od 

guste kosti između čestica te rijetkih trabekula u području bez čestica.  

Druga važna spoznaja proizašla iz ovog istraživanja jest ta da veličina biokeramičkih 

čestica značajno utječe na koštani volumen novostvorene kosti. U svim je vremenskim točkama 

istraživanja od 21. dana nadalje količina novostvorene kosti određena mikroCT-om bila 

najveća u implantatima koji su sadržavali male (74-420 µm) biokeramičke čestice, a najmanja 

u implantatima koji su sadržavali velike čestice (2360-4000 µm). Količina kosti u implantatima 

sa srednjim česticama (500-1700 µm) bila je 14. dana približno jednaka kao u implantatima s 
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malim česticama, a u ostalim je vremenskim točkama bila između količine kosti kod malih i 

velikih čestica. Budući da je ukupna površina čestica obrnuto proporcionalna u odnosu na 

veličinu čestica a znatan dio kosti se stvara na površini čestica, nameće se zaključak kako 

količina novostvorene kosti korelira s površinom čestica. Ovo je prvo istraživanje u kojemu je 

uspoređena sposobnost promocije osteogeneze biokeramičkih čestica širokog spektra veličina 

(74-4000 µm) u više različitih vremenskih točaka ektopične osteogeneze inducirane koštanim 

morfogenetskim proteinima. Valja napomenuti kako je u ovom istraživanju primijenjena 

suvremena tehnologija određivanja koštanog volumena (mikroCT analiza) koja analizira cijeli 

implantat (3D) usporedno s histomorfometrijom koja analizira implantat u dvije dimenzije 

(2D), te je time manje precizna. U prijašnjim istraživanjima se količina kosti pretežno 

određivala histomorfometrijski ili mjerenjem alkalne fosfataze, što su manje precizne metode 

u odnosu na suvremene radiološke metode (43, 51, 111-113, 119, 121, 144). 

Treća je važna spoznaja ovog istraživanja da veličina čestica utječe na kretanje 

koštanog volumena i promjene mikroarhitekture koštano-keramičke strukture u vremenu. 

MikroCT analiza je pokazala kako nema značajne promjene u koštanom volumenu između 14. 

i 50. dana kod implantata s malim biokeramičkim česticama. S druge strane, koštani volumen 

kod implantata sa srednjim i velikim biokeramičkim česticama značajno se smanjio u kasnijim 

vremenskim točkama u odnosu na 14. dan. Prikazane razlike u kretanju koštanog volumena u 

vremenu mogu se objasniti histološkim značajkama pojedine vrste implantata. Neovisno o 

veličini čestica, kost na površini čestica i kortikalna kost su postojane u vremenu te ne dolazi 

do njihove resorpcije, a količina kosti između velikih i srednjih čestica kao i u dijelovima 

implantata bez čestica značajno se smanjila u vremenu. S obzirom na to da male čestice imaju 

puno veću površinu nego srednje i velike čestice, tako je i količina kosti na površini, koja se ne 

resorbira u vremenu bila značajno veća. Nadalje, kod malih čestica je zabilježena zanimljiva 

pojava – da novostvorena kost između čestica tvori vrlo gustu koštanu strukturu s reduciranom 

količinom koštane srži. Ovaj važan nalaz potrebno je potanko istražiti u implantatima s 

produženim vremenom praćenja. Ipak, treba istaknuti kako je i koštano-keramička struktura sa 

srednjim i velikim biokeramičkim česticama na kraju razdoblja praćenja sadržavala znatnu 

količinu kosti (kortikalna kost, kost na površinama i između čestica) koja strukturi daje dobra 

strukturalna svojstva. Osim toga, valja spomenuti kako smo po završetku pokusa provedenih u 

sklopu ove disertacije, proveli istraživanje u kojemu smo na modelu subkutanog eseja kod 

štakora dokazali kako dodatak zoledronata, lijeka iz skupine bisfosfonata, u osteoinduktivne 

implantate sa srednjim biokeramičkim česticama značajno povećava koštani volumen te 
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debljinu i broj trabekula između čestica u kasnijim vremenskim točkama praćenja (186). 

Zanimljivo, u spomenutom istraživanju smo dokazali kako zoledronat jednak učinak može 

ostvariti ako se primijeni lokalno u implantat ili sistemski 14. dana nakon implantacije, ali ne 

ako se zoledronat sistemski primjeni tek 21. ili 35. dan. Ovo bitno zapažanje dovodi do 

zaključka kako je gubitak koštanog volumena nakon 14. dana, opisan u sklopu ove disertacije, 

ireverzibilan proces na ektopičnoj lokaciji kod štakora.  

Unatoč prethodno spomenutim prednostima, implantati koji sadrže male biokeramičke 

čestice imaju jedan praktični nedostatak; kod implantata s malim česticama (< 420 µm) bila je 

učestalija nehomogena distribucija čestica u usporedbi s implantatima koji sadrže velike i 

srednje čestice. Kako bi se postigla homogena distribucija malih biokeramičkih čestica, nužno 

je značajno povećati masu biokeramike uz nepromijenjen volumen krvi. S druge strane, 

uporaba velikih čestica (> 3000 µm) mogla bi otežati integraciju koštano-keramičke strukture 

s nativnim transverzalnim nastavcima. Zbog toga smo se odlučili koristiti srednjim 

biokeramičkim česticama u drugom dijelu istraživanja, odnosno u modelu PLF-a kod kunića.  

U našem usporednom istraživanju testirali smo osteoinduktivne implantate s 

biokeramičkim česticama različitog kemijskog sastava (TCP, HA i BCP s omjerom TCP/HA 

80/20)  (180). Unatoč tome što sve vrijednosti nisu bile statistički značajne, rezultati tog pokusa 

pokazali su kako su čestice građene od TCP-a bile bolje u promociji stvaranja kosti pod 

utjecajem rhBMP6/ABC. Zbog toga smo se odlučili koristiti česticama građenima od TCP-a i 

BCP-a u modelu PLF-a kod kunića. U navedenom smo istraživanju također pokazali kako u 

modelu potkožne implantacije kod štakora postoje dvije ekvivalentne metode primjene 

rhBMP6: preliofiliziran na biokeramičke čestice ili dodan u krv (180). S obzirom na to da je 

potvrda navedene činjenice izrazito bitna za daljnju kliničku primjenu testiranog 

osteoinduktivnog lijeka, odlučili smo testirati vrijedi li ta spoznaja i na većim implantatima 

kakvi se rabe u PLF-u.  

Također, kao potencijalni biomehanički otporni materijal paralelno smo testirali i 

makroporozne biokeramičke blokove u modelu subkutane implantacije kod štakora (181). 

Prednost je jednodjelnih biokeramičkih blokova što daju implantatima predefinirani željeni 

oblik te veću tvrdoću u odnosu na implantate koji sadrže biokeramičke čestice. Unatoč tome 

što su na štakorskom modelu promovirali osteogenezu, u pripremnom pokusu u sklopu ove 

disertacije na modelu PLF-a kod kunića oseointegracija s nativnim transverzalnim nastavcima 

nije bila uspješna te smo odustali od uporabe biokeramičkih blokova u tom modelu. No 
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biokeramički blokovi se i dalje mogu upotrebljavati u drugim indikacijama, poput cijeljenja 

dugih kostiju. 

U drugom dijelu ove disertacije dokazana je mogućnost primjene osteoinduktivnog 

implantata koji se sastoji od rhBMP6, autolognog krvnog ugruška i biokeramičkih čestica (500-

1700 µm) u modelu PLF-a kod kunića. Sve testirane formulacije osteoinduktivnog implantata 

inducirale su stvaranje nove kosti između dvaju transverzalnih nastavaka. Novostvorena je 

kost, zajedno s biokeramičkim česticama, tvorila koštano-keramičku strukturu i bila je uspješno 

integrirana s transverzalnim nastavcima što je potvrđeno na mikroCT i histološkim presjecima. 

Funkcionalno je još važnije da je oseointegracija potvrđena biomehaničkim testiranjem (three-

point bending test) koje je pokazalo kako su biomehanička svojstva novostvorene kosti 

fuzionirane s transverzalnim nastavcima superiorna u odnosu na nativnu kost transverzalnih 

nastavaka kunića koji su upotrijebljeni kao kontrola.  

Slično kao i u subkutanom eseju kod štakora, novostvorena se kost može podijeliti na 

kortikalnu kost na periferiji novostvorene koštano-keramičke strukture, kost na površini 

biokeramičkih čestica i kost između čestica. Važno je istaknuti kako su na malim dijelovima 

pojedinih implantata bila uočljiva sitna područja endokondralne osifikacije. Navedene 

histološke značajke ektopične kosti sedam tjedana nakon ugradnje kod kunića bile su vrlo 

slične svojstvima ektopične kosti u subkutanom eseju kod štakora dva tjedna nakon 

implantacije jednakoga osteoinduktivnog implantata. Iz toga slijedi kako su mehanizam 

indukcije koštanog tkiva pod utjecajem rhBMP6 kao i mikroarhitektura novostvorene kosti 

slični u različitim vrstama, ali je brzina samog procesa znatno sporija u većih životinja. Kako 

bi se u potpunosti mogli usporediti procesi ektopične osteogeneze kod štakora i kunića te 

utvrditi dugovječnost novostvorene kosti, potrebno je provesti daljnja istraživanja na modelu 

PLF-a kod kunića s dužim razdobljem praćenja. 

U ovom pokusu nije bilo statistički značajne razlike između količine kosti koju su 

inducirali osteoinduktivni implantati s biokeramičkim česticama različitog kemijskog sastava 

(TCP i BCP sa TCP/HA omjerom 80/20) niti s različitim načinom primjene rhBMP6 u 

implantat (rhBMP6 dodan u krv ili preliofiliziran na biokeramičke čestice). Moguće veliko 

značenje ima spoznaja da se ekvivalentan ishod može postići tako da se rhBMP6 preliofilizira 

na biokeramičke čestice, i to zbog toga što se time smanjuje potreban broj koraka u pripremi 

implantata i znatno olakšava priprema implantata u potencijalnoj kliničkoj primjeni.  
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Kemijski sastav je uz veličinu i oblik najvažnije svojstvo biokeramičkih čestica. Našim 

dosadašnjim istraživanjima dokazali smo kako kemijski sastav čestica ne utječe značajno na 

količinu novostvorene kosti (180). S obzirom na to da se čestice različitog sastava ponajprije 

razlikuju po brzini resorpcije (TCP se resorbira razmjerno brzo, a HA razmjerno sporo), utjecaj 

kemijskog sastava na mikroarhitekturu koštano-keramičke strukture može se očekivati nakon 

dužeg razdoblja (172). U ovom smo istraživanju u modelu PLF-a uspoređivali osteoinduktivne 

implantate s dva različita kemijska sastava čestica (TCP i BCP s TCP/HA u omjeru 80/20). 

Unatoč tome što je volumen neresorbiranih biokeramičkih čestica bio manji u implantatima s 

TCP-om, razlika nije bila statistički značajna niti je utjecala na biomehanička svojstva 

novostvorene kosti u PLF-u. Kako bi se odredio utjecaj kemijskog sastava biokeramike na 

resorpciju čestica i eventualno dokazala superiornost određenog kemijskog sastava, potrebno 

je u budućim istraživanjima na modelima subkutane ugradnje kod štakora, odnosno 

posterolateralne spinalne fuzije kod kunića, ispitati širi raspon različitih kemijskih sastava od 

TCP-a do HA-a te produžiti vrijeme praćenja kako bi razlike u resorpciji CRM bile jasno 

vidljive. 

U našim prijašnjim pokusima na modelu PLF-a kod kunića u kojima je kao 

biomehanički otporan materijal upotrijebljen koštani alograft, testiran je široki spektar doza od 

125 do 1000 µg rhBMP6 po implantatu te se optimalnom pokazala doza od 250 µg rhBMP6 

(100). U tom je istraživanju doza od 125 µg bila uspješna u samo 50% slučajeva, što je značajno 

manje od 90-postotne uspješnosti u ovom pokusu s biokeramičkim česticama. Slijedom toga 

proizlazi da su biokeramičke čestice superiorne u promociji osteogeneze u odnosu na koštani 

alograft. Nadalje, biokeramičke čestice su široko dostupne te se nakon odgovarajuće 

registracije mogu upotrebljavati u cijelome svijetu. Osim toga, one su anorganskog podrijetla 

te ne postoji mogućnost prijenosa virusa kao kod koštanog alografta. 

Model PLF-a kod kunića najčešće je primjenjivani pretklinički model za evaluaciju 

potencijalnih terapijskih rješenja za tu indikaciju (60, 61, 85, 86, 92-100). Model služi za 

potvrdu osteoinduktivnih svojstava lijeka i evaluaciju oseointegracije novostvorene kosti s 

nativnim transverzalnim nastavcima. Prednosti ovog modela su razmjerno kratko vrijeme 

nakon kojeg se može evaluirati ishod (5-8 tjedana nakon operacije u odnosu na oko 24 tjedna 

kod ovce i majmuna) te niža cijena i veća etička prihvatljivost u odnosu na pokuse na većim 

životinjama (ovca, majmun) (105). S druge strane, veličina lumbalne kralježnice kod većih 

životinja (ovca, majmun) približno odgovara ljudskoj, dok je kod kunića razmak između 

transverzalnih nastavaka duplo manji u odnosu na čovjeka. Osim toga, transverzalni nastavci 
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su kod kunića položeni ukoso, a u čovjeka su horizontalni (105). Valja također istaknuti kako 

optimalnu dozu za primjenu u kliničkim pokusima nije moguće odrediti na kunićima, već je 

potrebno provesti pokuse na većim životinjama (92). Zbog toga je prije potencijalne kliničke 

primjene potrebno osteoinduktivni implantat koji je bio uspješan u modelu PLF-a u ovom 

istraživanju, ispitati na modelu PLF-a kod ovce kako bi se optimizirala veličina implantata i 

doza rhBMP6. 

Osteoinduktivni implantat koji je ispitivan u sklopu ovog istraživanja može se osim za 

postizanje posterolateralne spinalne fuzije, iskoristiti i za liječenje segmentalnih defekata dugih 

kostiju koji spadaju među najizazovnija stanja u ortopediji (187). Nedavno je na Kliniku za 

kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu primljen 

pas (u dobi 2 godine, mase 5,4 kg) s 3 cm dugim segmentalnim defektom humerusa koji je 

nastao kao posljedica pogotka metkom (188). Segmentalni je defekt prvotno tretiran vanjskim 

fiksatorom, ali kako nakon 3 mjeseca nije bilo znakova zarastanja, odobrena je samilosna 

primjena nove osteoinduktivne terapije kako bi se pokušala izbjeći amputacija prednjeg uda. 

Segmentalni defekt je popunjen jednakom formulacijom osteoinduktivnog lijeka koja je u 

ovom istraživanju primijenjena i u modelu PLF-a (rhBMP6 dodan u autolognu krv s 

biokeramičkim česticama veličine 500-1700 µm građenim od TCP-a) te je pas klinički praćen 

16 mjeseci. Nakon 2 mjeseca radiološki je zapaženo stvaranje kalusa, a nakon 4 mjeseca je 

uklonjen vanjski fiksator. Na kraju razdoblja praćenja segmentalni defekt je u potpunosti 

premošten, što je dokazano rendgenom i CT snimkama. S obzirom na pozitivan ishod kod ovog 

veterinarskog pacijenta planiraju se daljnja pretklinička istraživanja u ovoj indikaciji kako bi 

se lijek mogao primjenjivati u kliničkoj praksi.  

Zaključno, osteoinduktivni implantat koji se sastoji od rhBMP6 u autolognom krvnom 

ugrušku s biokeramičkim česticama, posjeduje izvrsna osteoinduktivna svojstva te može biti 

rješenje za liječenje u brojnim indikacijama u ortopediji, među kojima se posebno izdvajaju 

spinalne fuzije i segmentalni defekti dugih kostiju. U prvome dijelu ovog istraživanja istraženi 

su mehanizmi ektopične osteogeneze inducirane koštanim morfogenetskim proteinom 6 te je 

dokazano kako veličina biokeramičkih čestica determinira mehanizam osteogeneze i 

mikroarhitekturu novostvorene kosti. U drugome dijelu istraživanja dokazana je mogućnost 

primjene istraživanog osteoinduktivnog implantata na modelu posterolateralne spinalne fuzije 

kod kunića. Nakon pozitivnih rezultata prikazanih u ovoj disertaciji, istraživanja se nastavljaju 

u dva međusobno povezana smjera: pokusi na modelima subkutane ugradnje implantata u 

štakora i PLF-a kod kunića fokusirani su na istraživanje utjecaja kemijskog sastava na 
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mikroarhitekturu koštano-keramičke strukture nakon dužeg vremena promatranja, a pokusi na 

modelu PLF-a kod ovaca provode se radi optimiziranja formulacije osteoinduktivnog 

implantata te potvrđivanja efikasnosti kod većih životinja prije moguće kliničke primjene u 

medicini.   
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7. ZAKLJUČCI 
 

Rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 6 (rhBMP6) primijenjen u autolognom 

krvnom ugrušku s biokeramičkim česticama inducirao je stvaranje ektopične kosti u 

subkutanom modelu kod štakora te ektopično stvaranje i integraciju novostvorene kosti s 

transverzalnim nastavcima u modelu posterolateralne spinalne fuzije u kunića, te je time 

potvrđena hipoteza istraživanja. Provedbom istraživanja ostvareni su postavljeni opći i 

specifični ciljevi te su doneseni zaključci prikazani u nastavku.  

 

7.1. Ektopično stvaranje kosti nakon subkutane ugradnje osteoinduktivnog 

implantata u aksilarnu regiju štakora 

 

 Biokeramičke čestice, neovisno o svojoj veličini, promoviraju stvaranje kosti pod 

utjecajem rhBMP6/ABC u subkutanom eseju kod štakora.  

 Kost inducirana pod utjecajem rhBMP6 nastaje na tri načina: endokondralnom 

osifikacijom na periferiji implantata i između biokeramičkih čestica, 

intramembranoznom osifikacijom između čestica i direktnim stvaranjem kosti na 

površinama čestica.  

 Endokondralna osifikacija prisutna je 7. dana nakon ugradnje implantata u štakora, a 

intramembranozna osifikacija i direktno stvaranje kosti na površini čestica odvija se 

kasnije, oko 14. dana. 

 Veličina i udaljenosti između biokeramičkih čestica upotrijebljenih kao biomehanički 

otporni materijal u osteoinduktivnom implantatu koji se sastoji od rhBMP6 u 

autolognom krvnom ugrušku, determiniraju mehanizam kojim rhBMP6 inducira 

osteogenezu.  

 Implantate s malim (74-420 µm) biokeramičkim česticama obilježavaju male 

udaljenosti između čestica i razmjerno velika površina čestica, te kost nastaje 

predominantno intramembranoznom osifikacijom, a manjim dijelom endokondralnom 

osifikacijom (na periferiji i dijelovima implantata bez biokeramičkih čestica).  

 Implantate sa srednjim (500-1700 µm) i velikim (2360-4000 µm) biokeramičkim 

česticama obilježavaju velike udaljenosti između čestica i razmjerno mala površina 
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čestica te kost nastaje predominantno endokondralnom osifikacijom a manjim dijelom 

intramembranoznom osifikacijom. 

 Volumen novostvorene kosti doseže vrhunac 14. dana nakon ugradnje te je nakon toga 

stalan u implantatima s malim (74-420 µm) česticama, dok se u implantatima sa 

srednjim (500-1700 µm) i velikim (2360-4000 µm) česticama značajno smanjuje do 

50. dana. 

 Veličina čestica determinira koštani volumen koji je od 21. dana nadalje najveći u 

implantatima s malim (74-420 µm) biokeramičkim česticama.  

 Od 21. dana nakon ugradnje u koštanoj srži je prisutan veliki broj adipocita a 35. i 50. 

dana adipociti su uvjerljivo najbrojnije stanice u koštanoj srži. 

 Koštano-keramička struktura s malim (74-420 µm) česticama sastoji se od 

biokeramičkih čestica, gustog koštanog tkiva na površini i između čestica s limitiranom 

koštanom srži te je struktura kosti između malih čestica postojana u vremenu. Zbog 

neravnomjerne raspodjele malih čestica u implantatu, koštano-keramička struktura 

sadrži i dio bez čestica u kojemu se nalaze koštane trabekule koje okružuje koštana srž.  

 Koštano-keramička struktura sa srednjim (500-1700 µm) i velikim (2360-4000 µm) 

česticama sastoji se od biokeramičkih čestica, kosti na površini čestica, kortikalne kosti 

i trabekula između čestica. Kost na površini čestica i kortikalna kost postojane su i ne 

mijenjaju se s vremenom, a debljina trabekula se značajno smanjuje od 14. do 50. dana. 

 

7.2. Model posterolateralne spinalne fuzije kod kunića 

 

 Osteoinduktivni implantat (rhBMP6 u ABC-u) s biokeramičkim česticama (500-1700 

µm) inducira stvaranje kosti koja se uspješno integrira s nativnim transverzalnim 

nastavcima u modelu posterolateralne spinalne fuzije kod kunića. Oseointegracija može 

izostati ako se rabe veće čestice (> 2000 µm) ili biokeramički blokovi, dok je glavni 

nedostatak uporabe manjih čestica (< 500 µm) otežana homogena distribucija u 

implantatima. 

 Indukcija kosti kod kunića je značajno sporija u odnosu na štakora te histološke 

značajke novostvorene kosti nakon 7 tjedana kod kunića približno odgovaraju 

značajkama novostvorene kosti u štakora nakon 2 tjedna.  



 

84 
 

 rhBMP6 se s istom efikasnošću može primijeniti u implantat na dva načina: direktnim 

dodavanjem u krv ili liofilizacijom na biokeramičke čestice. 

 Osteoinduktivni lijek koji sadrži rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku s 

biokeramičkim česticama, potencijalno je novo terapijsko rješenje za liječenje 

segmentnih defekata dugih kostiju i za postizanje spinalne fuzije. 
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8. SAŽETAK 
 

Indukcija ektopičnog koštanog tkiva osteoinduktivnim implantatom koji sadrži 

rekombinirani humani koštani morfogenetski protein 6 (rhBMP6), autologni krvni 

ugrušak i bifazičnu biokeramiku 

 

Osteoinduktivni lijek koji sadrži rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 

6 (rhBMP6) u autolognom krvnom ugrušku (ABC) s biokeramičkim česticama, nova je 

terapijska opcija za postizanje spinalne fuzije i liječenje segmentalnih defekata dugih kostiju. 

U sklopu ovog rada istražena je biologija i vremenski tijek ektopičnog stvaranja koštanog tkiva 

pod utjecajem rhBMP6 u ABC-u s biokeramičkim česticama različite veličine (74-420 µm, 

500-1700 µm i 2360-4000 µm) na modelu subkutane ugradnje implantata u štakora. Time je 

dokazana sigurnost i efikasnost osteoinduktivnog lijeka na modelu posterolateralne spinalne 

fuzije (PLF) kod kunića. Biokeramičke čestice promoviraju stvaranje kosti pod utjecajem 

rhBMP6 u subkutanom eseju kod štakora, a veličina čestica determinira mehanizam osifikacije, 

strukturu i dugotrajnost kosti. U implantatima s malim biokeramičkim česticama koje imaju 

veliku površinu i male udaljenosti između čestica, kost nastaje predominantno 

intramembranozno, a u implantatima sa srednjim i velikim česticama predominantno 

endokondralno. Novostvorena koštano-keramička struktura s malim česticama sastoji se od 

gustog koštanog tkiva na površini i između čestica, s limitiranom koštanom srži te se njegova 

struktura ne mijenja u vremenu. Koštano-keramička struktura sa srednjim i velikim česticama 

sastoji se od kortikalne kosti i kosti na površini čestica koje su postojane u vremenu, te 

trabekula između čestica čija se debljina smanjuje u vremenu. U modelu PLF-a kod kunića 

dokazano je da osteoinduktivni lijek (rhBMP6/ABC) s biokeramičkim česticama inducira 

stvaranje kosti koja se uspješno fuzionira s nativnim transverzalnim nastavcima. Navedena je 

spoznaja polazna točka za daljnja istraživanja kojima je cilj razvoj lijeka za kliničku primjenu. 
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9. SUMMARY 
 

Ectopic bone induction by osteoinductive device composed of recombinant human bone 

morphogenetic protein 6 (rhBMP6), autologous blood coagulum and biphasic 

bioceramics 

 

Nikola Štoković, 2021 

 

Osteoinductive device comprised of recombinant human Bone Morphogenetic Protein 

6 (rhBMP6) in autologous blood coagulum (ABC) with bioceramic particles is a novel 

therapeutic solution for spinal fusions and management of segmental bone defects. In this study 

we elucidated biology and time course of ectopic bone formation induced by rhBMP6 in ABC 

with bioceramic particles of different sizes (74-420 µm, 500-1700 µm and 2360-4000 µm) 

using rat subcutaneous implant assay. Moreover, we have proven safety and efficacy of 

osteoinductive device in rabbit PLF model. Bioceramic particles promoted rhBMP6 mediated 

bone formation in rat subcutaneous assay while particle size determined mechanism of 

ossification, structure and longevity of newly formed bone. In implants containing small 

particles which are characterized by large surfaces and small distances between the particles, 

bone was predominantly formed through intramembranous pathway while in implants 

containing medium and large ceramics bone was predominantly formed endochondrally. 

Newly formed bone-ceramic structure (BCS) with small particles contained dense bone 

between the particles and its structure was constant in time. BCS with medium and large 

particles contained cortical bone and bone at the surfaces of particles which were constant in 

time and trabeculae between the particles which decreased in time. In the rabbit PLF model it 

was demonstrated that osteoinductive device (rhBMP6/ABC) with bioceramic particles 

induces bone formation and osseointegration with native transverse processes. Findings of this 

study will be the basis for further research aimed to developing a drug for clinical use. 
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