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POPIS OZNAKA | KRATICA

A —acetabulum

ASPN — gen za asporin

ATP2B4 — gen za membransku kalcij-transportnu ATPazu 4 (engl. ATPase plasma membrane
Ca2+ transporting 4)

BS — povrsina kosti (engl. bone surface)

BV/TV — udio volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (engl. bone volume in total tissue
volume)

COL1A1 —gen za alfa 1 lanac kolagena tipa | (engl. collagen type | alpha 1 chain)

COL2A1 — gen za alfa 1 lanac kolagena tipa 11 (engl. collagen type Il alpha 1 chain)

COL3A1 — gen za alfa 1 lanac kolagena tipa 11 (engl. collagen type Il alpha 1 chain)

CT — kompjuterizirana tomografija

CX3CR1 — gen za kemokinski receptor CX3C (engl. C-X3-C motif chemokine receptor 1)
DAB - 3',3' diaminobenzidintetraklorid

DDH - razvojni poremecaj kuka (engl. developmental dysplasia of the hip)

dGEMRIC — odgodena gadolinij-postkontrastna evaluacija hrskavice magnetskom
rezonancijom (engl. delayed Gadolinium-Enhanced MRI of Cartilage)

DPT - gen za dermatopontin

ECM — izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix)

ER1 — gen za estrogenski receptor 1

F — glava femura pacijenata iz kontrolnih skupina

Fx — subkapitalni prijelom vrata femura

GAG - glikozaminoglikan

GDF5 — gen za ¢imbenik rasta i diferencijacije 5 (engl. growth differentiation factor 5)

HOX — geni regije homeobox

HOXB9 — gen homeobox B9

HSPG2 — gen za heparan sulfat proteoglikan 2

IGFBP7 — gen za protein 7 koji veze inzulinu slican ¢imbenik rasta (engl. insulin like growth
factor binding protein 7)

IL-1 —interleukin 1

IL6 — gen za interleukin 6

ICRS — Medunarodno drustvo za regeneraciju hrskavice (engl. International Cartilage

Regeneration and Joint Preservation Society)



Runx2 — transkripcijski ¢imbenik 2 iz obitelji transkripcijskih ¢imbenika RUNX (engl. runt-
related transcription factor 2)

KLF2 — gen za Kriippel-like ¢imbenik 2 (engl. Kruppel-like factor 2)

mikro-CT — mikrokompjuterizirana tomografija

mikro-MR — mikromagnetska rezonancija

MMP — matriksna metaloproteinaza

MR — magnetska rezonancija

MSME — engl. multislice multiecho

NA — neoacetabulum

NWB — nenosivi dio glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (engl. non-weight
bearing)

OA — koksartroza

OARSI — Medunarodno drustvo za istrazivanje osteoartritisa (engl. Osteoarthritis Research
Society International)

PAPPA2 — gen za plazmatski protein A2 povezan s trudno¢om (engl. pregnancy-associated
plasma protein A2)

PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)

PD — protonska gustoca (engl. proton density)

PD-FS — protonska gustoca sa supresijom signala iz masti (engl. proton density with fat
supression)

Po(tot) — ukupna poroznost subhondralne ploce (engl. total porosity)

RARE — engl. rapid acquisition with relaxation enhancement

RARE-VTR — engl. rapid acquisition with relaxation enhancement at variable repetition time
T —Tesla

T1preGD — T1 relaksacijsko vrijeme prije aplikacije gadolinija

T1postGd — T1 relaksacijsko vrijeme poslije aplikacije gadolinija

Th.N — broj trabekula (engl. trabecular number)

Th.Th — debljina trabekula (engl. trabecular thickness)

TBX4 — gen za transkripcijski ¢imbenik 4 iz obitelji T-box transkripcijskih ¢imbenika (engl. T-
box transcription factor 4)

TE — engl. echo time

TENMS3 — gen za teneurinski transmembranski protein 3 (engl. teneurin transmembrane protein
3)



TEP — totalna endoproteza

TGF-f1 — gen za transformirajuéi ¢imbenik rasta 1 (engl. transforming growth factor beta 1)
TNFa — gen za ¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumour necrosis factor alpha-like)

TR —engl. repetition time

TurboRARE — engl. turbo rapid acquisition with relaxation enhancement

VDR — gen za receptor vitamina D (engl. vitamin D receptor)

WB — nosivi dio glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (engl. weight-bearing)
AR — delta R; izvedenica T1 relaksacijskih vremena, izraunata kao 1/T1postGd -1/T1preGd



1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. Razvojni poremecaj kuka

Razvojni poremecaj kuka (engl. developmental dysplasia of the hip, DDH) ubraja se u jednu od
najéeS$¢ih prirodenih abnormalnosti zgloba kuka, koja je karakterizirana nepotpunim
formiranjem acetabuluma, $to moze dovesti do dislokacije femura. Kod pacijenata s DDH-om
Cesto dolazi do ubrzanog troSenja hijaline zglobne hrskavice te posljedi¢nog razvoja
koksartroze ve¢ u ranijoj zivotnoj dobi. Pojam DDH obuhvaca Citav niz deformiteta u spoju
acetabuluma i glave femura, od patoloskih promjena acetabuluma, proksimalnog femura ili
njihovog medusobnog odnosa (1, 2). lako svaki pacijent s DDH-om ima specifi¢énu anatomiju
zgloba kuka, postoje univerzalna obiljeZja acetabuluma i proksimalnog femura koja se povezuju
s ovim poremecajem. Displasti¢ni kuk karakteriziran je plitkim acetabulumom s promijenjenim
anteroposteriornim dimenzijama. Zbog anatomskih abnormalnosti displasti¢ni acetabulum ne
pokriva potpuno glavu femura, §to dovodi do nestabilnosti zgloba. Kod visih stupnjeva
displazije formira se i lazni acetabulum (tzv. neoacetabulum), a glava femura migrira
posteriorno-superiorno te se smjesta u lazni acetabulum, dok je pravi acetabulum uzak, plitak i
trokutastog oblika (3-5). Kod proksimalnog femura dolazi do prekomjerne anteverzije,
smanjenja promjera intramedularnog kanala i ravne konture glave, a ¢esta su pojava i coxa vara
ili coxa valga. U usporedbi s nedisplasticnim kukovima ustanovljeno je da displasti¢ni kukovi
imaju i skraceni vrat femura te sve distalnije postavljen anteriorni luk femura s porastom stupnja
displazije. Smanjena Sirina kanala i tanji kortikalis displasticne kukove ¢ine podloznijima
frakturama. Osim skeletnih deformacija, kod pacijenata s DDH-om dolazi i do promjena u
mekom tkivu, u smislu nedovoljno razvijene abduktorne muskulature, te skra¢ene muskulature
oko zgloba kuka, sto ukljucuje aduktore, fleksore i ekstenzore, a Ceste su i ozljede tetiva i
ishijadi¢nog zivca. Kako su spomenuti misi¢i vazni za stabilizaciju zgloba kuka, smatra se da
njihov poremeceni razvoj i funkcija pridonose ubrzanoj degeneraciji zgloba koja se javlja,

izmedu ostalog, kao posljedica neravnomjerno rasporedenog opterecenja (6-11).

1.1.1. Rizicni ¢imbenici

Etiologija razvojnog poremecaja kuka vrlo je kompleksna i ukljucuje geneticke i okoliSne
¢imbenike. Jedan od naj¢es¢ih okolisnih rizi¢nih ¢imbenika povezanih s DDH-om je porodaj
na zadak, za koji se procjenjuje da uzrokuje od 1,1 do 6,5 % dijagnosticiranih slu¢ajeva DDH.
Drugi vazan rizi¢ni ¢cimbenik je DDH u obiteljskoj anamnezi. DDH je tako dijagnosticiran 6 %
djece ¢iji brat ili sestra imaju DDH. Taj postotak raste na 12 %, odnosno 36 % ako je DDH

dijagnosticiran jednom, odnosno oboma roditelja. DDH se takoder ¢esce javlja u zenske djece,
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koja ¢ine 80 % svih dijagnosticiranin slucajeva, te se povezuje s oligohidramnionom i
prvorodstvom. Od svih dijagnosticiranih slucajeva DDH-a, 20 % sluc¢ajeva zahvaca oba kuka,
dok je kod unilateralnih displazija ¢eS¢e zahvacen lijevi kuk. Neke studije pokazale su
poveznicu izmedu razvoja displazije i poviSene porodajne tezine, odnosno djece rodene iza 38.
tjedna trudnoce, a velik doprinos DDH-u u odrasloj dobi daje i loSe provedena dijagnostika u
djetinjstvu (12-16).

Unatoc velikom broju provedenih istrazivanja, geneticka pozadina razvojnog poremecaja kuka
jo$ nije potpuno razjasnjena. Razlog tomu su velik broj razli¢itih mutacija koje pojedinac¢no
Cesto imaju svega neznatan utjecaj na razvoj displazije, a kumulativno rezultiraju razvojem
poremecaja, te mutacije specifiéne za pojedine populacije, $to dosad objavljene rezultate ¢esto
¢ini medusobno kontradiktornima (Tablica 1.). Neki od gena kandidata koji se povezuju s
razvojem displazije su GDF5, TBX4, ASPN, TGF-B1, PAPPA2, MMP-13 i IL6. Primjerice, gen
GDF5 kodira c¢imbenik rasta i diferencijacije GDF5 iz superobitelji transformirajuéih
¢imbenika rasta B (TGF-B). GDFS5 je kljucan za stvaranje hrskavice, a njegove mutacije mogu
dovesti do razvoja koksartroze ili DDH-a. Nadalje, s DDH-om se povezuju i polimorfizmi gena
ASPN koji kodira protein asporin, vaznu sastavnicu hrskavi¢nog matriksa (17, 18). Geni T-box
skupine visoko su ocuvani unutar kraljeznjaka i odgovorni su za stvaranje mezoderma. Ljudski
gen TBX4 je klju¢ni regulator razvoja zglobova, a njegove mutacije uzrokuju hipoplaziju i
anomalije zdjelice, uklju¢uju¢i DDH (19). Studije provedene na azijskim populacijama
pokazale su potencijalnu korelaciju izmedu DDH-a i gena koji kodiraju alfa 1 lanac kolagena
(COL1A1) i receptor vitamina D (VDR). Mutacije gena HSPG2 koji kodira perlekan,
proteoglikan ¢ija je osnovna uloga povezivanje komponenti izvanstani¢nog matriksa, takoder

se smatraju potencijalnim uzrokom DDH-a (14, 15, 20, 21).



Tablica 1. Pregled dosad otkrivenih gena povezanih s razvojem razvojnog poremecaja kuka,
njihova uloga, zemljopisno podrucje populacija u kojima ih nalazimo 1 povezanost s DDH-om.

Preuzeto 1 modificirano iz Bohacek 1 sur., 2020 (20).

Gen Protein Uloga Podruéje | Povezanosts
DDH-om
Dermatopontin Dermatopontin Angiogeneza, Japan Prekomjerno
(DPT) fetalni razvoj, izrazen u
cijeljenje rana, DDH-u

metastaziranje
tumora; povecan
izrazaj u mati¢nim
stanicama tijekom
hondrogene

diferencijacije

Membranska ATPaza 2B4 Regulacija Saudijska Povezan s
kalcij - homeostaze kostiju | Arabija razvojem
transportna DDH-au
ATPaza 4 interakciji s
(ATP2B4) HSPG2
Heparan sulfat perlekan Povezivanje / Raznoliki
proteoglikan 2 sastavnica rezultati
(HSPG2) izvanstani¢nog
matriksa i
povrsinskih
molekula
Protein 7 koji veze Protein 7 koji Razvoj hrskavice, Japan Prekomjerno
inzulinu slican veze inzulinu misica i kosti U izrazen u
¢imbenik rasta sli¢an ¢imbenik prenatalnoj i DDH-u
(IGFBP7) rasta djecjoj dobi
Teneurinski Teneurinski Prijenos signala Kavkaz Mutacije u
transmembranski | transmembranski tijekom razvoja obitelji s
protein 3 protein 3 zgloba, izraZzen u pojavom

(TENMB3) hondrogenim




mati¢nim DDH-a kroz
stanicama vise generacija
Kemokinski Kemokinski Stani¢no prianjanje | Kavkaz Delecije kroz
receptor CX3C receptor CX3C | i migracija, izrazen 4 generacije, u
(CX3CR1) u mati¢nim 72 ¢lana
stanicama koje su obitelji
predodredene da
postanu hondrociti
Estrogenski Estrogenski Regulacija Kavkaz Moguca
receptor 1 (ER1) receptor 1 transkripcijskog povezanost
odgovora polimorfizma
gena i DDH-a
Asporin (ASPN) Asporin Vezanje za TGF-B1 Kina Polimorfizam
i inhibicija TGF- asparaginske
B1/Smad signalnog kiseline
puta povezan s
DDH-om
Receptor vitamina | Receptor vitamina Regulacija Kavkaz Moguca
D (VDR) D transkripcijskog povezanost
odgovora polimorfizama
i DDH-a te
pojedinih
haplotipova i
razvoja teSkog
oblika OA-a
prouzrocenog
DDH-om
Alfa 1 lanac Alfa 1 lanac Sinteza kolagena Kavkaz Moguca
kolagena tipa Il kolagena tipa Il tipa Il povezanost
(COL2A1) pojedinih
haplotipova i

razvoja teSkog

oblika OA-a




prouzro¢enog

transkripcijski

¢imbenik 4 iz

obitelji T-box
transkripcijskih
¢imbenika (TBX4)

¢imbenik 4 iz
obitelji T-box
transkripcijskih

¢imbenika

straZnjeg
mezoderma i

aksijalnom rastu

DDH-om
Geni regije / Regulatorni sustav / Moguca
homeobox (HOX) tijekom razvoja, povezanost s
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1.1.2. Dijagnostika razvojnog poremecaja kuka

Rana dijagnostika razvojnog poremecaja kuka kljuna je u njegovom uspjeSnom
konzervativnom lijecenju. AKo se poremecaj ne dijagnosticira, moze rezultirati razvojem
sekundarne koksartroze, koja se manifestira kroni¢nom boli zgloba kuka, klini¢ki zna¢ajnom
razli¢itom duljinom nogu 1 poteSkoama u hodu, smanjenom snagom 1 ubrzanom
degeneracijom zahvacenog zgloba, te u konac¢nici potrebom za ugradnjom totalne endoproteze
(TEP) kuka ve¢ u ranijoj dobi (2, 22). Probir za DDH ukljucuje niz pregleda kojima se traze
znakovi koji bi upuéivali na prisutnost displazije. Ukoliko se uslijed fizikalnog pregleda

posumnja na prisutnost DDH-a, provode se daljnje ultrasonografske i radioloske analize, ¢ime




se dijagnoza potvrduje (2). S razvojem programa probira, prevalencija DDH-a u odrasloj dobi
sve je manja, te se procjenjuje izmedu 2 i 4,5 % za srednjoeuropske zemlje (23, 24).

U svrhu dijagnostike DDH-a od klini¢kih pregleda novorodencadi dobi do tri mjeseca najéesce
se koriste Ortolanijev i Barlowljev test. Ortolanijevim testom utvrduje se moze li se reponirati
glava femura koja je izvan zglobne Casice. Barlowljevim testom utvrduje se moze li se glava
femura izbaciti iz zglobne c¢aSice. Buduc¢i da je DDH jedan od rijetkih muskuloskeletnih
poremecaja kod kojih su anatomske abnormalnosti u pravilu teze uocljive u djetinjstvu, za tocnu
dijagnostiku je od iznimne vaznosti da testove provodi iskusan lije¢nik. Spomenuti testovi
manje su pouzdani u djece starije od tri mjeseca, koja imaju drugaciju klini¢ku sliku. U starije
se djece stoga trazi Galeazzijev znak. Dijete se postavi u leZe¢i poloZaj, s oba kuka 1 koljena u
fleksiji. Nejednaka visina u koljenima oznacava pozitivan Galeazzijev znak 1 najcesce upucuje
na prisutnost displazije (25-27). Ultrazvuc¢ni pregled dio je standardne procedure probira
novorodencadi i preferirana je metoda za djecu u dobi do cetiri mjeseca. Podrazumijeva
klasifikaciju prema Grafu te postotak pokrivenosti glave femura acetabulumom. Radioloski se
za dijagnostiku DDH-a koriste acetabularni indeks prema Ténnisu, Shenton-Menardova linija,
Perkinsovi kvadranti, medijalni zglobni prostor te postotak migracije. Potvrdna dijagnoza na
posljetku se postavlja na temelju vise spomenutih testova (25, 28).

Za dijagnostiku i1 odredivanje stupnja displazije postoje razliciti klasifikacijski sustavi, poput
klasifikacije prema Grafu, Hartofilakidisu i one prema Croweu. Klasifikacija prema Grafu
DDH kategorizira u Cetiri tipa, od normalnog do dislociranog kuka, a temelji se na opisu i
mjerenju specifi¢cnih kutova prilikom sonografskog pregleda (29). Kilasifikacija prema
Hartofilakidisu podrazumijeva opisivanje tipi¢nih anatomskih deformacija pomocu
intraoperativnih opazanja te korelaciju tih opazanja s preoperativnim radiografima, a klasificira
DDH u tri stupnja (30). Najcesce koristena klasifikacija prilikom dijagnosticiranja DDH-a je
ona po Croweu (Slika 1.), prema kojoj se DDH klasificira kao stupanj I-1V, ovisno o razini
subluksacije glave femura u odnosu na acetabulum. 1. stupanj podrazumijeva subluksaciju
glave femura manje od 50 % u odnosu na acetabulum, 2. stupanj subluksaciju izmedu 50 i 75
%, 3. stupanj subluksaciju od 75 do 100 %, a 4. stupanj luksaciju preko 100 %, odnosno potpuni
gubitak kontakta zglobnih tijela. U visokim stupnjevima DDH-a glava femura i acetabulum
nisu u fizickom kontaktu tijekom razvoja te se formira novi tzv. neoacetabulum, koji nije u

kontaktu s glavom femura (31, 32).
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Slika 1. Klasifikacija razvojnog poremecaja kuka, od normalnog kuka do stupnja IV prema

Croweu. Preuzeto i prevedeno od Wang i sur., 2020 (33).

1.2. Primarna i sekundarna koksartroza

Degenerativna koksartroza (OA) je najées¢i poremecaj sinovijalnih zglobova i jedan od vodeéih
uzroka invaliditeta u svijetu (34, 35). Primarna koksartroza je najces¢i tip artritisa. Rijec je 0
bolesti nepoznate etiologije koja se povezuje sa starijom dobi i pogada 80-90 % populacije
starije od 65 godina. Klini¢ki ju karakterizira bol i smanjen opseg kretnji, sto rezultira
ograni¢enom pokretljivoS¢u pacijenta. Patogeneza OA-a je multifaktorijalna i ukljucuje tri
glavna procesa: mehanicko tro$enje, strukturnu degeneraciju i upalu. Klini¢ka slika korelira s
radioloskim promjenama zahvacenog zgloba, poput suzavanja zglobnog prostora i skleroze
subhondralne kosti (36, 37). Prvi znak progresije OA-a je oSteCenje zglobne hrskavice, §to
ukljucuje povrSinsku fibrilaciju i fokalne erozije. OStecenje hrskavicnog matriksa uzrokuje
poremecaj regulacije proliferacije hondrocita, a nastale izrasline mogu okostati i formirati
osteofite. Na histoloskoj i biokemijskoj razini opisane promjene mogu se karakterizirati kao
povecéan katabolizam hrskavice, do kojeg dolazi kao posljedica prisutnosti raznih citokina i
drugih kataboli¢kih molekula. Medu najistaknutijim citokinima nalaze se interleukin-1 (IL1) i

¢imbenik nekroze tumora o (TNFa). Oni stimuliraju hondrocite na proizvodnju proteinaza koje
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razgraduju komponente hrskavi¢nog matriksa, ali i izravno smanjuju izrazaj agrekana, jedne od
glavnih komponenti hijaline hrskavice. Spomenuti citokini povezuju se s proizvodnjom
agrekanaze, matriksnih metaloproteinaza (MMP) 1 kolagenaza MMP1 i MMPI13, ¢iji
kumulativni efekt dovodi do degradacije hrskavicnog matriksa (38). Jedna od vodeéih znacajki
koksartroze je smanjenje sadrzaja agrekana u hrskaviénom matriksu, $to rezultira disrupcijom
vlakana kolagena tipa Il i smanjenjem njegove koncentracije, omekSavanjem hrskavice i
pojacanim zadrZzavanjem vode u tkivu (37, 39). Osim smanjenja sadrzaja agrekana i kolagena
tipa II, OA je obiljezen i porastom razina kolagena tipa Il i X, a skleroza subhondralne kosti 1
stvaranje kostanih cisti pojavljuju se tek u kasnijim stadijima bolesti (39-41).

Sekundarna koksartroza je, za razliku od primarne, bolest poznate etiologije, tj. bolest koja se
moze povezati sa specifi¢nim uzrokom. Sekundarni OA se moze razviti kao posljedica ozljeda
i fraktura, urodenih abnormalnosti zgloba kuka, infekcija, metabolickih ili endokrinih
poremecaja, osteonekroze glave femura te drugih bolesti i stanja koja utje¢u na sam zglob kuka
(42-45). Razvojni poremecaj kuka je jedan od vodec¢ih uzroka sekundarne koksartroze koja u
osoba s DDH-om ¢esto nastupa u ranijoj dobi u odnosu na bolesnike s primarnom koksartrozom
(16, 46). Fokus dosad provedenih istrazivanja bio je na hrskavici glave femura i anatomskog
acetabuluma pacijenata s blazim oblicima displazije, dok acetabulum i neoacetabulum
pacijenata s displazijom stupnja 3 i 4 prema klasifikaciji prema Croweu nisu istrazivani. Tim je
istrazivanjima pokazano kako se sekundarna koksartroza prouzro¢ena DDH-om manifestira
slicnim histoloskim i biokemijskim promjenama kao i primarna koksartroza, uz neke bitne
razlike. Sekundarni OA prouzroéen DDH-om uzrokuje sli¢ne histoloske promjene na hrskavici
acetabuluma i glave femura. Hondrociti acetabuluma zahvacenog sekundarnim OA-om
nepravilno su rasporedeni, a pokazuju i tendenciju degeneracije. Hondrociti glave femura su
dismorfni i Cesto stvaraju agregate, a vidljive su i regije bez stanica (47). Histoloskim je
bojenjima pokazano kako primarni OA uzrokuje znacajno smanjenje ukupnog broja hondrocita
zglobne hrskavice, dok sekundarni OA prouzroéen DDH ne utjece na ukupan broj stanica.
Bazi¢nim histoloskim bojenjima pokazano je kako DDH utjece na orijentaciju kolagenih
vlakana koja u pacijenata sa sekundarnim OA-om, kao i u onih s primarnim OA-om, gube
pravilnu orijentaciju (17). Osim morfoloskih, DDH uzrokuje i biokemijske promjene u
hrskavici. Kako OA napreduje, mijenja se sastav makromolekula izvanstanicnog matriksa,
ponajprije kolagena tipa Il i agrekana (48). Degradaciju hrskavice u primarnom i sekundarnom
OA-u obiljezava pad udjela kolagena tipa Il u hrskavi¢cnom matriksu u usporedbi s normalnom

hrskavicom, a pad je izraZeniji u sekundarnom OA-u. Pacijenti s OA-om prouzro¢enim DDH-



om takoder imaju nize udjele agrekana u hrskavi¢cnom matriksu od onih s primarnim OA-om.
Jedan je od najvaznijih biljega degradacije hijaline hrskavice kolagen tipa X. Sadrzaj kolagena
tipa X u hrskaviénom matriksu znacajno je ve¢i u sekundarnom OA-u prouzro¢enom DDH-om
u usporedbi sa zdravom hrskavicom, no nisu zabiljezene znacajne razlike u razini izrazaja
izmedu primarnog i sekundarnog OA-a (17). Kod primarnog OA-a zglobna hrskavica koja je
pod mehanic¢kim optere¢enjem (engl. weight-bearing) pokazuje visi stupanj degeneracije u
odnosu na dijelove koji nisu pod mehanic¢kim pritiskom (engl. non-weight bearing). Medutim,
kod sekundarnog OA-a cak i regije koje nisu pod mehani¢nim opterecenjem pokazuju razli¢ite
stupnjeve degeneracije (49).

Progresija primarnog i sekundarnog OA-a mogu se pratiti i usporediti na histoloskoj razini
(Slika 2.). Osobe s DDH-om kod kojih nije doslo do razvoja koksartroze imaju hijalinu
hrskavicu glatke povrsine, s puno hondrocita. U usporedbi s hrskavicom zdravih pojedinaca,
njihova je hrskavica deblja i s rjede rasporedenim kolagenim vlaknima. Rani stadij progresije
primarnog OA-a karakteriziran je hrskavicom ¢ija je povrSina gotovo neostecena, osim pojave
povrsinske fibrilacije na pojedinim dijelovima tkiva. Hondrociti i kolagena vlakna i dalje su
pravilno rasporedeni, no primjetno je smanjenje njihovog broja. Vidljive su i mrtve stanice,
posebno u povrsinskoj zoni, a dolazi i do gubitka proteoglikana u gornjoj tre¢ini hrskavi¢nog
matriksa te do zadebljanja trabekula subhondralne kosti. Rani stadij progresije sekundarnog
OA-a karakteriziran je smanjenjem broja kolagenih vlakana i pojacanim odumiranjem
hondrocita, ali njihov ukupan broj ostaje gotovo nepromijenjem. Dolazi i do gubitka
proteoglikana u povrsinskoj zoni hrskaviénog matriksa. U kasnom stadiju progresije primarnog
OA-a hrskavicna je povrSina oSte¢ena, a ukupan broj hondrocita i broj Zivih stanica znac¢ajno
su smanjeni u usporedbi sa zdravim tkivom. Hondrociti stvaraju nakupine, kolagena vlakna su
rijetko rasporedena i1 neorganizirana te dolazi do znaCajnog smanjenja sadrzaja proteoglikana u
svim zonama hrskavice. Subhondralna kost karakterizirana je zadebljanjem subhondralne ploce
i trabekula. Kasni stadij progresije sekundarnog OA-a takoder je karakteriziran oSte¢enjem
povrsine hrskavice i znacajnim smanjenjem broja hondrocita, koji su u nekim dijelovima
hrskavice smezurani, dok su u drugim dijelovima uvecani. Hondrociti su potpuno
neorganizirani, pri ¢emu u pojedinim djelovima matriksa stvaraju nakupine, dok ih u drugima
uopée nema. Kolagena vlakna rijetko su rasporedena, a dolazi i do znacajnog smanjenja

sadrzaja proteoglikana u matriksu (20).
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Slika 2. Shematski prikaz zdrave hijaline hrskavice i hrskavice zahvacene razli¢itim stadijima
progresije koksartroze prouzrocene razvojnim poremecajem kuka. A) Zdrava hijalina
hrskavica. B) Hrskavica osobe s razvojnim poremecajem kuka koja nije zahvacena
koksartrozom. C) Rani stadij primarne koksartroze. D) Rani stadij sekundarne koksartroze
prouzrocene razvojnim poremecajem kuka. E) Kasni stadij primarne koksartroze. F) Kasni
stadij sekundarne koksartroze prouzro¢ene razvojnim poremecajem kuka. PZ — povrSinska zona
hrskavice; SZ — srediSnja zona hrskavice; DZ — dubinska zona hrskavice; KZ — zona
kalcificirane hrskavice; SK — subhondralna kost. Preuzeto i modificirano iz Bohacek i sur.,
2020 (20).
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1.3. Osteohondralna jedinica

Osteohondralna jedinica sastoji se od hijaline zglobne hrskavice koja je putem kalcificirane
hrskavice povezana sa subhondralnom kortikalnom kosti (subhondralnom plo¢om), ispod koje
se nalazi trabekularna kost (Slika 3.). Nastaje kao rezultat enhondralne osifikacije — procesa
kojim se fetalna hrskavica zamjenjuje kosti. Pritom diferenciraju¢i hondrociti postaju
hipertrofi¢ni i izrazavaju kolagen tipa X, koji promovira kalcifikaciju matriksa. Krvne zile
prodiru kroz tkivo koje se infiltrira s osteoblastima, $to poti¢e izrazaj osteogenih ¢imbenika
poput Runx2 i dovodi do zamjene hrskavice kosti. Na samom kraju kosti ostaje tanak sloj
kalcificirane hrskavice koja kost povezuje sa zglobnom hrskavicom (50, 51).

povriinska
zona zglobna hrskavica
sradiinja
zona
dubinska
zona e ZraNIEN2 orta (engl. tidemark)
e kaleificirana hrskavica
kaluﬁgrana * camentna linija
hrskavica I*sybhondralna ploda
subhondralna trabskularna kost
kost

Slika 3. Shematski prikaz osteohondralne jedinice zgloba kuka. Modificirano iz Saseendar i
sur., 2021 (52).

1.3.1. Hijalina zglobna hrskavica

Zglobna hrskavica po svom je sastavu i strukturi hijalina hrskavica. Debljine je 2 do 4 mm, a
specifi¢na je po tome $to kroz nju ne prolaze krvne ni limfne Zile, kao ni Ziv€ani zavrsetci.
Upravo zato hijalina hrskavica ima izrazito nizak regenerativni kapacitet. Sama hrskavica
gradena je od gustog izvanstani¢nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM), unutar kojega
su rijetko rasporedene hrskavi¢ne stanice - hondrociti. ECM je pretezno graden od vode,
kolagena i proteoglikana, s manjim udjelom nekolagenih proteina i glikoproteina. Proteini i

glikoproteini imaju funkciju zadrzavanja vode, $to hrskavici daje njena jedinstvena mehanic¢ka
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svojstva. Smatra se kako je za uredan razvoj hijaline zglobne hrskavice potrebno mehanicko
opterecenje, koje potice hondrocite na proizvodnju i luenje sastavnica ECM-a (53, 54).
Hrskavica se moze podijeliti na tri zone: povrsinsku, sredi$nju i dubinsku. Povrsinska zona ¢ini
10 do 20 % ukupne debljine hrskavice. Nalazi se na povrsini tkiva i u izravnom je kontaktu sa
sinovijalnom tekuéinom. Stiti dublje slojeve od mehanickih o3teéenja i odgovorna je za vec¢inu
vlaénih svojstava hrskavice. Povrsinska zona sadrzava gusto pakirana kolagena vlakna (ugl.
kolagen tipa Il i IX) poredanih usporedno s povr§inom. U njoj se nalazi velik broj spljoStenih
hondrocita. Sredi$nja zona nalazi se ispod povrsinske. Cini 40 do 60 % ukupne debljine
hrskavice te sadrzava proteoglikane i deblja kolagena vlakna orijentiranih ukoso. Hondrociti
sredi$nje zone su sferi¢ni i rijetko rasporedeni. Dubinska zona odgovorna je za otpornost na
kompresivne sile i ¢ini 30 % debljine hrskavice. U njoj su kolagena vlakna velikog promjera
orijentirana okomito na povrSinu hrskavice. Dubinska zona sadrzava i najvisu koncentraciju
proteoglikana te najmanji udio vode od svih zona hrskavice. Hondrociti dubinske zone
organizirani su stupicasto, paralelno s kolagenim vlaknima. Grani¢na crta (engl. tidemark)
predstavlja granicu dubinske zone i kalcificirane hrskavice koja igra kljuénu ulogu u
povezivanju hrskavice 1 podleZzece kosti, sidre¢i kolagena vlakna dubinske zone u samu kost.
Kalcificirana zona siromaSna je stanicama i homogene strukture. Sadrzava hipertrofi¢ne
hondrocite koji se nalaze u mineraliziranom matriksu. U usporedbi s podleZze¢om
subhondralnom Kosti, Kalcificirana hrskavica ima manji udio hidroksiapatita, ali vecu
koncentraciju kalcijevih soli (53, 55).

Unutar svake zone nalaze se tri regije: periceularna regija, teritorij i interteritorij. Pericelularna
regija predstavlja tanak sloj hrskavicnog matriksa neposredno uz stanicne membrane
hondrocita. Sadrzava primarno proteoglikane, uz manje koli¢ine glikoproteina 1 nekolagenih
proteina. Teritorij okruzuje pericelularnu regiju. U njegovom sastavu prevladavaju tanka
kolagena vlakna koja ¢ine mrezastu strukturu oko stanica. Svojom je gusto¢om teritorij gusci
od pericelularnog prostora i pretpostavlja se da time §titi hondrocite od mehanickih oStecenja.
Interteritorij predstavlja najvecu regiju hrskavicnog matriksa. Karakteriziran je nasumicno
orijentiranim nakupinama debljih kolagenih vlakana te visokom koncentracijom proteoglikana
(53).

Glavna sastavnica hijaline hrskavice je kolagen tipa II koji ¢ini vise od 90 % ukupnih kolagena
hrskavice. Uz kolagen tipa I, najzastupljeniji su kolageni tipa IX i X1, dok su kolageni tipa I,
IV, V, VI i X manje zastupljeni. Kolagen tipa Il kodiran je genom COL2AL. Sintetizira se i luci
u ECM u dvije izoforme: 1A i 11B. Hondroprogenitorne stanice primarno proizvode izoformu
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I1A, dok je izoforma I1B produkt diferenciranih hondrocita. Uz svoju strukturnu ulogu, kolagen
tipa Il djeluje i kao signalna molekula koja regulira proliferaciju, metabolizam i diferencijaciju
hondrocita. Kolagen tipa 111 kodiran je genom COL3A1. Cini 5-20 % ukupnih kolagena u
ljudskom tijelu, no njegova uloga u zglobnoj hrskavici jo§ nije potpuno razjasnjena jer ga
nalazimo i u zdravoj i u artrotski promijenjenoj hrskavici. Kolagen tipa VI ¢ini 1-2 % ukupnih
kolagena hijaline hrskavice. Njegova je uloga sidrenje hondrocita u pericelularnom matriksu,
putem interakcija s kolagenom tipa I, hijaluronskom kiselinom, dekorinom i fibronektinom. U
zdravoj hrskavici primarno je lokaliziran oko samih hondrocita. Kolagen tipa X specifican je
za hrskavicu. Sintetiziraju ga hipertroficni hondrociti tijekom enhondralne osifikacije i
nalazimo ga isklju¢ivo u hipertrofi¢noj hrskavici i u kalcificiranoj zoni. Kolagen tipa X stoga
je glavni biljeg hipertrofi¢ne hrskavice koji ne nalazimo u zdravom tkivu (39, 40, 53).

Glavni proteoglikan hijaline hrskavice je agrekan. Agrekan izrazavaju hondrociti te ga izlu¢uju
u hrskavi¢ni matriks. Kao i ostali proteoglikani, graden je od sredi$njeg proteina na koji su
kovalentnim vezama vezani sulfonirani glikozaminoglikani (GAG), to¢nije hondroitin sulfat i
keratan sulfat. U hrskaviénom matriksu agrekan postoji u obliku agregata, pri ¢emu je na
centralni filament hijaluronske kiseline putem veznih proteina nekovalentno vezan velik broj
molekula agrekana (Slika 4.). U visokim koncentracijama agrekan ima sposobnost stvaranja
velikog osmotskog tlaka, ¢ime uvla¢i vodu u tkivo i time igra kljuénu ulogu u normalnom
funkcioniranju hrskavice omogucujuéi otpornost na mehanicko optereéenje. Agrekan i kolagen
tipa 1l zajedno tvore visoko organiziranu mrezu unutar ECM-a, koja hrskavicu ¢ini otpornom

na deformaciju (38, 56).
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Slika 4. Shematski prikaz agrekanskog agregata. Na slici se vidi centralni filament hijaluronske
kiseline, na koji su putem veznih proteina vezane molekule agrekana. Preuzeto i prevedeno iz
Ng i sur., 2017 (57).

1.3.2. Subhondralna kost

Subhondralna kost je po definiciji kost koja se nalazi ispod zglobne hrskavice. Dijeli se na
subhondralnu plocu, koja je cementnom linijjom odijeljena od kalcificirane zone hijaline
hrskavice, te na trabekularnu kost. Njena je glavna uloga atenuacija sila prilikom kretniji.
Biokemijski sastav subhondralne kosti moze se podijeliti na anorgansku i organsku
komponentu, pri ¢emu se anorganska odnosi na hidroksiapatit, a organska primarno na kolagen
tipa |, proteoglikane, glikozaminoglikane i vodu. Kolagen tipa | ¢ini ¢ak 88 % organske
komponente. Formira organizirani matriks, koji se mineralizira ugradnjom hidroksiapatita.
VazZna su sastavnica organske komponente i osteonektin i osteokalcin, koji ¢ine do 12 %
organskog matriksa (58-60).

Subhondralna ploca odnosi se na tanak sloj kortikalne kosti neposredno ispod kalcificirane
hrskavice. Fizioloska svojstva subhondralne ploce slicna su onima kortikalne kosti koju
nalazimo na drugim mjestima u tijelu, a odgovorna su za mehanic¢ku snagu koja pruza potporu
hrskaviénom tkivu. Trabekularna kost nalazi se ispod subhondralne ploce i sastoji se od
kostanih gredica, trabekula, koje su primarno orijentirane okomito na subhondralnu plocu. Iz
okomitih kostanih gredica pod razli¢itim kutovima izlaze manje trabekule. Za razliku od
hrskavice, subhondralna kost dobro je vaskularizirana, s krvnim zilama koje prolaze kroz
trabekularnu kosti i prodiru u subhondralnu plo¢u. U subhondralnoj kosti nalazimo pet vrsta

stanica: osteocite, osteoprogenitore, pokrovne stanice, osteoblaste i osteoklaste (60, 61).
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1.4. Procjena kvalitete hijaline hrskavice i subhondralne kosti

Za procjenu kvalitete hijaline zglobne hrskavice i subhondralne kosti koriste se razli¢ite
histoloske i radioloSke metode. Primjenom specifi¢nih i elektivnih histoloskih bojenja moguce
je vizualizirati biokemijski sastav hrskavice i podlezece kosti. Histoloske boje poput safranina
O i toluidinskog modrila specifi¢no boje proteoglikane, dok Massonovo trikromno bojenje i
pikrosirijus crveno bojenje (engl. Picrosirius red) omogucuju vizualizaciju kolagena u
hrskavi¢nom i koStanom matriksu. Osim histoloskih, vazno je istaknuti i imunohistokemijska
bojenja. Ona su bazirana na upotrebi protutijela koja omoguéuju vrlo specifi¢nu vizualizaciju i
kvantifikaciju pojedinih kolagena, proteoglikana i drugih sastavnica hrskavice i subhondralne
kosti (62-64). Za procjenu kvalitete i stanja osteohondralne jedinice koriste se razli¢ite mjerne
ljestvice. Najcesce su koristene ljestvice Medunarodnog druStva za regeneraciju hrskavice
ICRS (engl. International Cartilage Regeneration and Joint Preservation Society) i
Medunarodnog drustva za istrazivanje osteoartritisa OARSI (engl. Osteoarthritis Research
Society International). Postoje brojne modifikacije originalnih mjernih ljestica, a njihov je cilj
detaljna karakterizacija i kvantifikacija degenerativnih promjena osteohondralnog tkiva (65-
67).

Razvoj novih tehnika magnetske rezonancije (MR) omogucio je evaluaciju biokemijskog
sastava hrskavice. Takve kompozicijske tehnike MR-a omoguéuju ranu detekciju promjena
biokemijskog sastava hrskavice, ¢ak i1 prije pojave morfoloskih promjena, §to je posebno
korisno pri procjeni razine degeneracije ranih stadija OA (68, 69). T2 mapiranje koristi se za
procjenu sadrzaja vode i kolagena te orijentacije kolagenih vlakana, a dulja T2 relaksacijska
vremena oznacavaju degradaciju hrskavice (68, 70). T1 relaksometrija koristi se za procjenu
proteoglikanskog sastava hrskavice. Kra¢a T1 relaksacijska vremena povezuju se s gubitkom
proteoglikana, odnosno degradacijom hrskavice (71). Odgodena gadolinij-postkontrastna
evaluacija hrskavice magnetskom rezonancijom (engl. delayed gadolinium-enhanced MRI of
cartilage, dGEMRIC) predstavlja relativno nov pristup analizi hrskavice, to¢nije njenog
glikozaminoglikanskog sastava. Rije¢ je 0 T1-relaksometrijskoj tehnici temeljenoj na upotrebi
kontrastnog sredstva na bazi negativno nabijenog gadolinija. Negativni naboji
glikozaminoglikanskih lanaca odbijaju negativno nabijene Cestice gadolinija, koji se stoga
akumulira na dijelovima hrskavice siromasnim glikozaminoglikanima. Spomenuti dijelovi imat
¢e kra¢a T1 relaksacijska vremena. Usporedbom T1 relaksacijskih vremena prije i poslije
aplikacije kontrastnog sredstva moze se zakljuciti o promjeni glikozaminoglikanskog sastava

hijaline hrskavice (68, 72). Razvoj MR uredaja visoke rezolucije omogucio je radiolosku
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vizualizaciju i evaluaciju hrskavice na gotovo histoloskoj razini, §to je dokazano i in vivo na

MR uredaju ja¢ine 7T (73, 74).

1.5. Svrha rada

Budu¢i da je opceprihvacena paradigma da je za uredan razvoj hijaline hrskavice potrebno
mehani¢ko optere¢enje, pacijenti s DDH-om predstavljaju svojevrstan prirodni eksperiment.
Grada zglobne hrskavice pacijenata s DDH-om opisivana je u literaturi, ali i dalje nije potpuno
razjasnjena. Unato¢ relativno opSirnim saznanjima o gradi hrskavice glave femura i
acetabuluma pacijenata s blazim oblicima DDH-a, o gradi hrskavi¢nog tkiva neoacetabuluma i
acetabuluma pacijenata s visokim stupnjevima DDH-a ne zna se gotovo niSta. Upravo su te
dvije regije znanstveno najzanimljivije zbog svog specifiénog razvoja. Hrskavi¢no tkivo
neoacetabuluma razvija se uz mehani¢ko opterecenje, ali bez geneti¢kog ¢imbenika, dok kod
razvoja hrskavi¢nog tkiva anatomskog acetabuluma postoji Cimbenik genetike, ali ne i
mehanicki pritisak. Svrha ovog rada je detaljnom karakterizacijom hrskavi¢nih tkiva ovih dviju
regija metodama mikro-MR, mikrokompjuterizirane tomografije (mikro-CT) te histoloskim i
imunohistokemijskim bojenjima, i usporedbom njihove grade razjasniti stvarni opseg uloge

genetike i mehanic¢kog optereé¢enja u urednom razvoju hijaline zglobne hrskavice.
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2. HIPOTEZA

Grada osteohondralne jedinice acetabuluma odraslih bolesnika s razvojnim poremecajem kuka
odgovara onoj normalne hrskavice, a grada osteohondralne jedinice neoacetabuluma i glave

femura onoj degenerativne koksartroze.
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3. CILJEVI RADA
OPCI CILJ:

Odrediti gradu osteohondralne jedinice acetabuluma, neoacetabuluma i glave femura bolesnika

S razvojnim poremecajem kuka, bolesnika s primarnom koksartrozom i u normalnoj hrskavici.
SPECIFICNI CILJEVT:

1.

Razjasniti gradu hrskavice i subhondralne kosti acetabuluma, neoacetabuluma i glave
femura uporabom histoloskih bojenja hematoksilin-eozin, toluidinsko modrilo, safranin
O/Fast Green, Massonovog trikromnog bojenja i pikrosirijus crvenog bojenja.
Razjasniti gradu hrskavice i subhondralne kosti acetabuluma, neoacetabuluma i glave
femura uporabom imunohistokemijskih bojenja na kolagene tipa I, II, Il1l, VI i X te
agrekan.

Razjasniti gradu hrskavice i subhondralne kosti acetabuluma, neoacetabuluma i glave
femura snimanjem mikromagnetskom rezonancijom.

Razjasniti gradu hrskavice 1 subhondralne kosti acetabuluma, neoacetabuluma i glave
femura snimanjem mikrokompjuteriziranom tomografijom.

Usporediti rezultate histoloskih i imunohistokemijskih bojenja s rezultatima snimanja
mikro-MR i mikro-CT.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na uzorcima hrskavice i1 subhondralne kosti prikupljenim
intraoperativno prilikom ugradnje TEP-kuka. Istrazivanje je provedeno u Klinickom bolnickom
centru Zagreb na Klinici za ortopediju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, u razdoblju
od svibnja 2019. do studenog 2022. godine. Istrazivanje je financirano od strane Hrvatske
zaklade za znanost, u sklopu projekta ,,Karakterizacija hrskavice acetabuluma i femura u
odraslih bolesnika s razvojnim poremecajem kuka - HIPOCART* (Sifra projekta IP-2018-01-
3688). U istrazivanje su bile ukljucene tri skupine po 15 ispitanika: 1) bolesnici sa sekundarnom
koksartrozom prouzro¢enom razvojnim poremecajem kuka (prosjek godina 53,2; raspon godina
37-67; 15 7); 2) bolesnici s primarnom koksartrozom (pozitivna kontrola) (prosjek godina 58,7;
raspon godina 49-69; 7 z, 8 m); i 3) bolesnici sa subkapitalnim prijelomom vrata femura i
zdravom hrskavicom (Fx, negativna kontrola) (prosjek godina 62,5; raspon godina 53-71; 9 z,
6 m).

Iskljuéni kriteriji bili su prisutnost drugih bolesti i poremecaja u anamnezi koji bi potencijalno
mogli utjecati na gradu hrskavice i subhondralne kosti (poput sindroma femoroacetabularnog
sraza, avaskularne nekroze glave femura i sl.), povijest malignih ili autoimunih bolesti, povijest
uzimanja steroidnih lijekova te prethodne frakture ili operativni zahvati na zahva¢enom kuku.
Ispitanici iz DDH-skupine, uz sve spomenute uvjete, morali su imati dijagnosticiran DDH
stupnja Il ili 1V prema Klasifikaciji prema Croweu (31, 32), ispitanici iz OA-skupine
dijagnosticiran OA stupnja 3 ili 4 prema Klasifikaciji prema Kellgren-Lawrenceu (75), a

ispitanici iz Fx-skupine nisu smjeli imati prisutne simptome ili klinicke znakove pojave OA-a.

4.2. Prikupljanje uzoraka hrskavice i subhondralne kosti

Uzorci hrskavice i subhondralne kosti su prikupljeni od 15 ispitanika po skupini. Uzorci su
prikupljeni intraoperativno pomocu cilindri¢énog dlijeta promjera 10 mm (Small Joint OATS
Set, 10mm AR-8981-10S, Arthrex, Munchen, Njemacka), a ukupne dubine 5-10 mm. Od
ispitanika iz DDH skupine uzroci su prikupljeni iz acetabuluma (DDH A), neoacetabuluma
(DDH NA), s podru¢ja glave femura koje je u kontaktu s neoacetabulumom (DDH WB) i
podrucja glave femura koje nije u kontaktu sa zdjelicom (DDH NWB). Kod kontrolnih skupina,
uzorci su prikupljeni s acetabuluma (OA Ai Fx A) i podrucja glave femura koje je u kontaktu
s acetabulumom (OA F i Fx F). Uzorci acetabuluma prikupljeni su sa straznjeg gornjeg
kvadranta prema podjeli prema Wasielewskom (76). Uzorci glave femura prikupljeni su iz zona
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314 prema llizaliturrijevoj podjeli (77). Svakom ispitaniku uzeta su po dva uzorka sa svake od
ispitivanih anatomskih regija. Jedan od prikupljenih uzoraka pohranjen je u 10-postotni
formalin i dalje koriSten za histolosku analizu, a drugi je pohranjen u fiziolosku otopinu i
neposredno nakon prikupljanja snimljen metodama mikromagnetske rezonancije (mikro-MR) i
mikrokompjuterizirane tomografije (mikro-CT).

4.3. Histoloska analiza uzoraka

4.3.1. Histoloska bojenja uzoraka

Uzorci prikupljeni za histolosku analizu fiksirani su odmah po prikupljanju u 10-postotnom
formalinu (BioGnost, Zagreb, Hrvatska) te su ¢uvani na sobnoj temperaturi. Nakon fiksacije
uzorci su dekalcinirani u otopini 5-postotne mravlje (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) i
1,5-postotne klorovodi¢ne kiseline (Sigma-Aldrich). Dekalcinacija se provodila na sobnoj
temperaturi, uz svakodnevnu inkubaciju na 60 °C u trajanju od 2 sata. Po zavrSetku
dekalcinacije, uzorci su ispirani 24 sata u tekucoj vodi, nakon ¢ega su stavljeni na postfiksaciju
u 4-postotni neutralno puferirani formalin (BioGnost). Nakon postfiksacije uzorci su
dehidrirani u uzlaznim koncentracijama alkohola (BioGnost) te su uklopljeni u parafin.
Parafinski blokovi rezani su na rotacijskom mikrotomu na rezove debljine 5 um te su stavljeni
na pozitivno nabijena predmetna stakalca Superfrost Plus (Menzel-Glaser, Thermo Scientific,
Schwerte, Njemacka). Histoloski rezovi obojani su hematoksilin-eozinom, safranin O/Fast
Greenom, Massonovim trikromnim bojenjem, toluidinskim modrilom i pikrosirijus crvenim

bojenjem.

4.3.2. Procjena kvalitete hrskavice i subhondralne kosti

Kvaliteta zglobne hrskavice procijenjena je prema smjernicama ICRS-a (Tablica 2.) i OARSI-
ja (Tablica 3.). Prema ICRS-smjernicama, potpuno zdrava zglobna hrskavica ima 18 bodova,
dok se progresijom bolesti, tj. padom kvalitete hrskavice, bodovi postupno smanjuju prema 0.
Prema OARSI smjernicama za procjenu histopatoloskog stanja hrskavice, zdrava hrskavica
oznacena je stupnjem 0, a porast stupnjeva prati progresiju OA-a, pri ¢emu je najvisi stupanj
bolesti oznacen kao 6,5. Stupanj progresije koksartroze subhondralne kosti procijenjen je prema
OARSI smjernicama (Slika 5.), pri ¢emu stupanj 0 oznacava gotovo zdravu subhondralnu kost,
a stupanj 3 kasni stadij progresije bolesti. Za sva mjerenja uzorci su grupirani po skupinama, tj.

anatomskim regijama te je odredena srednja vrijednost za svaku od ispitivanih regija.
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Tablica 2. Tablica za vizualnu procjenu kvalitete hrskavice prema smjernicama Medunarodnog
drustva za obnovu hrskavice (ICRS) (66).

Obiljezje Opis Bodovi

PovrsSina Glatka/kontinuirana 3

Diskontinuirana/nepravilna

Matriks Hijalina hrskavica

Hijalina/vezivna hrskavica

Vezivna hrskavica

Fibrozno tkivo

Distribucija stanica Stupasta

Mjesovita/stupasto-u nakupinama

Nakupine

Pojedinac¢ne stanice/neorganizirano

Vijabilnost stanica Pretezno vijabilne

Djelomic¢no vijabilne

<10 % vijabilne

Subhondralna kost Normalna

Pojacano remodeliranje

Nekroza/granulacijsko tkivo

Frakture/kalusno tkivo

Mineralizacija hrskavice Normalna

O W O P N W O k| W O k| N W O F~ N w o

Abnormalna/na neprikladnim lokacijama
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Tablica 3. Tablica za procjenu histopatoloskog stanja hrskavice prema smjernicama

Medunarodnog drustva za istrazivanje osteoartritisa (OARSI) (65).

Razred Obiljezje

Podrazred

Dodatni kriteriji

0 Intaktna povrSina,

intaktna hrskavica

/

Intaktna hrskavica

1 Intaktna povrSina 1,0 Intaktne stanice Matriks:  povrSinska  zona
1,5 Stani¢na smrt intaktna, edemi i/ili fibrilacija
Stanice: proliferacija (klasteri),
hipertrofija
2 Nekontinuirana 2,0 Fibrilacija povrsinske + Diskontinuiranost povrSinske
povrsina zone zone
2,5 Povrsinska abrazija s =+ Deplecija kationskih boja u
gubitkom matriksa unutar gornjoj 1/3 hrskavice
povrsinske zone +  Dizorijentacija  stupaca
hondrona
3 Vertikalne 3,0 Jednostavne pukotine + Deplecija kationskih boja u
pukotine 3,5 Razgranate/kompleksne gornjoj 2/3 hrskavice
pukotine + Stvaranje novih kolagena
(polarizacijska mikroskopija)
4 Erozija 4,0 Delaminacija povrSinske Gubitak hrskavi¢nog matriksa,
zone stvaranje cista unutar matriksa
4,5 Ekskavacija srednje zone
5 Denudacija 5,0 Intaktna povrSina kosti ~ PovrSina su skleroti¢na kost ili
5,5 Prisutnost reparativnog reparativno tkivo, ukljucujuci
tkiva fibrohrskavicu
6 Deformacija 6,0 Osteofiti na rubovima Remodeliranje kosti.

zgloba
6,5 Osteofiti na rubovima

zgloba i centralno

Deformacija zglobne povrsine.
Ukljucujué¢i  mikrofrakture 1

popravak
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A: stupanj 0

Rani stupan) progresije OA. Bez vidljive skleroze
subhondraine kosli, tanka subhondralna plota i
tanke trabekule. Hijalina hrskavica je direktno
povezana s kostanom sr2i putem otvorenih fenestn
(oznatene zvjezdicom) u subhondrainoj kosti.

B: stupanj 1
Vidijiva bla2a skleroza subhondraine kost,
povecan volumen kosti. Vidijive zadebljane
trabekule, | dalje postoji kontakt hrskavice |
kostane sr2i.

C: Stupanj 2

Znatajno poveéanje subhondraine skleroze |
volumena kosti. Vidjjiva fibrilacija u subhondrainoj
ploti. Nema kontakta zmedu hrskavice i kostane
sr2i.

kodtane sr2i | hrskavice, Spljodtena subhondralna
plota.

Slika 5. Slikovni prikaz procjene stupnja progresije osteoartritisa subhondralne kosti prema
smjernicama Medunarodnog druStva za istrazivanje osteoartritisa (OARSI). Preuzeto i

prevedeno iz Aho i sur., 2017 (67).

4.4, Imunohistokemijska analiza uzoraka

Imunohistokemijska bojenja na kolagene tipa I, 11, VIi X i agrekan provedena su na parafinskim
rezovima debljine 5 um. Prije samog protokola imunohistokemijske analize, parafinski su
rezovi deparafinirani u ksilenu te rehidrirani u padaju¢im koncentracijama alkohola.
Imunohistokemijska bojenja na kolagene tipa Il i IX su provedena, ali nisu pronadena

odgovarajuca primarna protutijela, zbog ¢ega rezultati bojenja nisu navedeni u ovoj disertaciji.
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4.4.1. Kolagen tipa |

Otkrivanje epitopa antigena uc¢injeno je prekono¢nom inkubacijom u citratnom puferu (pH 6,2)
na 60 °C. Rezovi su potom isprani u PBS-u te inkubirani s primarnim ze¢jim poliklonalnim
protutijelom protiv kolagena tipa | (ab34710, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo).
Nakon ispiranja rezovi su inkubirani sekundarnim peroksidazom obiljezenim kozjim
monoklonalnim protutijelom na antigene misa i kunic¢a (Dako, Agilent Technologies, Glostrup,

Danska).

4.4.2. Kolagen tipa Il

Otkrivanje epitopa antigena ucinjeno je inkubacijom s 0,1 % pronazom (Sigma-Aldrich) i 2,5
% hijaluronidazom (Sigma-Aldrich). Rezovi su ispirani i inkubirani s primarnim misjim
monoklonalnim protutijelom protiv kolagena tipa 11 (11-116B3, Developmental Studies
Hybridoma Bank, University of lowa, lowa City, lowa). Nakon ispiranja rezovi su inkubirani
sekundarnim peroksidazom obiljezenim kozjim monoklonalnim protutijelom na antigene misa

i kunica (Dako, Agilent Technologies).

4.4.3. Kolagen tipa VI

Otkrivanje epitopa antigena ucinjeno je prekonoénom inkubacijom u citratnom puferu (pH 6,2)
na 60 °C. Rezovi su potom isprani u PBS-u te inkubirani s primarnim ze¢jim monoklonalnim
protutijelom protiv kolagena tipa VI (ab199720, Abcam). Nakon ispiranja rezovi su inkubirani
sekundarnim peroksidazom obiljezenim kozjim monoklonalnim protutijelom na antigene misa

i kuni¢a (Dako, Agilent Technologies).

4.4.4. Kolagen tipa X

Otkrivanje epitopa antigena ucinjeno je inkubacijom s 0,1 % pronazom (Sigma-Aldrich) i 2,5%
hijaluronidazom (Sigma-Aldrich). Rezovi su ispirani i inkubirani primarnim mi$jim
monoklonalnim protutijelom protiv kolagena tipa X (ab49945, Abcam). Nakon ispiranja rezovi
su inkubirani sekundarnim peroksidazom obiljeZenim kozjim monoklonalnim protutijelom na

antigene misa i kuni¢a (Dako, Agilent Technologies).
4.4.5. Agrekan
Otkrivanje epitopa antigena ucinjeno je prekono¢nom inkubacijom u citratnom puferu (pH 6,2)

na 60 °C. Rezovi su zatim tretirani 10 mM otopinom ditiotreitola te 40 mM otopinom
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jodoacetamida. Rezovi su isprani te inkubirani primarnim misjim monoklonalnim protutijelom
protiv agrekana (12/21/1-C-6, Developmental Studies Hybridoma Bank). Nakon ispiranja
rezovi su inkubirani sekundarnim peroksidazom obiljezenim kozjim monoklonalnim
protutijelom na antigene misa i kuni¢a (Dako, Agilent Technologies).

Za sva imunohistokemijska bojenja nespecifi¢no pozadinsko vezanje blokirano je inkubacijom
u 10-postotnom kozjem serumu (Sigma-Aldrich) u trajanju od 60 minuta, prije inkubacije s
primarnim protutijelom. Endogene peroksidaze inaktivirane su inkubacijom u 3-postotnom
vodikovom peroksidu (GramMol, Zagreb, Hrvatska) neposredno prije inkubacije sekundarnim
protutijelom. Vezanje protutijela na antigene vizualizirano je reakcijom s 3.3
diaminobenzidintetrakloridom (DAB) (Dako). Rezovi su zatim dehidrirani, uklopljeni u medij
za pokrivanje te pokriveni pokrovnim stakalcem. Kao pozitivha kontrola za kolagene tipa Il i
VI te agrekan koriStena je normalna hijalina hrskavica. Kao pozitivna kontrola za kolagen tipa
I koriStena je normalna subhondralna kost, a za kolagen tipa X artriticna zglobna hrskavica.
Rezovi koji su sluzili kao negativna kontrola podvrgnuti su identicnom protokolu kao 1 ostali
rezovi, no umjesto inkubacije s primarnim protutijelom inkubirani su u 1-postotnom kozjem

serumu.

4.4.6. Kvantifikacija imunohistokemijskih bojenja

Preparati su pregledani pod mikroskopom Olympus CX33 (Olympus, Tokio, Japan) te
snimljeni pripadaju¢om digitalnom kamerom EP50 (Olympus). Svi su preparati i negativne
kontrole snimljeni pod istovjetnim uvjetima. Neobradene fotografije snimljene pod povecanjem
od 200 puta analizirane su u programu FlJI/ImageJ (v2.3.0., National Institutes of Health,
Bethesda, MD, SAD). Za svaki preparat su nasumi¢no odabrane tri regije od interesa koje su
obuhvacale maksimalnu dostupnu povrSinu hrskavice, odnosno subhondralne kosti, te je
izmjerena zasicenost slike i izracunata srednja vrijednost sva tri mjerenja. Na istovjetan je nacin
izmjereno i pozadinsko bojenje kod negativnih kontrola. Za uzorke kod kojih makroskopskim
pregledom nije pronadena hrskavica regija od interesa je odabrana na gornjoj povrsini uzorka,
kako bi se osigurala detekcija i kvantifikacija pojedinih biljega hrskavice koji su prisutni u
malim koli¢inama i nisu vidljivi golim okom te kako bi se kod uzoraka kod kojih hrskavica
uistinu nije prisutna njen nedostatak mogao i brojcano prikazati. Mjerenje svakog preparata
normalizirano je u odnosu na njegovu negativnu kontrolu. Uzorci su zatim grupirani po
skupinama te su izraunate srednje vrijednosti i standardne devijacije svake skupine, t].

anatomske regije.
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4.5. Analiza hrskavice i subhondralne kosti pomocu mikromagnetske rezonancije

Mikro-MR snimanje uzoraka provedeno je na uredaju BioSpec 70/20 USR (Bruker BioSpin,
Ettlingen, Njemacka) prema standardiziranim protokolima (Tablica 4.) u GlowLabu,
Laboratoriju za regenerativnu neuroznanost Medicinskog Fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Za
snimanje hrskavice koristeni su T1 mapiranje i T2 relaksometrija. Subhondralna kost snimljena
je koristenjem T2-PD (engl. proton density) sekvence na standardiziran nacin. Snimljene su
slike bez (T2-PD) i sa supresijom signala iz masnog tkiva (engl. proton-density with fat
supression, T2-PD FS). Nakon toga uzorci su bili uronjeni u 0,5 mM otopinu gadolinija
(Dotarem, Pharmacol, Zagreb, Hrvatska) 16 h na 4 °C, te snimljeni protokolom odgodene
gadolinij postkontrasne evaluacije hrskavice magnetskom rezonancijom (dGEMRIC).

Analiza podataka provedena je u programu FIJI/ImageJ (v2.3.0., National Institutes of Health).
Nasumié¢no su odabrana po tri presjeka od svakog uzorka te je na svakoj snimci odabrana regija
od interesa koja je obuhvacala maksimalnu dostupnu povrSinu hrskavice. Za uzorke na kojima
nije bilo vidljive hrskavice regija od interesa odabrana je kao tanak sloj gornje povrSine uzorka,
tj. neposredno iznad subhondralne plo¢e. Za spomenute je uzorke regija od interesa odabrana
na opisani nacin iz istog razloga kao i kod imunohistokemijskih bojenja, kako bi se osigurala
detekcija i kvantifikacija pojedinih biljega hrskavice koji su prisutni u malim koli¢inama i nisu
vidljivi golim okom, odnosno kako bi se prilikom praéenja progresije koksartroze u obzir uzeli
i uzorci prikupljeni od pacijenata s krajnjim stadijima bolesti. Izratunata su T1 relaksacijska
vremena hrskavice prije (T1lpredGd) i poslije aplikacije gadolinija (T1lpostGd), te T2
relaksacijska vremena hrskavice. Izracunate su AR vrijednosti hrskavice, koristenjem formule
AR = (1/T1postGd -1/T1preGd). Sva je mjerenja u triplikatima proveo jedan ispitivaé, te je
izraCunata srednja vrijednost AR vrijednosti i T2 relaksacijskih vremena za svaki uzorak (Slika
6.).
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Slika 6. T1 mapa prije (A) i poslije aplikacije gadolinija (B) i T2 mapa (C) uzorka jednog od
ispitanika. Kalibracijske skale prikazuju vrijednosti T1, odnosno T2 relaksacijskih vremena u

ms.

Za mikro-MR analizu subhondralne kosti koristene su T2-PD i T2-PD FS snimke. Nasumi¢no
je odabrano pet presjeka od svakog uzorka, te je na svakom presjeku odabrana regija od interesa
koja je obuhvacala maksimalnu povrSinu subhondralne kosti, pri ¢emu nisu obuhvacéeni
subhondralna plo¢a niti rubni dijelovi uzorka, kako bi se izbjegla potencijalna infiltracija okolne
teku¢ine. Za potrebe izracuna udjela volumena Kkosti u regiji od interesa, T2-PD snimke
definirane su kao ,,vodatmast“, pri ¢emu mast oznacava kostanu srz, a T2-PD FS snimke kao
,,voda“. Pomocu programa FIJI/ImageJ izracunat je udio masti, tj. koStane srzi u svakoj regiji
od interesa, kao razlika u signalu izmedu T2-PD i T2-PD FS snimki. Udio volumena kosti
izraCunat je kao ,,1 - udio masti*. lzra¢unata je srednja vrijednost mjerenja za svaki uzorak
(Slika 7.).

Slika 7. Primjer slika koriStenih za analizu subondralne kosti metodom mikromagnetske

rezonancije. A) T2-PD slika, B) T2-PD FS slika i C) slika nastala kao rezultat oduzimanja T2-

PD i T2-PD FS slika, pri ¢emu bijeli pikseli predstavljaju kostanu srz.
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Tablica 4. Parametri snimanja uzoraka metodom mikromagnetske rezonancije.

T1 mapa prije i poslije

aplikacije gadolinija

T2 mapa

T2-PD?i T2-PD
FSY mjerene slike

Orijentacija longitudinalna / longitudinalna / longitudinalna /
sagitalna sagitalna sagitalna
Velic¢ina polja 15x12 x5 mm 15x12 x5 mm 15x12 x 10 mm
gledanja
Rezolucija u ravnini 120 x 120 pm 120 x 120 pm 75 x 75 pm
Broj presjeka 13 13 25

Debljina presjeka /

razmak

300 um / 100 um

300 um / 100 um

300 um / 100 um

Tip sekvence RARE-VTR® MSME® sekvenca s TurboRARE®
sekvencasa 6 T1 20 eho slika sekvenca (fast spin
eksperimenata echo)
TR/ITE® 350, 650, 1000, 1700, | 2500 ms /{7, 14,21, | 2200 ms/14 ms
2800, 4000 ms / 6 ms ..., 140} ms
Razmak odjeka 6 ms 7ms 7ms
RARE' ¢imbenik 2 - 4
Broj prosjeka 10 10 8
Propusnost 70000 Hz 45000 Hz 50000 Hz
Vrijeme snimanja 1h 28 min 42 min 8 min48s

& protonska gustoca (engl. proton density)
bengl. rapid acquisition with relaxation enhancement at variable repetition time
¢ engl. multislice multiecho
dengl. turbo rapid acquisition with relaxation enhancement
¢ engl. rapid acquisition with relaxation enhancement

Fengl. rapid acquisition with relaxation enhancement

9 T2-PD FS mijerene slike su snimane uz iste parametre kao i T2-PD mjerene slike, uz modul
za potiskivanje signala iz masnog tkiva

4.6. Analiza subhondralne kosti pomocu mikrokompjuterizirane tomografije

Nakon dGEMRIC snimanja u GlowLabu, uzorci natopljeni u gadoliniju stavljeni su u svjezu
fizioloSku otopinu 1 preneseni na Zavod za anatomiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu na mikro-CT snimanje. Pilot snimanjima ustanovljeno je kako gadolinij ne utjece na
mikro-CT snimanje niti rekonstrukciju uzoraka, zbog ¢ega uzorci nisu ispirani od kontrastnog

sredstva prije mikro-CT snimanja.
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Mikro-CT snimanje provedeno je na uredaju Skyscan 1076 (Bruker, Kontich, Belgija). Uvijeti
snimanja bili su sljede¢i: rezolucija 18 um, titanijski filter debljine 0,025 mm, rotacijski pomak
izvora zraCenja od 0,4 stupnja kroz podru¢je od 198 stupnjeva, usrednjavanje od tri slike
snimljene na istoj poziciji (engl. frame averaging) i trajanje snimanja jednog uzoraka 30 min.
Za obradu i analizu mikro-CT snimki koristen je Brukerov softverski paket: NRecon za
rekonstrukciju slika i CTAN za analizu i kvantifikaciju parametara. Dobivene slike pohranjene
su na vanjski disk i koriStene za daljnje analize. Prilikom analize subhondralne kosti pomocu
metode mikro-CT provedene su analize parametara subhondralne ploce i analize parametara
trabekularne kosti (Slika 8.). Regije od interesa oznacene su na po 150 presjeka subhondralne
ploce i trabekularne kosti te su binarizirane i analizirane u CTAn-u. Kvantifikacija parametara
subhondralne ploce 1 trabekularne kosti provedena je upotrebom CTAn protokola
optimiziranog na temelju pilot uzoraka. Za subhondralnu plocu su izracunati udio volumena
kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV / %), povrsina kosti (BS / mm?) i ukupna poroznost
(Po(tot) / %), a za trabekularnu kost udio volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV
| %), debljina trabekula (Th.Th / mm) i broj trabekula (Th.N / mm™).

Slika 8. Primjer rekonstuiranog uzorka subhondralne Kkosti analiziranog metodom

mikrokompjuterizirane tomografije. A) cijeli uzorak, B) regija od interesa subhondralne ploce

i C) regija od interesa trabekularne kosti.
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4.7. Statisticka analiza rezultata

Provedeno je testiranje normalnosti distribucije podataka, ¢ime je ustanovljeno kako podaci
odstupaju od normalne distribucije. Stoga je statisticka analiza podataka provedena upotrebom
neparametrijskih testova. Statisticke analize provedene su u programu SPSS Statistics
(v29.0.0.0, International Business Machines Corporation, New York, SAD). Usporedba
rezultata izmedu istovjetnih anatomskih regija razlicitih skupina ispitanika provedena je
pomocu Kruskal-Wallis testova, uz razinu znacajnosti 0,05. Ukoliko su pronadene statisticki
znacajne razlike, provedena je post hoc analiza Mann-Whitney testom, kojim su medusobno
usporedene pojedine skupine.

Statisticka analiza podataka unutar skupine ispitanika s razvojnim poremecajem kuka
provedena je pomoc¢u Friedmanovih testova te post hoc Wilcoxonovim testom za zavisne
uzorke. Analiza podataka unutar kontrolnih skupina provedena je Wilcoxonovim testom za
zavisne uzorke.

Podudaranje udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva trabekularne kosti
acetabularnih i femoralnih regija dobivenih metodama mikro-MR i mikro-CT testirano je
pomocu Bland-Altman analize. Potom je napravljen studentov t-test kako bi se utvrdilo jesu li

dobivene razlike izmedu metoda znacajno razli¢ite od distribucije sa srednjom vrijednoséu 0.

31



5.REZULTATI

5.1. Mikroskopska grada osteohondralne jedinice

Uzorci iz svih skupina ispitanika uspjeSno su obojani histoloSkim 1 imunohistokemijskim
bojenjima.

Na neaocetabulumu pet pacijenata iz skupine DDH pronadena je hijalina hrskavica. Bojenja
safraninom O/Fast Greenom i toluidinskim modrilom pokazala su pozitivno obojenje na
proteoglikane u hrskavi¢énom matriksu, a Massonovo trikromno bojenje i pikrosirijus crveno
bojenje pozitivno obojenje na kolagen. Hrskavica neoacetabuluma tih uzoraka bila je ouvane
debljine, s manjim degenerativnim promjenama ili povrsinskim oste¢enjima, i imala je visoko
organizirane hondrocite, bez ili s minimalnim znakovima hipertrofije, te stupicastom

organizacijom u dubljim slojevima (Slika 9.). Kod ostalih pacijenata iz skupine DDH na

neoacetabulumu nije pronadena visokoorganizirana hijalina hrskavica.

Slika 9. Histoloska bojenja hijaline hrskavice neoacetabuluma pacijenta s razvojnim
poremecajem kuka. A) hematoksilin-eozin; B) Massonovo trikromno bojenje; C) safranin
O/Fast Green; D) toluidinsko modrilo; E) pikrosirijus crveno bojenje. Slike su snimljene na
mikroskopu Olympus CX33, pod povecanjem 200 puta. Za slikanje pikrosirijus crvenog
bojenja primijenjena je polarizacija. Mjerna skala odgovara 50 um.

Hijalina hrskavica pronadena je na acetabulumu Sest pacijenata s razvojnim poremecajem kuka.
HistoloSka bojenja safranin O/Fast green 1 toluidinsko modrilo pokazale su prisutnost
proteoglikana, a Massonovo trikromno bojenje i pikrosirijus crveno bojenje prisutnost kolagena
u hrskaviécnom matriksu (Slika 10.). Na acetabulumu ostalih pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka nije pronadena visokoorganizirana hijalina hrskavica, ali su svi preostali
uzroci na acetabulumu imali makar fragmente hrskavi¢nog tkiva. Medu pacijentima s razvojnim

poremecajem kuka nisu pronadeni uzorci acetabuluma bez hrskavice.
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Slika 10. Histoloska bojenja hijaline hrskavice acetabuluma pacijenta s razvojnim

poremecajem kuka. A) hematoksilin-eozin; B) Massonovo trikromno bojenje; C) safranin
O/Fast Green; D) toluidinsko modrilo; E) pikrosirijus crveno bojenje. Slike su snimljene na
mikroskopu Olympus CX33, pod povecanjem 200 puta. Za slikanje pikrosirijus crvenog
bojenja primijenjena je polarizacija. Mjerna skala odgovara 50 pum.

Nenosivi dio glave femura kod pacijenata s razvojnim poremecajem kuka kod deset je
pacijenata bio pokriven ocuvanom hijalinom hrskavicom. Ta je hrskavica imala karakteristike
zdrave hrskavice i uredno se obojala histoloskim bojenjima. Bila je ocuvane debljine, s visoko
organiziranim hondrocitima 1 bez vec¢ih strukturalnih aberacija. Nosivi dio glave femura kod
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka u pravilu je pokazivao znakove uznapredovale
koksartroze, uz visokoskleroti¢nu kost, koja je bila ili posve gola ili mjestimi¢no pokrivena
fragmentima visokodegradirane hrskavice. Na cetiri je uzorka pronadena gotovo potpuno
zdrava hrskavica ocuvane debljine i s organiziranim hondrocitima u hrskavi¢nom matriksu.
Osteohondralna jedinica pozitivne kontrole, tj. pacijenata s primarnom koksartrozom opc¢enito
je pokazivala visoke stupnjeve progresije koksartroze. PovrSina osteohondralne jedinice glave
femura vecine ispitanika, tj. njih devet, je bila ili gola kost ili je bila pokrivena manjim
fragmentima hrskavi¢nog tkiva, dok je kod Sest pacijenata pronadena hrskavica s tek blazim
stadijima degradacije. Kod cetiri je pacijenta iz skupine pozitivne kontrole pronadena gotovo
ocuvana hrskavica na acetabulumu, koja je pokazivala visoke stupnjeve organizacije.
Subhondralna kost glave femura i acetabuluma uglavnom je bila skleroti¢na, sa zadebljalim
trabekulama 1 subhondralnom plocom.

Osteohondralna jedinica negativne kontrole, tj. pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata
femura imala je karakteristike zdravog tkiva. | acetabulum i glava femura ove skupine ispitanika
bili su prekriveni zdravom hijalinom hrskavicom, koja je bila ocCuvane debljine, s

visokoorganiziranim hondrocitima i minimalnim povrSinskim aberacijama. Hrskavica vecine
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uzoraka se uredno obojala histolo§kim bojenjima, a subhondralna kost je pokazivala nikakve
do minimalne znakove pojave koksartroze. Kod dva su pacijenta uoCeni pocetni stadiji
degradacije hrskavice acetabuluma 1 glave femura, koji su se ocitovali kao gubitak

proteoglikana u gornjim slojevima hrskavice i ostecenje povrsine hrskavice.

5.1.1. Procjena kvalitete hrskavice i subhondralne kosti

Prema OARSI ljestvici za procjenu kvalitete hrskavice u kategoriji acetabuluma najnizi stupanj
progresije OA-a imala je hrskavica acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata
femura, s prosjeCnim stupnjem progresije 2.0 = 0,68, a najvisi stupanj progresije bolesti
hrskavica neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka, s prosje¢nim stupnjem
progresije 5,2 + 1,98. Hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem Kuka i
pacijenata s primarnim OA-om imale su sli¢ne stupnjeve progresije OA-a, s prosje¢nim
stupnjem 4,3 = 2,09 kod DDH pacijenata, odnosno 4,2 + 1,56 kod OA pacijenata (Slika 11.).
Procjena kvalitete hrskavice prema ICRS smjernicama dala je iste rezultate — hrskavica
acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura pokazala se najocuvanijom
s prosjekom od 12,5 + 1,96 bodova, dok je hrskavica neoacetabuluma pacijenata s DDH-om
pokazala najviSi stupanj degeneracije s prosjekom od 3,6 = 5,04 bodova. Hrskavica
acetabuluma pacijenata s DDH-om imala je prosje¢no 6,4 + 4,88 bodova, a hrskavica

acetabuluma pacijenata s priamrnim OA 6,3 + 4,13 boda (Slika 12.).

StatistiCka analiza procjene kvalitete hrskavice acetabuluma prema OARSI smjernicama
Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu acetabularnih
regija, uz izracunatu p vrijednost < 0,001. Mann-Whitney test pokazao je postojanje statisticki
znacajnih razlika izmedu skupina Fx A 1 OA A (p = 0,024), te izmedu skupina DDH NA 1 Fx
A (p <0,001).
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Slika 11. Graficki prikaz procjene kvalitete hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH A), hrskavice neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecéajem
kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i
hrskavice acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A) prema
OARSI smjernicama. Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. * oznacava p <0,05; ***

oznacava p < 0,001.

Statisticka analiza procjene kvalitete hrskavice prema ICRS smjernicama Kruskal-Wallis
testom pokazala je postojanje statistiCki znacCajnih razlika izmedu acetabularnih regija, uz
izraunati p vrijednost < 0,001. Mann-Whitney test pokazao je postojanje statisticki znac¢ajnih
razlika izmedu DDH NA i Fx A (p <0,001), OA A i FX A (p =0,018), te izmedu DDH A i Fx
A (p =0,022).
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Slika 12. Graficki prikaz procjene kvalitete hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH A), hrskavice neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecéajem
kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i
hrskavice acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A) prema
ICRS smjernicama. Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. * oznacava p < 0,05; ***

oznacava p < 0,001.

Prema OARSI ljestvici za procjenu kvalitete hrskavice u kategoriji glave femura, hrskavica
glave femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura imala je najnizi stupanj
progresije OA-a, s prosje¢nim stupnjem progresije 1,2 + 0,36. Najvisi stupanj progresije OA
ustanovljen je kod hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata s DDH-om, s prosje¢nim
stupnjem progresije 5,0 £ 1,70. Hrskavica nenosivog dijela glave femura pacijenata s DDH-om
imala je prosjecan stupanj progresije OA 2,6 £ 1,70, a hrskavica glave femura pacijenata s
primarnim OA 3,2 + 1,84 (Slika 13.). Prema ICRS smjernicama hrskavica glave femura
pacijenata sa subkapitalnim prijelomom glave femura imala je najviSe bodova, s prosjekom od
15,8 + 1,87, a najmanje bodova imala je hrskavica nosivog dijela glave femura pacijenata s
DDH-om, s prosjekom od 4,9 + 5,26 bodova. Hrskavica nenosivog dijela glave femura
pacijenata s DDH-om imala je u prosjeku 11,3 + 4,74 boda, a ona pacijenata s primarnim OA-
om 9,9 + 4,90 bodova (Slika 14.).

Statisticka analiza procjene kvalitete hrskavice prema OARSI smjernicama Kruskal-Wallis
testom pokazala je postojanje statisticki znaCajne razlike izmedu regija glave femura, uz

izraCunatu p vrijednost < 0,001. Mann-Whitney test pokazao je postojanje statisti¢ki zna¢ajnih
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razlika izmedu skupina Fx F 1 OA F (p = 0,009), DDH WB i Fx F (p <0,001), te izmedu skupina
DDH NWB i DDH WB (p = 0,036).
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Slika 13. Grafic¢ki prikaz procjene kvalitete hrskavice nenosivog dijela glave femura pacijenata
s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata
s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB), hrskavice glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom (OA F) i hrskavice glave femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata
femura (Fx F) prema OARSI smjernicama. Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. *

oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001.

Statisticka analiza procjene kvalitete hrskavice prema ICRS smjernicama Kruskal-Wallis
testom pokazala je postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu regija glave femura, uz
izraCunatu p vrijednost < 0,001. Mann-Whitney test pokazao je postajanje statisti¢ki zna¢ajnih
razlika izmedu skupina DDH WB i Fx F (p <0,001), OA Fi Fx F (p = 0,004), te izmedu skupina
DDH NWB i Fx F (p = 0,039).
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Slika 14. Graficki prikaz procjene kvalitete hrskavice nenosivog dijela glave femura pacijenata
s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata
s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB), hrskavice glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom (OA F) i hrskavice glave femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata
femura (Fx F) prema ICRS smjernicama. Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. *

oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001.

Statisticka analiza procjena kvalitete hrskavice prema OARSI smjernicama Friedmanovim
testom pokazala je statistiCki znacajne razlike izmedu acetabularnih i femoralnih regija unutar
skupine DDH, uz p vrijednost 0,026. Statisticki znacajna razlika pronadena je izmedu skupina
DDH NA i DDH NWB (p = 0,009). Wilcoxonov test za zavisne uzorke pokazao je statisti¢ki
znacajne razlike izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine Fx (p = 0,005),
te izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine OA (p = 0,023).

Statisticka analiza procjena kvalitete hrskavice prema ICRS smjernicama Friedmanovim testom
pokazala je statisti¢ki znacajne razlike izmedu acetabularnih i femoralnih regija unutar skupine
DDH, uz p vrijednost 0,009. Statisticki znacajna razlika pronadena je izmedu skupina DDH NA
i DDH NWB (p = 0,014). Wilcoxonov test za zavisne uzorke pokazao je statisti¢ki znacajne
razlike izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine Fx (p = 0,001), te izmedu

hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine OA (p = 0,017).

Prema OARSI smjernicama za procjenu stupnja progresije OA subhondralne kosti, najvisi

stupanj progresije u kategoriji acetabuluma pronaden je kod subhondralne kosti
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neoacetabuluma pacijenata s DDH-om, s prosjecnim stupnjem progresije 2,7 * 0,44. Najnizi
stupanj progresije imao je acetabulum pacijenata s DDH-om, s prosjekom od 1,7 = 0,79, a nesto
visi prosje¢ni stupanj progresije OA-a imala je subhondralna kost acetabuluma pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura, s prosje¢nim stupnjem 2 * 0,53. Subhondralna kost
acetabuluma pacijenata s primarnim OA-om imala je prosjecni stupanj progresije OA 2,5 *
0,50 (Slika 15.).

Statisticka analiza procjene kvalitete subhondralne kosti acetabuluma prema OARSI
smjernicama Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu
acetabularnih regija, uz izraCunatu p vrijednost < 0,001. Mann-Whitney test pokazao je
postojanje statisti¢ki znac¢ajnih razlika izmedu skupina DDH A i OA A (p = 0,015), DDH A i
DDH NA (p =0,001), te izmedu skupina DDH NA i Fx A (p = 0,007).

* %k

35

* *
dkok
0 i I I

DDHA DDH NA OAA Fx A

Stupanj progresije OA
= N
= [0,] N (6] w

o
vl

Slika 15. Graficki prikaz stupnja progresije Kkoksartroze prema OARSI smjernicama
subhondralne kosti acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A),
subhondralne kosti neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA),
subhondralne kosti acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i subhondralne
kosti acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske

oznacava standardnu devijaciju. ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001.

Prema OARSI smjernicama za procjenu stupnja progresije OA subhondralne kosti, najvisi
stupanj progresije u kategoriji glave femura imala je subhondralna kost nosivog dijela glave
femura pacijenata s DDH-om, s prosje¢nim stupnjem 2,2 + 1,11. Subhondralna kost glave
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femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura pokazala je najnizi stupanj
progresije OA-a, s prosjekom od 0,9 = 0,72. Nesto viSi stupanj progresije, s prosjeCnom
vrijednosti 1 = 0,73, pronaden je kod subhondralne kosti nenosivog dijela glave femura
pacijenata s DDH-om, a prosje¢ni stupanj progresije OA-a od 1,5 + 0,88 pronaden je u skupini
glave femura pacijenata s primarnim OA-om (Slika 16.).

StatistiCka analiza procjene kvalitete subhondralne kosti prema OARSI smjernicama Kruskal-
Wallis testom pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu femoralnih regija, uz
izraCunatu p vrijednost 0,003. Mann-Whitney test pokazao je postojanje statisticki znacajnih
razlika izmedu skupina DDH WB i Fx F (p = 0,005), te izmedu skupina DDH NWB i DDH
WB (p =0,017).
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Slika 16. Graficki prikaz stupnja progresije Koksartroze prema OARSI smjernicama
subhondralne kosti nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NWB), subhondralne kosti nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH WB), subhondralne kosti glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom (OA F) i subhondralne kosti glave femura pacijenata sa subkapitalnim
prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreSke oznacava standardnu devijaciju. * oznacava p

<0,05; ** oznacava p < 0,01.

Statisticka analiza procjena kvalitete subhondralne kosti prema OARSI Friedmanovim testom
pokazala je statisticki znacajne razlike izmedu acetabularnih i femoralnih regija unutar skupine

DDH, uz p vrijednost < 0,001. Statisticki znacajna razlika pronadena je izmedu skupina DDH
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NA i DDH NWB (p =0,001). Wilcoxonov test za zavisne uzorke pokazao je statisticki znacajne
razlike izmedu subhondralne kosti acetabuluma i glave femura unutar skupine Fx (p = 0,004)

te izmedu subhondralne kosti acetabuluma i glave femura unutar skupine OA (p = 0,004).

5.2. Imunohistokemijska analiza uzoraka

Hrskavica neoacetabuluma pacijenata iz skupine DDH kod kojih je pronadena hijalina
hrskavica imunohistokemijskim bojenjima se obojala pozitivno na kolagen tipa Il i agrekan.
Imunohistokemijska bojenja na kolagen tipa VI pokazala su njegov izrazaj primarno uz
hondrocite, s manjom difuzijom u hrskavi¢ni matriks. Imunohistokemijsko bojenje na kolagen

tipa X pokazalo je nisku razinu izrazaja u hrskavici (Slika 17.). Subhondralna kost obojala se

pozitivno na kolagen tipa | (Slika 18.).

Slika 17. Imunohistokemijsko bojenje hijaline hrskavice neoacetabuluma pacijenata s
razvojnim poremecajem kuka na A) agrekan, B) kolagen tipa Il, C) kolagen tipa VI i D) kolagen
tipa X. Slike su snimljene na mikroskopu Olympus CX33, pod pove¢anjem 200 puta. Mjerna

skala odgovara 50 um.
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Slika 18. Imunohistokemijsko bojenje subhondralne kosti neoacetabuluma pacijenta s
razvojnim poremecajem kuka na kolagen tipa I. A) povecanje 40 puta, mjerna skala odgovara

200 um; B) povecanje 200 puta, mjerna skala odgovara 50 um.

Povr§ina neoacetabuluma pacijenata iz skupine DDH kod kojih nije pronadena
visokoorganizirana hijalina hrskavica bila je ili visokoskleroticna gola kost ili su pronadeni
manji fragmenti hrskavi¢nog tkiva (Slika 19.). Ti hrskavi¢ni fragmenti Cetiriju pacijenata su
obojani pozitivno na kolagen tipa Il, a triju pacijenata i na agrekan. Subhondralna kost
neoacetabuluma ovih pacijenata obojala se pozitivno na kolagen tipa I, ali je imala
karakteristike uznapredovale koksartroze, poput =zadebljanja subhondralne ploce i
uznapredovale skleroze podlezece kosti (Slika 20.). Osteohondralna jedinica neoacetabuluma

gradom je nalikovala osteohondralnoj jedinici primarne koksartroze.

Slika 19. Imunohistokemijsko bojenje hrskavice neoacetabuluma pacijenata s razvojnim

poremecajem kuka kod kojih nije pronadena visokoorganizirana hijalina hrskavica. A) bojanje
na agrekan (povecéanje 40 puta); B) bojanje na kolagen tipa II (povecanje 40 puta); C) bojanje
na kolagen tipa II (povecéanje 200 puta); D) bojanje na agrekan (povecanje 200 puta). Mjerna

skala za povecéanje 40 puta odgovara 200 um, a za povecéanje 200 puta 50 pum.
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Slika 20. Imunohistokemijsko bojenje na kolagen tipa | subhondralne kosti neoacetabuluma
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka kod kojih nije nadena normalna hijalina hrskavica.

Slike su snimljene pod poveéanjem 40 puta. Mjerna skala odgovara 200 um.

Hrskavica acetabuluma pacijenata iz skupine DDH kod kojih je pronadena hijalina hrskavica
bila je pozitivna na kolagen tipa I i VI, i na agrekan, te je pokazala niske razine izrazaja
kolagena tipa X (Slika 21.). Kod tri od ovih $est pacijenata hrskavica je bila potpuno o¢uvana,
s visokim stupnjem organizacije hondrocita i o¢uvanom strukturom, dok je kod drugih tri
pokazivala znakove degeneracije, ponajprije u smislu povrsinskih aberacija i izrazaja kolagena
tipa VI i izvan zone samih hondrocita, te je imala nizi stupanj organizacije hondrocita.

Subhondralna kost obojala se pozitivno na kolagen tipa | (Slika 22.).

Slika 21. Imunohistokemijsko bojenje hijaline hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka na A) agrekan, B) kolagen tipa 11, C) kolagen tipa VI i D) kolagen tipa X.
Slike su snimljene na mikroskopu Olympus CX33, pod povecanjem 200 puta. Mjerna skala
odgovara 50 um.
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Slika 22. Imunohistokemijsko bojenje subhondralne kosti acetabuluma pacijenta s razvojnim
poremecajem kuka na kolagen tipa I. A) povecanje 40 puta, mjerna skala odgovara 200 um; B)

povecanje 200 puta, mjerna skala odgovara 50 um.

Hrskavi¢ni fragmenti pronadeni na acetabulumu pacijenata iz skupine DDH kod kojih nije
pronadena visokoorganizirana hijalina hrskavica obojali su se pozitivno na kolagen tipa Il i/ili
agrekan. Izrazavali su kolagen tipa VI po cijelom hrskavicnom matriksu, ne samo oko

hondrocita, a uocen je i povecan izrazaj kolagena tipa X (Slika 23.).

Slika 23. Imunohistokemijsko bojenje hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka kod kojih nije pronadena visokoorganizirana hijalina hrskavica. A) bojanje
na agrekan; B) bojanje na kolagen tipa Il; C) bojanje na kolagen tipa VI; D) bojanje na kolagen
tipa X. Slike su snimljene pod povec¢anjem 200 puta. Mjerna skala odgovara 50 pm.

Hrskavica nenosivog dijela glave femura pacijenata iz skupine DDH pozitivno se obojala na

kolagene tipa I i VI i na agrekan te je imala nisku razinu izrazaja kolagena tipa X. Kao $to je

ve¢ spomenuto, na tri uzorka nenosivog dijela glave femura uocena je visoko degradirana
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hrskavica, s poremecenom organizacijom hondrocita i abnormalnim izrazajem kolagena i

agrekana, a kod dva uzorka je uocen potpuni nedostatak hrskavice (Slika 24.).

Slika 24. Imunohistokemijsko bojanje na kolagen tipa Il hrskavice nenosivog dijela femura
dvaju pacijenata s razvojnim poremecajem kuka. A) uzorak s ouvanom hrskavicom koja se
obojala pozitivno na kolagen tipa Il; B) uzorak na kojem ne nalazimo hrskavice. Slike su

snimljene pod povecanjem 40 puta. Mjerna skala odgovara 200 pm.

Hrskavica nosivog dijela glave femura pacijenata iz skupine DDH u pravilu je bila
visokodegradirana, no na cetiri je uzorka pronadena ofuvana hrskavica koja se obojala
pozitivno na agrekan i kolagen tipa Il (Slika 25.).

Slika 25. Imunohistokemijsko bojenje hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata s
razvojnim poremecajem kuka na kolagen tipa II. A) uzorak bez hrskavice; B) uzorak s
fragmentima hrskavi¢nog tkiva; C) uzorak s debljom hrskavicom obojanom pozitivho na

kolagen tipa Il. Slike su snimljene pod povecanjem 40 puta. Mjerna skala odgovara 200 pm.
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Hrskavica pacijenata iz skupine OA opcéenito je bila visokodegradirana te nije bila pozitivna na
biljege hijaline hrskavice. Kod $est je pacijenata iz ove skupine pronadena ofuvana hrskavica
glave femura, a kod Cetiri pacijenta i acetabuluma, koja je obojana pozitivnho na glavne
hrskavicne biljege (Slika 26. i 27.).

Slika 26. Imunohistokemijsko bojenje hrskavice acetabuluma pacijenata s primarnom
koksartrozom na kolagen tipa Il. A) uzorak bez hrskavice; B) uzorak s debljim slojem hrskavice
obojanim pozitivno na kolagen tipa Il. Slike su snimljene pod poveéanjem 40 puta. Mjerna

skala odgovara 200 um.

Slika 27. Imunohistokemijsko bojenje hrskavice glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom na kolagen tipa Il. A) uzorak gotovo bez hrskavice, osim manjeg fragmenta
pozitivno obojanog na kolagen tipa Il; B) uzorak s dobro o¢uvanom hrskavicom. Slike su

snimljene pod povecanjem 40 puta. Mjerna skala dogovara 200 pm.

Hrskavica pacijenata iz skupine Fx je bila pozitivna na kolagen tipa Il i agrekan.
Imunohistokemijsko bojenje na kolagen tipa VI pokazalo je njegovu lokalizaciju u teritoriju

hondrocita, a pokazan je i nizak izrazaj kolagena tipa X. Subhondralna kost acetabuluma i glave
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femura bila je pozitivna na kolagen tipa I. Kod dva je pacijenta u hrskavi¢cnom matriksu uo¢en
manji sadrZaj kolagena tipa II 1 VI 1 agrekana te neSto poviSen izrazaj kolagena tipa X.
Hrskavica tih pacijenata unato¢ biokemijskim promjenama, bila je ocuvane debljine, s

organiziranim hondrocitima i minimalnim strukturnim aberacijama (Slika 28.).

Slika 28. Imunohistokemijsko bojanje hrskavice pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata
femura. A) bojanje hrskavice acetabuluma na agrekan; B) bojanje hrskavice acetabuluma na
kolagen tipa IlI; C) bojanje hrskavice glave femura na agrekan; D) bojanje hrskavice glave
femura na kolagen tipa II. Slike su snimljene pod povecanjem 40 puta. Mjerna skala odgovara
200 pm.

Rezultati imunohistokemijskih bojenja su kvantificirani te su izraCunate razine izrazaja

kolagena tipa I, I, Il, VI i X i agrekana za acetabularne i femoralne regije svih skupina
ispitanika (Tablica 5.).
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Tablica 5. Rezultati kvantifikacije imunohistokemijskih bojenja na kolagen tipa I, Il, VIi X, i
agrekan. Prikazane su srednje vrijednosti razine izrazaja pojedinih komponenti osteohondralne
jedinice acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecaje kuka (DDH A), neoacetabuluma
pacijenata s razvojnim poremecaje kuka (DDH NA), acetabuluma pacijenata s primarnim OA
(OA A), acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom femura (Fx A), nenosivog dijela
femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), nosivog dijela femura
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB), femura pacijenata s primarnim OA-om
(OA F) i femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Sve prikazane

vrijednosti su normalizirane s obzirom na pripadaju¢u negativnu kontrolu.

Anatomska Kolagen Kolagen Kolagen Kolagen Agrekan
regija tipa | tipa Il tipa VI tipa X

DDH A 6.96+248 8,36+525 890+346 4,10+257 4,81%3,96
DDH NA 7,77+£253 521+452 741+441 537+385 3,87%335
OA A 761+262 819+356 659+4,01 523+247 3,73%+3,15
Fx A 746+353 1103+391 433+195 3,70+257 9,61%5,16
DDH NWB 7,714+305 7,71+374 784+441 365+2,70 5,54+5,06
DDH WB 6,96+220 6,00+x466 8,04+500 4,09+211 3,15+261
OAF 530+225 8,75+4,16 542+278 452+193 292+1,99
Fx F 750+3,14 1151+399 304+123 203+108 494+264

5.2.1. Izrazaj kolagena tipa I u subhondralnoj kosti
StatistiCka analiza razine izrazaja kolagena tipa | u subhondralnoj kosti acetabularnih regija
Kruskal-Wallis testom nije pokazala postojanje statisti¢ki znac¢ajnih razlika izmedu skupina, uz

izraGunatu p vrijednost 0,776 (Slika 29.).
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Slika 29. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa I
subhondralne kosti acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A),
subhondralne kosti neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA),
subhondralne kosti acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i subhondralne
kosti acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske

oznacava standardnu devijaciju.

Statisti¢ka analiza razine izrazaja kolagena tipa I u subhondralnoj kosti regija glave femura
Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu skupina, uz
izraCunatu p vrijednost 0,044. Mann-Whitney test pokazao je statisticki znac¢ajne razlike izmedu
skupina DDH NWB i OA F (p = 0,009) (Slika 30.).
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Slika 30. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa I
subhondralne kosti nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NWB), subhondralne kosti nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH WB), subhondralne kosti glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom (OA F) i subhondralne kosti glave femura pacijenata sa subkapitalnim
prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. ** oznacava

p<0,01.

Statisticka analiza razine izrazaja kolagena tipa I unutar skupine DDH Friedmanovim testom
nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika (p = 0,763). Wilcoxonovim testom za
zavisne uzorke napravljena je analiza unutar skupina OA i Fx. Pronadene su statisticki znacajne

razlike izmedu OA A i OA F (p = 0,027), ali ne i izmedu Fx A i Fx F (p = 0,46).

5.2.2. Izrazaj kolagena tipa Il u hrskavici

Statisti¢ka analiza razine izraZaja kolagena tipa Il u acetabularnim regijama Kruskal-Wallis
testom pokazala je postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraunatu p
vrijednost 0,015. Mann-Whitney test pokazao je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu
skupina DDH NA i Fx A (p = 0,008) (Slika 31.).
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Slika 31. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa II
hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A), hrskavice
neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma
pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i hrskavice acetabuluma pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske oznaCava standardnu

devijaciju. ** oznacava p < 0,01.

Statisti¢ka analiza razine izrazaja kolagena tipa Il u regijama glave femura Kruskal-Wallis
testom pokazala je postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraCunatu p
vrijednost 0,016. Mann-Whitney test pokazao je postojanje statisticki znac¢ajne razlike izmedu
skupina DDH WB i Fx F (p = 0,009) (Slika 32.).
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Slika 32. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa II
hrskavice nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH
NWB), hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremec¢ajem kuka (DDH
WB), hrskavice glave femura pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i hrskavice glave
femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava

standardnu devijaciju. ** oznacava p < 0,01.

Statisti¢ka analiza razine izrazaja kolagena tipa Il unutar skupine DDH Friedmanovim testom
nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika (p = 0,43). Wilcoxonovim testom za
zavisne uzorke napravljena je analiza unutar skupina OA i Fx. Nisu pronadene statisticki

znacajne razlike izmedu OA A i OA F (p = 0,691) niti izmedu Fx A i Fx F (p = 0,281).

5.2.3. Izrazaj kolagena tipa VI u hrskavici

StatistiCka analiza razine izrazaja kolagena tipa VI u hrskavici acetabularnih regija Kruskal-
Wallis testom pokazala je postojanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraCunatu
p vrijednost 0,016. Mann-Whitney test pokazao je statisticki znacajnu razliku izmedu skupina
DDH Ai Fx A (p = 0,009) (Slika 33.).
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Slika 33. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa VI
hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A), hrskavice
neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma
pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i hrskavice acetabuluma pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske oznaCava standardnu

devijaciju. ** oznacava p < 0,01.

Statisti¢ka analiza razine izrazaja kolagena tipa VI u hrskavici regija glave femura Kruskal-
Wallis testom pokazala je postojanje statisticki znac¢ajnih razlika izmedu skupina, uz izratunatu
p vrijednost 0,001. Mann-Whitney test pokazao je statisticki znacajnu razliku izmedu skupina
DDHWB i Fx F (p = 0,005) te izmedu skupina DDH NWB i Fx F (p = 0,003) (Slika 34.).
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Slika 34. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa VI
hrskavice nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH
NWB), hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremec¢ajem kuka (DDH
WB), hrskavice glave femura pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i hrskavice glave
femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava

standardnu devijaciju. ** oznacava p < 0,01.

Statisticka analiza razine izraZaja kolagena tipa VI unutar skupine DDH Friedmanovim testom
nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika (p = 0,486). Wilcoxonovim testom za
zavisne uzorke napravljena je analiza unutar skupina OA i Fx. Nisu pronadene statisticki
znacajne razlike izmedu OA A 1 OA F (p = 0,363), ali je pronadena statisticki znac¢ajna razlika

izmedu Fx A i Fx F (p = 0,031).

5.2.4. Izrazaj kolagena tipa X u hrskavici
Statisti¢ka analiza razine izrazaja kolagena tipa X u hrskavici acetabularnih regija Kruskal-
Wallis testom nije pokazala postojanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu skupina, uz

izraCunatu p vrijednost 0,302 (Slika 35.).
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Slika 35. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa X
hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A), hrskavice
neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma
pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i hrskavice acetabuluma pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreSke oznacava standardnu

devijaciju.

Statisti¢ka analiza razine izraZaja kolagena tipa X u hrskavici regija glave femura Kruskal-
Wallis testom pokazala je postojanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraCunatu
p vrijednost 0,004. Mann-Whitney test pokazao je statisticki znacajnu razliku izmedu skupina
DDHWB i Fx F (p = 0,031), te izmedu skupina Fx F 1 OA F (p = 0,004) (Slika 36.).
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Slika 36. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa X
hrskavice nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH
NWB), hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremec¢ajem kuka (DDH
WB), hrskavice glave femura pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i hrskavice glave
femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava

standardnu devijaciju. * oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01.

Statisticka analiza razine izraZaja kolagena tipa X unutar skupine DDH Friedmanovim testom
nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika (p = 0,516). Wilcoxonovim testom za
zavisne uzorke napravljena je analiza unutar skupina OA i1 Fx. Nisu pronadene statisticki
znacajne razlike izmedu OA A 1 OA F (p = 0,394), ali je pronadena statisticki znac¢ajna razlika

izmedu Fx A i Fx F (p = 0,047).

5.2.5. Izrazaj agrekana u hrskavici

Statisti¢ka analiza razine izrazaja agrekana u hrskavici acetabularnih regija Kruskal-Wallis
testom pokazala je statisticki znacCajne razlike, uz p vrijednost 0,002. Mann-Whitney test
pokazao je statisticki znacajne razlike izmedu skupina DDH NA i Fx A (p = 0,006), te izmedu
skupina OA Ai Fx A (p = 0,006) (Slika 37.).
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Slika 37. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na agrekan hrskavice
acetabuluma pacijenata s razvojnim poremec¢ajem kuka (DDH A), hrskavice neoacetabuluma
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma pacijenata s
primarnom koksartrozom (OA A) i hrskavice acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim
prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. ** oznacava
p <0,01.

Statisti¢ka analiza razine izraZaja agrekana u regijama glave femura Kruskal-Wallis testom nije

pokazala postojanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina DDH NWB, DDH WB, OA F
i Fx F (Slika 38.).
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Slika 38. Graficki prikaz kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja na agrekan hrskavice
nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB),
hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB),
hrskavice glave femura pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i hrskavice glave femura
pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreSke oznacava

standardnu devijaciju.

Statisticka analiza razine izrazaja agrekana unutar skupine DDH Friedmanovim testom nije
pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika (p = 0,16). Wilcoxonovim testom za zavisne
uzorke napravljena je analiza unutar skupina OA 1 Fx. Nije pronadena statisti¢ki znacajne
razlika izmedu OA A i OA F (p = 0,433), ali je pronadena statisticki znacajna razlika izmedu

Fx A i Fx F (p < 0,001).

5.3. Analiza hrskavice i subhondralne kosti pomocu mikromagnetske rezonancije

5.3.1. Analiza hrskavice metodom odgodene gadolinij-postkontrasne evaluacije hrskavice
magnetskom rezonancijom

Izracunate AR vrijednosti hrskavice acetabularnih regija za DDH A, DDH NA, OA Ai Fx A
iznosile su redom: 1.104 x 102+ 2.67 x10“ ms™, 1.256 x 102+ 6.56 x 10“* ms™, 1.1666 x 103
+ 1.040 x 10°ms? i 7.10 x 10 + 5.41043 x 10° ms* (Slika 39.). Statisticka analiza AR
vrijednosti hrskavice acetabularnih regija Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje

statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz p vrijednost < 0,001. Mann-Whitney test
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pokazao je statisticki znacajne razlike izmedu skupina Fx A i OA A (p = 0,049), DDH NA i Fx
A (p =0,001) te izmedu skupina DDH A i Fx A (p <0,001).
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Slika 39. Graficki prikaz AR vrijednosti hrskavice acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecéajem kuka (DDH A), hrskavice neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecéajem
kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i
hrskavice acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). AR
vrijednosti izracunate su kao (1/T1postGd - 1/T1preGd). Traka pogreske oznacava standardnu

devijaciju. * oznacava p < 0,05; *** oznacava p < 0,001.

Izracunate AR vrijednosti hrskavice femoralnih regija za DDH NWB, DDH WB, OA F i Fx F
iznosile su redom: 9.76 x 104+ 2.75 x 10 ms™?, 1.288 x 103+ 1.019 x 10 ms™, 8.58 x 10 +
2.68 x 10* ms?i6.37 x 10%+ 1.16 x 10* ms? (Slika 40.). Statisti¢ka analiza AR vrijednosti
hrskavice femoralnih regija Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisticki znacajnih
razlika izmedu skupina, uz p vrijednost < 0,001. Mann-Whitney test pokazao je statisticki
znacajne razlike izmedu skupina DDH NWB i Fx F (p = 0,001) te izmedu skupina DDH WB i
Fx F (p <0,001).
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Slika 40. Grafi¢ki prikaz AR vrijednosti hrskavice nenosivog dijela glave femura pacijenata s
razvojnim poremecéajem kuka (DDH NWB), hrskavice nosivog dijela glave femura pacijenata
s razvojnim poremecéajem kuka (DDH WB), hrskavice glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom (OA F) i hrskavice glave femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata
femura (Fx F). AR vrijednosti izra¢unate su kao (1/T1postGd - 1/T1preGd). Traka pogreske

oznacava standardnu devijaciju. *** oznacava p < 0,001.

Statisticka analiza AR vrijednosti izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine
DDH Friedmanovim testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika (p = 0,486).
Wilcoxonov test za zavisne uzorke pokazao je kako nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu
hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine OA (p = 0,532), ali je pronadena
statisticki zna¢ajna razlika izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine Fx (p
=0,047).

5.3.2. T2 relaksometrija hrskavice

T2 relaksacijska vremena hrskavice acetabularnih regija za DDH A, DDH NA, OA Ai Fx A
iznosila su redom: 42,54 + 9,66 ms, 57,28 + 31,87 ms, 40,61 + 20,81 ms i 38,21 + 5,53 ms
(Slika 41.). Statisticka analiza T2 relaksacijskih vremena hrskavice acetabularnih regija
Kruskal-Wallis testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz

p vrijednost 0,373.

60



100
90
80
70

60
50
40
30
20
10

DDH A DDH NA OA A Fx A

T2 / ms

=

Slika 41. Graficki prikaz T2 relaksacijskih vremena hrskavice acetabuluma pacijenata S
razvojnim poremecajem kuka (DDH A), hrskavice neoacetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH NA), hrskavice acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom
(OA A) i hrskavice acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A).

Traka pogreSke oznacava standardnu devijaciju.

T2 relaksacijska vremena hrskavice femoralnih regija za DDH NWB, DDH WB, OA F i Fx F
iznosila su redom: 36,98 + 16,37 ms, 41,80 £ 25,27 ms, 40,15 + 18,91 ms i 35,44 + 4,55 ms
(Slika 42.). StatistiCka analiza T2 relaksacijskih vremena hrskavice regija glave femura
Kruskal-Wallis testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz

p vrijednost 0,926.
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Slika 42. Graficki prikaz T2 relaksacijskih vremena hrskavice nenosivog dijela glave femura
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), hrskavice nosivog dijela glave femura
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB), hrskavice glave femura pacijenata s
primarnom koksartrozom (OA F) i hrskavice glave femura pacijenata sa subkapitalnim

prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreSke oznacava standardnu devijaciju.

Statisticka analiza T2 relaksacijskih vremena izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura
unutar skupine DDH Friedmanovim testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih
razlika (p = 0,056). Wilcoxonov test za zavisne uzorke pokazao je da nema statisti¢ki znacajne
razlike izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine OA (p = 0,955), niti

izmedu hrskavice acetabuluma i glave femura unutar skupine Fx (p = 0,211).

5.3.3. Analiza subhondralne kosti metodom mikromagnetske rezonancije

Udjeli volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva subhondralne kosti (BV/TV) dobiveni
metodom mikro-MR za acetabularne regije DDH A, DDH NA, OA A i Fx A iznosili su redom:
42,92 + 24,81%, 72,95 + 18,92%, 51,75 + 25,69% i 37,54 + 17,81% (Slika 43.). Statisti¢ka
analiza Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu
skupina, uz izracunatu p vrijednost 0,002. Mann-Whitney test pokazao je statisti¢ki znacajne
razlike izmedu skupina DDH NA i Fx A (p = 0,003) te skupina DDH A i DDH NA (p = 0,01).
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Slika 43. Graficki prikaz rezultata analize subhondralne kosti metodom mikromagnetske
rezonancije uzoraka acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecéajem kuka (DDH A),
neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA), acetabuluma pacijenata
s primarnom koksartrozom (OA A) i acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata
femura (Fx A). BV/TV oznacava udio volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva. Traka

pogreske oznacava standardnu devijaciju. ** oznacava p < 0,01.

Udjeli volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva subhondralne kosti (BV/TV) dobiveni
metodom mikro-MR za femoralne regije DDH NWB, DDH WB, OA F i Fx F iznosili su redom:
24,72 + 18,48%, 53,32 + 31,81%, 25,08 + 21,90% i 11,70 + 8,47% (Slika 44.). Statisticka
analiza Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu
skupina, uz izra¢unatu p vrijednost 0,003. Mann-Whitney test pokazao je statisticki znacajne
razlike izmedu skupina DDH WB i Fx F (p = 0,001).
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Slika 44. Graficki prikaz rezultata analize subhondralne kosti metodom mikromagnetske
rezonancije uzoraka nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecéajem kuka
(DDH NWB), nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH
WB), glave femura pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i glave femura pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). BV/TV oznacava udio volumena kosti u
ukupnom volumenu tkiva. Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. *** oznacava p <

0,001.

Statisti¢ka analiza udjela volumena kosti u uzorcima acetabuluma i glave femura unutar skupine
DDH Friedmanovim testom pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike (p < 0,001).
Statisticki znacajna razlika pronadena je izmedu DDH NA i DDH NWB (p < 0,001).
Wilcoxonov test za zavisne uzorke pokazao je statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina OA
A1OAF (p=0,006), te izmedu Fx A i Fx F (p =0,001).
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5.4. Analiza subhondralne kosti pomocu mikrokompjuterizirane tomografije
5.4.1. Analiza subhondralne ploce
IzraCunati su parametri subhondralne ploc¢e acetabularnih i femoralnih regija svih skupina

ispitanika (Tablica 6.).

Tablica 6. Rezultati analize subhondralne plo¢e metodom mikrokompjuterizirane tomografije.
Prikazane su srednje vrijednosti udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV),
povrsine kosti (BS) i ukupne poroznosti (Po(tot)) acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH A), neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NA), acetabuluma pacijenata s primarnim OA (OA A), acetabuluma pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A), nenosivog dijela femura pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH NWB), nosivog dijela femura pacijenata s razvojnim poremecajem
kuka (DDH WB), femura pacijenata s primarnim OA (OA F) i femura pacijenata sa

subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F).

Anatomska regija BVITV /% BS / pm? Po(tot) / %
DDH A 64,89 + 14,05 56,72 + 18,01 35,11 + 14,05
DDH NA 72,54 + 10,17 46,46 + 12,35 27,55+ 10,17
OAA 68,50 + 10,91 55,17 + 18,66 31,50 +10,91
Fx A 71,06 £ 13,16 43,28 £ 12,99 28,94 + 13,16
DDH NWB 60,22 + 15,39 47,99 + 8,.84 39,78 + 15,39
DDH WB 66,53 + 14,09 46,33 + 13,62 33,47 £ 14,09
OAF 75,59 + 10,60 43,53 + 10,26 24,41 + 10,60
Fx F 69,76 + 10,80 39,33+ 4,08 30,24 + 10,80

Statisticka analiza udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva subhondralne ploce

acetabularnih regija Kruskal-Wallis testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika

izmedu skupina, uz izracunatu p vrijednost 0,337 (Slika 45.).
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Slika 45. Graficki prikaz udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV)
subhondralne plo¢e acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A),
neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA), acetabuluma pacijenata
s primarnom koksartrozom (OA A) i acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata

femura (Fx A). Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju.
Statisticka analiza udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva subhondralne ploce regija

glave femura Kruskal-Wallis testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika

izmedu skupina, uz izraCunatu p vrijednost 0,060 (Slika 46.).
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Slika 46. Graficki prikaz udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV)
subhondralne ploce nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NWB), subhondralne kosti nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH WB), subhondralne kosti glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom (OA F) i subhondralne kosti glave femura pacijenata sa subkapitalnim

prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju.
Statisticka analiza povrSine kosti subhondralne ploc¢e acetabularnih regija Kruskal-Wallis

testom nije pokazala postojanje statisticki zna¢ajnih razlika izmedu skupina, uz izraunatu p

vrijednost 0,125 (Slika 47.).
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Slika 47. Grafi¢ki prikaz povrsine kosti (BS) subhondralne plo¢e acetabuluma pacijenata s
razvojnim poremecajem kuka (DDH A), neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem
kuka (DDH NA), acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i acetabuluma
pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske oznacava

standardnu devijaciju.
StatistiCka analiza povrSine kosti subhondralne ploce regija glave femura Kruskal-Wallis

testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraunatu p

vrijednost 0,079 (Slika 48.).
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Slika 48. Graficki prikaz povrsine kosti (BS) subhondralne plo¢e nenosivog dijela glave femura
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), subhondralne kosti nosivog dijela
glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB), subhondralne kosti glave
femura pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i subhondralne kosti glave femura
pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava

standardnu devijaciju.
Statisticka analiza ukupne poroznosti subhondralne ploce acetabularnih regija Kruskal-Wallis

testom nije pokazala postojanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izra¢unatu p

vrijednost 0,337 (Slika 49.).
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Slika 49. Graficki prikaz ukupne poroznosti (Po(tot)) subhondralne plo¢e acetabuluma
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A), neoacetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH NA), acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i
acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske

oznacava standardnu devijaciju.
Statisti¢ka analiza ukupne poroznosti subhondralne ploce regija glave femura Kruskal-Wallis

testom nije pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraunatu p

vrijednost 0,06 (Slika 50.).
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Slika 50. Graficki prikaz ukupne poroznosti (Po(tot)) subhondralne plo¢e nenosivog dijela
glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), subhondralne kosti
nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB),
subhondralne kosti glave femura pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i subhondralne
kosti glave femura pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske

oznacava standardnu devijaciju.

Provedene su statistiCke analize rezultata mjerenja parametara subhondralne ploce
acetabularnih i femoralnih regija unutar skupine DDH Friedmanovim testovima. Pronadene su
statisticki znacajne razlike izmedu BV/TV-a (p = 0,031) te izmedu Po(tot)-a (p = 0,031).
Statisticki znacajne razlike za oba parametra pronadene su izmedu skupina DDH NWB i DDH
NA uz izraCunate p vrijednosti 0,043. Nisu pronadene statisticki znacajne razlike izmedu BS-a
(p = 0,211). Wilcoxonovi testovi za zavisne uzorke provedeni su za usporedbu unutar skupina
OA i Fx. Nisu pronadene statisticki znacajne razlike unutar skupine OA za BV/TV (p = 0,069),
niti Po(tot) (p = 0,069), ali su pronadene znacajne razlike za BS (p = 0,017). Nisu pronadene
statisti¢ki znacajne razlike unutar skupine Fx za BV/TV (p = 0,394), BS (p = 0,173) niti Po(tot)
(p =0,394).
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5.4.2. Analiza trabekularne kosti

IzraCunati su parametri trabekularne kosti acetabularnih 1 femoralnih regija svih skupina

ispitanika (Tablica 7.).

Tablica 7. Rezultati analize trabekularne kosti metodom mikrokompjuterizirane tomografije.
Prikazane su srednje vrijednosti udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV),
debljine trabekula (Th.Th) i broja trabekula (Tb.N) acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH A), neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NA), acetabuluma pacijenata s primarnim OA (OA A), acetabuluma pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A), nenosivog dijela femura pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH NWB), nosivog dijela femura pacijenata s razvojnim poremecajem
kuka (DDH WB), femura pacijenata s primarnim OA (OA F) i femura pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F).

Anatomska regija BVITV /% Th.Th/ mm Thb.N/ mm™1
DDH A 41,11 +17,21 0,247 + 0,069 1,64 +£0,41
DDH NA 64,15 + 12,28 0,304 + 0,043 2,14 + 0,44
OA A 60,61 + 18,27 0,303 £ 0,044 197+£0,41
Fx A 54,79+ 22,71 0,286 + 0,067 1,86 + 0,50
DDH NWB 32,52 £ 13,04 0,234 £ 0,084 1,37 £ 0,29
DDH WB 46,82 +£ 17,32 0,272 + 0,065 1,66 + 0,33
OAF 35,85+11,81 0,247 + 0,063 1,43+ 0,16
Fx F 27,37 £ 8,44 0,201 £ 0,044 1,35+0,23

Statisti¢ka analiza udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva trabekularne kosti
acetabularnih regija Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisti¢ki znacajnih razlika
izmedu skupina, uz izracunatu p vrijednost 0,012. Mann-Whitney test pokazao je statisticki
znacajnu razliku izmedu skupina DDH A i DDH NA (p = 0,012) (Slika 51.).
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Slika 51. Graficki prikaz udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV)
trabekularne kosti acetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH A),
neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH NA), acetabuluma pacijenata
s primarnom koksartrozom (OA A) i acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata

femura (Fx A). Traka pogreske oznac¢ava standardnu devijaciju. * oznacava p < 0,05.

Statisti¢ka analiza udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva trabekularne kosti regija
glave femura Kruskal-Wallis testom pokazala je postojanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu
skupina, uz izracunatu p vrijednost 0,011. Mann-Whitney test pokazao je statisticki znacajnu
razliku izmedu skupina DDH WB i Fx F (p = 0,006) (Slika 52.).
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Slika 52. Graficki prikaz udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva (BV/TV)
trabekularne kosti nenosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NWB), subhondralne kosti nosivog dijela glave femura pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH WB), subhondralne kosti glave femura pacijenata s primarnom
koksartrozom (OA F) i subhondralne kosti glave femura pacijenata sa subkapitalnim
prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava standardnu devijaciju. ** oznacava

p <0,01.
Statisti¢ka analiza debljine trabekula acetabularnih regija Kruskal-Wallis testom nije pokazala

postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izracunatu p vrijednost 0,052 (Slika

53.).
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Slika 53. Graficki prikaz debljine trabekula (Tb.Th) acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH A), neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NA), acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i acetabuluma
pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske oznacava

standardnu devijaciju.

Statisticka analiza debljine trabekula regija glave femura Kruskal-Wallis testom pokazala je
postojanje statisti¢ki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraGunatu p vrijednost 0,046. Mann-
Whitney test pokazao je statisticki znac¢ajnu razliku izmedu skupina DDH WB i Fx F (p =0,037)
(Slika 54.).
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Slika 54. Grafi¢ki prikaz debljine trabekula (Tb.Th) nenosivog dijela glave femura pacijenata
s razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), subhondralne kosti nosivog dijela glave femura
pacijenata s razvojnim poremecéajem kuka (DDH WB), subhondralne kosti glave femura
pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i subhondralne kosti glave femura pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava standardnu

devijaciju. * oznacava p < 0,05.

Statisti¢ka analiza broja trabekula acetabularnih regija Kruskal-Wallis testom nije pokazala
postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraunatu p vrijednost 0,070 (Slika

55.).
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Slika 55. Graficki prikaz broja trabekula (Th.N) acetabuluma pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka (DDH A), neoacetabuluma pacijenata s razvojnim poremecajem kuka
(DDH NA), acetabuluma pacijenata s primarnom koksartrozom (OA A) i acetabuluma
pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx A). Traka pogreske oznacava

standardnu devijaciju.

Statisticka analiza broja trabekula femoralnih regija Kruskal-Wallis testom pokazala je
postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu skupina, uz izraunatu p vrijednost 0,020. Mann-
Whitney test pokazao je statisticki znacajne razlike izmedu skupina DDH WB i Fx F (p =0,017)
(Slika 56.).
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Slika 56. Graficki prikaz broja trabekula (Tb.N) nenosivog dijela glave femura pacijenata s
razvojnim poremecajem kuka (DDH NWB), subhondralne kosti nosivog dijela glave femura
pacijenata s razvojnim poremecajem kuka (DDH WB), subhondralne kosti glave femura
pacijenata s primarnom koksartrozom (OA F) i subhondralne kosti glave femura pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura (Fx F). Traka pogreske oznacava standardnu

devijaciju. * oznacava p < 0,05.

Provedene su statisticke analize rezultata mjerenja parametara trabekularne kosti acetabularnih
i femoralnih regija unutar skupine DDH Friedmanovim testovima. Pronadene su statisticki
znacajne razlike izmedu BV/TV-a (p < 0,001), Th.Th-a (p = 0,02) te Th.N-a (p < 0,001). Post
hoc analizom pronadene su statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina DDH NA i DDH NWB
zaBV/TV (p<0,001), Th.Th (p =0,048) i Th.N (p < 0,001). Wilcoxonov test za zavisne uzorke
proveden je za usporedbu unutar skupina OA i FX. Pronadene su statisti¢ki znacajne razlike
unutar skupine OA za BV/TV (p = 0,002), Th.Th (p = 0,002) te Th.N (p = 0,005). Pronadene
su statisti¢ki znacajne razlike unutar skupine Fx za BV/TV (p = 0,001), Th.Th (p = 0,002) te
Th.N (p = 0,002).
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5.5. Usporedba rezultata dobivenih koristenjem razlicitih metoda
5.5.1. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i snimanja mikromagnetskom rezonancijom
Usporedeni su rezultati histoloSkih bojenja i1 snimanja hrskavice acetabularnih regija metodom

dGEMRIC (Slika 57.). Izracunat je korelacijski koeficijent koji iznosi 0,9868.
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Slika 57. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i snimanja hrskavice acetabularnih regija

metodom odgodene gadolinij-postkontrasne evaluacije hrskavice magnetskom rezonancijom.

Usporedeni su rezultati histoloskih bojenja i snimanja hrskavice femoralnih regija metodom

dGEMRIC (Slika 58.). Izracunat je korelacijski koeficijent koji iznosi 0,9444.
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Slika 58. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i snimanja hrskavice femoralnih regija

metodom odgodene gadolinij-postkontrasne evaluacije hrskavice magnetskom rezonancijom.

Usporedeni su rezultati histoloskih bojenja i T2 relaksometrije hrskavice acetabularnih regija

(Slika 59.). Izracunat je korelacijski koeficijent koji iznosi 0,7619.
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Slika 59. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i T2 relaksometrije hrskavice acetabularnih
regija.

Usporedeni su rezultati histoloskih bojenja i T2 relaksometrije hrskavice femoralnih regija
(Slika 60.). Izracunat je korelacijski koeficijent koji iznosi 0,9516.
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Slika 60. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i T2 relaksometrije hrskavice femoralnih

regija.

5.5.2. Usporedba rezultata imunohistokemijskih bojenja i snhimanja mikromagnetskom
rezonancijom

Usporedeni su rezultati imunohistokemijskog bojenja hrskavice na agrekan i snimanja
hrskavice acetabularnih regija metodom dGEMRIC (Slika 61.). Izracunat je korelacijski
koeficijent koji iznosi -0,9843.
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Slika 61. Usporedba imunohistokemijskog bojenja na agrekan i snimanja hrskavice
acetabularnih regija metodom odgodene gadolinij-postkontrasne evaluacije hrskavice

magnetskom rezonancijom.
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Usporedeni su rezultati imunohistokemijskog bojenja hrskavice na agrekan i snimanja
hrskavice femoralnih regija metodom dGEMRIC (Slika 62.). Izra¢unat je korelacijski

koeficijent koji iznosi -0,4121.
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Slika 62. Usporedba imunohistokemijskog bojenja na agrekan i snimanja hrskavice femoralnih
regija metodom odgodene gadolinij-postkontrastne evaluacije hrskavice magnetskom

rezonancijom.
Usporedeni su rezultati imunohistokemijskog bojenja hrskavice na kolagen tipa Il i T2

relaksometrije hrskavice acetabularnih regija (Slika 63.). Izracunat je korelacijski koeficijent
koji iznosi -0,9174.

82



70 12

60 10
50
8 o
Bm
& 40 ©
£ .-
~ 30 =
3
4 o
20
10 2
0 0
DDH A DDH NA OA A Fx A
N T? relaksometrija = |HC bojenje na kolagen tipa Il
Slika 63. Usporedba imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa Il i T2 relaksometrije

hrskavice acetabularnih regija.

Usporedeni su rezultati imunohistokemijskog bojenja hrskavice na kolagen tipa II 1 T2
relaksometrije hrskavice femoralnih regija (Slika 64.). Izracunat je korelacijski koeficijent koji
iznosi -0,7881.
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Slika 64. Usporedba imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa Il i T2 relaksometrije

hrskavice femoralnih regija.
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5.5.3. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i snimanja mikrokompjuteriziranom
tomografijom
Usporedeni su rezultati histoloSkih bojenja 1 snimanja subhondralne kosti acetabularnih regija

metodom mikro-CT (Slika 65.). Izracunat je korelacijski koeficijent koji iznosi 0,9549.
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Slika 65. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i snimanja subhondralne kosti acetabularnih

regija metodom mikrokompjuterizirane tomografije.

Usporedeni su rezultati histoloskih bojenja 1 snimanja subhondralne kosti femoralnih regija

metodom mikro-CT (Slika 66.). Izra¢unat je korelacijski koeficijent koji iznosi 0,9776.
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Slika 66. Usporedba rezultata histoloskih bojenja i snimanja subhondralne kosti femoralnih

regija metodom mikrokompjuterizirane tomografije.

5.5.4 Usporedba rezultata imunohistokemijskih bojenja i snimanja mikrokompjuteriziranom
tomografijom

Usporedeni su rezultati imunohistokemijskog bojenja subhondralne kosti na kolagen tipa I i
snimanja subhondralne kosti acetabularnih regija metodom mikro-CT (Slika 67.). Izracunat je

korelacijski koeficijent koji iznosi 0,9980.
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Slika 67. Usporedba imunohistokemijskog bojenja subhondralne kosti na kolagen tipa I i
snimanja subhondralne kosti acetabularnih regija metodom mikrokompjuterizirane
tomografije.
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Usporedeni su rezultati imunohistokemijskog bojenja subhondralne kosti na kolagen tipa I 1
snimanja subhondralne kosti femoralnih regija metodom mikro-CT (Slika 68.). Izracunat je

korelacijski koeficijent koji iznosi -0,2658.
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Slika 68. Usporedba imunohistokemijskog bojenja subhondralne kosti na kolagen tipa | i

snimanja subhondralne kosti femoralnih regija metodom mikrokompjuterizirane tomografije.

5.5.5. Usporedba  rezultata  snimanja  mikromagnetskom rezonancijom i
mikrokompjuteriziranom tomografijom

Bland-Altman testiranje podudaranja udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva
trabekularne kosti acetabularnih regija pokazalo je dobro podudaranje izmedu metoda, S
izraCunatom prosjeénom razlikom 3,88 % (Slika 69.). Studentov t-test je pokazao da razlike

izmedu metoda ne odstupaju znacajno od distribucije sa srednjom vrijednoséu 0 (p = 0,2013).
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Slika 69. Rezultati Bland-Altman korelacije izmedu udjela volumena kosti u ukupnom
volumenu tkiva trabekularne kosti acetabuluma dobivenih metodama mikromagnetske

rezonancije i mikrokompjuterizirane tomografije.

Bland-Altman testiranjem podudaranja udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva
trabekularne kosti femoralnih regija pokazalo je loSe podudaranje izmedu metoda, s
izraCunatom prosje¢nom razlikom 6,94 % (Slika 70.). Studentov t-test je pokazao kako razlike

izmedu metoda znacajno odstupaju od distribucije sa srednjom vrijednoséu 0 (p = 0,004).
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Slika 70. Rezultati Bland-Altman korelacije izmedu udjela volumena kosti u ukupnom
volumenu tkiva trabekularne kosti glave femura dobivenih metodama mikromagnetske

rezonancije i mikrokompjuterizirane tomografije.
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6. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su prisutnost formirane hijaline hrskavice kod pacijenata s
razvojnim poremecajem kuka na anatomskim regijama koje su geneticki predisponirane za
razvoj kosStanog tkiva te na regijama koje nisu podvrgnute mehani¢kom optere¢enju. Ovo je
ujedno prvi put da je hrskavica neoacetabuluma pacijenata s visokim stupnjevima razvojnog
poremecaja kuka detaljno histoloski i radioloSki okarakterizirana. Rezultati vec¢ine koriStenih
metoda potvrduju hipotezu da grada osteohondralne jedinice neoacetabuluma i nosivog dijela
glave femura odgovara onoj degenerativne koksartroze. Medutim, dio hipoteze koji tvrdi da
grada osteohondralne jedinice acetabuluma bolesnika s razvojnim poremecéajem kuka odgovara
onoj normalne hrskavice je opovrgnut jer su pronadene sli¢nosti, ali i razlike izmedu nenosivih
povrsina pacijenata s DDH-om u objema kontrolnim skupinama.

Unutar skupine pacijenata s razvojnim poremecajem kuka uocena je velika varijabilnost medu
uzorcima svih ispitivanih anatomskih regija. lako su nenosive regije, tj. acetabulum i nenosivi
dio glave femura, ve¢inom imale deblji sloj hrskavice u odnosu na regije koje su bile izlozene
mehani¢kom pritisku, i kod nenosivih regija su uoceni razli¢iti stupnjevi degeneracije. Tako je
kod tri ispitanika kod kojih je pronadena hijalina hrskavica na acetabulumu ona imala blaze
znakove degradacije, prvenstveno u smislu povrsinskih aberacija, a na uzorcima acetabuluma
drugih devet ispitanika su pronadeni hrskavicni fragmenti karakterizirani viS§im stadijima
progresije bolesti. Hrskavica nenosivog dijela glave femura slijedila je slican obrazac, pri cemu
je kod deset ispitanika opisana o¢uvana hrskavica, kod njih tri hrskavica s uznapredovalim
stadijima degeneracije, a kod dva potpuni nedostatak hrskavi¢nog tkiva. Nadalje, kod Cetiri su
pacijenta 1 nosive regije imale ocuvanu hrskavicu, dok je kod drugih hrskavica bila potpuno
degradirana, tj. na povr$ini uzoraka se nalazila samo gola kost.

Hijalina hrskavica pronadena je na neoacetabulumu 5 od 15 (33 %) pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka. Hrskavica neoacetabuluma tih pacijenata obojana je pozitivno na kolagen
tipa 11 i agrekan, dva glavna biljega hijaline zglobne hrskavice, te je izrazavala kolagen tipa VI
primarno u podrucju teritorija hondrocita i imala niske razine kolagena tipa X, $to je
karakteristi¢no za zdravo tkivo (53, 78-80). Histoloska bojenja tih uzoraka takoder su pokazala
kako gradom odgovaraju hijalinoj hrskavici. Hrskavica neoacetabuluma cetiriju ispitanika s
razvojnim poremecajem kuka obojala se pozitivno na samo kolagen tipa Il ili samo agrekan,
dok kod ostalih pacijenata na neoacetabulumu nije pronadeno hrskavi¢no tkivo, nego samo kost
s karakteristikama uznapredovalog OA-a. Pronalazak manjih regija pozitivnih na kolagen tipa

Il ili agrekan na cetiri uzorka upucuje na pretpostavku kako je kod tih pacijenata u jednom
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razdoblju njihovih zivota neoacetabulum bio prekriven hrskaviénim tkivom, najvjerojatnije
hijalinom hrskavicom, koje je bilo podvrgnuto degeneraciji uslijed starenja i progresije OA-a.
Potrebno je naglasiti da su svi pacijenti s razvojnim poremecajem kuka ukljuceni u studiju u
trenutku provodenja istrazivanja imali dijagnosticiran uznapredovali OA, karakteriziran
degradacijom hrskavice. Buduéi da je o¢uvana hijalina hrskavica pronadena na tre¢ini uzoraka,
mozemo zakljuciti da je ektopi¢no stvaranje hijaline hrskavice moguce. Postojanje hijaline
hrskavice na neoacetabulumu — anatomskoj regiji koja je geneti¢ki predisponirana za razvoj
kostanog tkiva, moglo bi se objasniti migracijom hrskavi¢nog tkiva s anatomskog acetabuluma.
Tijekom razvoja glava femura migrira proksimalno prema vanjskoj strani ilijacne kosti, $to
rezultira elongacijom hrskavice anatomskog acetabuluma u istom smjeru i formiranjem
neoacetabuluma prekrivenog hijalinom hrskavicom (81). Zbog svega navedenog, za pacijente
s DDH-om na ¢ijem neoacetabulumu nije pronadena hrskavica ne mozemo tvrditi kako hijalina
hrskavica tamo nikad nije ni postojala, nego samo da nije pronadena u trenutku provodenja
istrazivanja, jer je unistena uslijed degeneracije zbog nastanka sekundarne koksartroze.
Hijalina hrskavica pronadena je i na povrSini acetabuluma u 6 od 15 (40 %) bolesnika s
razvojnim poremecajem kuka. Ovo otkri¢e suprotstavlja se teoriji kako je mehanicko
optere¢enje neophodno za uredan razvoj hijaline zglobne hrskavice jer hrskavica anatomskog
acetabuluma nije bila podvrgnuta mehani¢kom pritisku (82). Unato¢ tomu S$to hrskavica
acetabuluma pacijenata s DDH-om nije bila uzglobljena s glavom femura, i unutar ove skupine
su uoceni razliCiti stadiji degeneracije tkiva, ¢ak i kod pacijenata kod kojih je dokazano
postojanje prave hijaline hrskavice na acetabulumu, $to se suprotstavlja pocetnoj hipotezi
prema kojoj bi hrskavica acetabuluma trebala gradom odgovarati zdravoj hrskavici. Medutim,
kod pacijenata s DDH-om na anatomskom acetabulumu nisu pronadeni uzorci na kojima se
nalazila samo gola kost. Cak i uzorci s uznapredovalim stadijima degradacije tkiva imali su
prisutne barem fragmente hrskavice, §to bi upucivalo na zakljucak da je anatomski acetabulum
manje podlozan degenerativnim promjenama u usporedbi s neoacetabulumom. Ova je tvrdnja
potkrijepljena i literaturnim navodima koji isti¢u ulogu mehanickog troSenja u degradaciji tkiva
(83).

Pronalazak hijaline hrskavice na neoacetabulumu i acetabulumu pacijenata s razvojnim
poremecajem kuka dovodi u pitanje opeprihvacenu paradigmu da su za uredan razvoj hijaline
hrskavice potrebni i mehanicko opterec¢enje i genetika (82, 84-86). Prethodne su studije vise
puta potvrdile da je mehanicko opterecenje potrebno za razvoj hijaline hrskavice. Navode ulogu

mehanickog opterecenja u regulaciji anabolicke 1 katabolicke aktivnosti izvanstani¢nog
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matriksa te njegov pozitivan utjecaj na aktivnost hondrocita i proizvodnju kolagena tipa Il i
agrekana (87, 88). Medutim, pronalazak hijaline hrskavice na acetabulumu pacijenata s DDH-
om u sklopu ovog istrazivanja govori u prilog tomu da se hijalina hrskavica moze razviti i bez
mehanickog opterecenja te otvara vrata buducim istrazivanjima.

Osteohondralna jedinica obiju regija glave femura pacijenata iz skupine DDH pokazala je
veliku varijabilnost unutar skupine. Kod 10 uzoraka iz skupine DDH NWB pronadena je
potpuno ocuvana hrskavica, koja je gradom i biokemijskim sastavom odgovarala zdravoj
hrskavici. Kod pet je, pak, uzoraka hrskavica bila djelomi¢no ili ¢ak potpuno degradirana i
gradom 1 sastavom je viSe nalikovala hrskavici zahvacenoj primarnim OA-om. Statisticka
analiza rezultata odgovara mikroskopskom opisu tkiva. dGEMRIC analizom, procjenom stanja
hrskavice prema ICRS smjernicama 1 analizom razine izraZaja kolagena tipa VI pronadene su
znacajne razlike izmedu obiju femoralnih regija pacijenata s DDH-om i regije Fx F. S druge
strane, za parametre poput udjela volumena kosti u ukupnom volumenu subhondralne kosti
izraCunatim metodama mikro-MR i mikro-CT, debljine i broja trabekula, te razine izrazaja
kolagena tipa Il i X pronadene su razlike izmedu DDH WB i Fx F, ali ne i izmedu DDH NWB-
a i Fx F-a. Za neke je parametre pronadena statisticki znacajna razlika izmedu DDH WB-a |
DDH NWB-a (procjena kvalitete hrskavice i subhondralne kosti prema OARSI smjernicama),
te izmedu DDH NWB-a i OA F-a (razina izraZaja kolagena tipa I). Pregled svih rezultata analize
skupine DDH NWB opovrgava pocetnu hipotezu koja tvrdi da osteohondralna jedinica
nenosivog dijela glave femura odgovara onoj negativne kontrole, ali se moze objasniti
¢injenicom kako sekundarni OA prouzrocen razvojnim poremecajem kuka utjece i na nenosive
regije (20, 49). Kao i acetabulum pacijenata s DDH-om, i nenosivi dio glave femura moze se
smatrati prijelaznim oblikom iz zdravog prema bolesnom tkivu, barem u kontekstu ove studije.
Uzorci nosivog dijela glave femura pacijenata iz skupine DDH u pravilu su pokazivali znakove
uznapredovalog OA-a, kao §to je vidljivo i iz rezultata, ali je i u ovoj skupini uocena
varijabilnost te je na ¢etiri uzorka pronadena gotovo potpuno ocuvana hrskavica.

Obzirom na rezultate analize hrskavice histoloskim i imunohistokemijskim bojenjima te
metodom mikro-MR hrskavica negativne kontrole, tj. pacijenata sa subkapitalnim prijelomom
vrata femura pokazala se najocuvanijom i s najmanje degenerativnih promjena, $to je u skladu
s ocekivanjima i dosad objavljenom literaturom (49, 89). Snimanje metodama dGEMRIC i T2
relaksometrijom te imunohistokemijska analiza razine izrazaja kolagena tipa II, VI i X slazu se
s prethodnom izjavom. Spomenutim je metodama u hrskavici acetabuluma i glave femura

pacijenata iz negativne kontrole pronaden najvisi sadrzaj glikozaminoglikana i kolagena tipa II,
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1 najvisa organizacija kolagenih vlakana u hrskavi¢nom matriksu, te najnize razine kolagena
tipa VI i X. lako je kolagen tipa VI jedna od bitnih sastavnica zdrave hijaline hrskavice, u
zdravom tkivu je izrazen primarno oko samih hondrocita. S pojavom i progresijom koksartroze
njegov izrazaj i lokalizacija viSe nisu ograniceni na teritorij hondrocita, nego difundira i u
podrucje interteritorija (78). Stoga prilikom kvantifikacije izrazaja kolagena tipa VI oSte¢ena
hrskavica pokazuje njegove vece koncentracije. Niske razine kolagena tipa X, kao jednog od
glavnih markera degradacije hrskavice, takoder se povezuju sa zdravim tkivom (79, 90). Ovi
su zakljucci potkrijepljeni i analizom rezultata procjene stanja hrskavice prema OARSI i ICRS
smjernicama, prema kojima je hrskavica acetabuluma i glave femura pacijenata iz negativne
kontrole takoder imala najniZi stupanj progresije OA-a, odnosno najvise bodova. Ovdje je
potrebno naglasiti da sve pronadene razlike medu skupinama pacijenata nisu bile statisti¢ki
znacajne. StatistiCka znacajnost pronadena je kod usporedbe rezultata metode dGEMRIC, tj.
usporedbom AR relaksacijskih vremena, prilikom ¢ega su nadene statisticki znacajne razlike
izmedu hrskavice FX A i svih ostalih ispitivanih acetabularnih regija te izmedu hrskavice Fx F
i hrskavice DDH WB i DDH NWB. U kontekstu AR vrijednosti hrskavice OA F nije pronadena
znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu. Takoder nisu pronadene statisticki znacajne
razlike prilikom usporedbe rezultata T2 relaksometrije hrskavice acetabuluma niti glave femura
te prilikom usporedbe razine izrazaja kolagena tipa X u hrskavici acetabuluma. Hrskavica
pacijenata iz skupine negativne kontrole pokazala se znacajno o€uvanijom i u sadrzaju kolagena
tipa II, pri ¢emu su se 1 acetabularna i1 femoralna hrskavica negativne kontrole znacajno
razlikovale od odgovarajué¢ih nosivih regija pacijenata s DDH-om. Statisticki znacajna razlika
pronadena je i u izrazaju kolagena tipa VI, i to izmedu Fx A i DDH A te Fx F i DDH NWB i
DDH WB. Ovakvi se rezultati slazu s prethodnim studijama, kojima su utvrdeni uloga i
lokalizacija kolagena tipa 11 i VI u zdravoj hijalinoj hrskavici (78, 80, 91).

Prema literturnim navodima, zdrava hijalina hrskavica ima visoki udio agrekana u svom
matriksu, a njegov izrazaj se smanjuje s progresijom degeneracije tkiva (38). U skladu s
objavljenom literaturom, hrskavica acetabuluma pacijenata iz skupine negativne kontrole
pokazala je najvisu razinu izrazaja agrekana, sa statisti¢ki znac¢ajnim razlikama u usporedbi s
hrskavicom DDH NA i OA A. Hrskavica obiju acetabularnih regija pacijenata s DDH-om
histoloski je viSe nalikovala hrskavici primarnog OA nego negativnoj kontroli. Bojenje
hrskavice glave femura pokazalo je kako je izrazaj agrekana bio najvisi na nenosivom dijelu
glave femura pacijenata s DDH-om te nesto nizi kod pacijenata iz skupine negativne kontrole.

Bojenjem hrskavice glave femura na agrekan nisu pronadene statisticki znacajne razlike medu
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skupinama. Ukoliko se rezultati imunohistokemijskog bojenja na agrekan usporede s onima
metode dGEMRIC, kod hrskavice acetabularnih regija mozemo uoditi sli¢an trend. Pritom
hrskavica acetabuluma pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura pokazuje najvise
razine agrekana, i statisticki se znacajno razlikuje od hrskavice neoacetabuluma pacijenata s
DDH-om i acetabuluma pacijenata s primarnim OA-om. Medutim, statisticki znacajna razlika
izmedu hrskavice Fx A 1 DDH A pronadena metodom dGEMRIC nije potvrdena i
imunohistokemijskim bojenjem na agrekan. Usporedba analiza hrskavice glave femura
metodama dGEMRIC i imunohistokemjskog bojenja na agrekan dala je razlicite rezultate.
Metodom dGEMRIC hrskavica Fx F pokazala je najvisi sadrzaj glikozaminoglikana, dok je
bojenjem na agrekan njegova najviSa razina pronadena kod hrskavice DDH NWB. AR
vrijednosti hrskavice OA F blize su onima hrskavice Fx F i ¢ak i manje od vrijednosti hrskavice
DDH NWB, dok analiza razine izrazaja agrekana pokazuje gotovo najnize i gotovo identi¢ne
vrijednosti kod hrskavica DDH WB i OA F. Metodom dGEMRIC pronadene su statisticki
znacajne razlike izmedu hrskavice Fx F i DDH NWB, te DDH WB, dok usporedbom razina
izrazaja agrekana izmedu hrskavice femoralnih regija nisu pronadene znac¢ajne razlike. Ovakvi
rezultati mogu upudivati na viSe zakljuaka. Jedno bi objasnjenje bilo kako je metoda
dGEMRIC osjetljivija od imunohistokemijskog bojenja, zbog ¢ega je pronadeno vise statisti¢ki
znaCajnih razlika. Nadalje, potrebno je uzeti u obzir da metodom dGEMRIC analiziramo
ukupne glikozaminoglikane hrskavice (68), dok imunohistokemijskim bojenjem na agrekan
gledamo samo izrazaj agrekana, kao glavnog proteoglikana hrskavicnog matriksa. KoriSteno
primarno protutijelo na agrekan veze se na njegov srediS$nji protein. Ako se podsjetimo kako je
agrekan graden od sredi$njeg proteina na koji su vezani glikozaminoglikani (38) te uzmemo u
obzir da metodom dGEMRIC kvantificiramo upravo glikozaminoglikane, razlike u rezultatima
izmedu metoda mogu se objasniti i strukturom molekule agrekana. Na jedan srediSnji protein
vezan je velik broj glikozaminoglikana (57), Sto znaci vecu varijabilnost u broju vezanih
glikozaminoglikana u odnosu na broj sredi$njih proteina u samom agrekanskom agregatu, a
time 1 vecu varijabilnost prilikom analize metodom dGEMRIC. Nadalje, prilikom
intraoperativnog uzimanja uzoraka od svakog su pacijenta prikupljena po dva uzorka, od kojih
je jedan koristen za metode mikro-MR i mikro-CT, a drugi za histolosku i imunohistokemijsku
analizu. lako su ta dva uzorka prikupljena neposredno jedan pokraj drugoga, ipak je rijec 0 ne
potpuno identi¢nim dijelovima tkiva, §to bi takoder moglo objasniti manje razlike medu

rezultatima.
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Hrskavica pacijenata sa sekundarnom koksartrozom prouzro¢enom razvojnim poremecajem
kuka opcenito se pokazala s najviSe degenerativnih promjena, s naglaskom na nosive regije
(neoacetabulum i nosivi dio glave femura). Metodom dGEMRIC, imunohistokemijskim
bojenjem na kolagen tipa VI te bodovanjem stanja hrskavice prema ICRS smjernicama
pronadene su znacajne razlike izmedu nenosivih regija pacijenata s DDH-om (acetabulum i
nenosivi dio glave femura) i pacijenata iz skupine negativne kontrole. lako ovakvi rezultati nisu
u skladu s inicijalnom hipotezom prema kojoj nenosive regije gradom odgovaraju negativnoj
kontroli, slazu se s dosad objavljenim podacima kako kod pacijenata s DDH-om nalazimo
razliCite stupnjeve degeneracije cak i1 kod regija koja nisu podvrgnuta mehanickom opterecenju
i troSenju (49). Naime, koksartroza je vrlo kompleksna bolest, karakterizirana nizom razli¢itih
biokemijskih i strukturnih promjena tkiva. Studije provedene na hijalinoj hrskavici pokazale su
kako je jedan od inicijalnih znakova bolesti gubitak kolagena tipa Il, koji uzrokuje
dezorganizaciju mreze kolagenih vlakana, te posljedi¢no porast sadrzaja vode u hrskavici (92-
94). Ove inicijalne promjene poti¢u kaskadu degenerativnih reakcija, koje se o€ituju gubitkom
agrekana, porastom sadrZaja kolagena tipa X, abnormalnim izrazajem i lokalizacijom kolagena
tipa VI, formiranjem osteofita, sklerozom subhondralne kosti i mnogih drugih histopatoloskih
promjena tkiva (39, 78, 79, 95, 96). Postojanje razli¢itih degenerativnih stadija kod nenosivih
regija pacijenata sa sekundarnom koksartrozom prouzro¢enim razvojnim poremeéajem kuka
stoga upucuje na zakljucak da je sekundarni OA agresivniji od primarnog OA-a. Osim toga,
kaskada degenerativnin promjena kod sekundarnog OA-a moze biti nesto drugacija od one
primarnog OA-a. Postojanje statisticki znacajnih razlika u razini izrazaja kolagena tipa VI i AR
vrijednosti izmedu nenosivih regija pacijenata s DDH-om i negativne kontrole stoga moze
ukazivati kako sekundarni OA prouzro¢en DDH-om kod nenosivih regija zapocinje
deregulacijom izrazaja kolagena tipa VI i glikozaminoglikana. Nadalje, u posljednje se vrijeme
sve Cesce stavlja naglasak na ulogu upale u progresiji koksartroze, a neki autori ¢ak isti¢u kako
su upalni procesi inicijator, a ne posljedica bolesti. Prema tomu bi se oste¢enja i nenosivih regija
kod sekundarnog OA-a prouzro¢enom DDH-om mogla objasniti i upalnim procesima u
zahvacenom zglobu. Izrazaj upalnih molekula, poput citokina i kemokina, i njihovo
difundiranje kroz Citav zglob kuka prema ovoj bi teoriji mogli aktivirati kaskadu degenerativnih
promjena, ¢ak i bez prisutnosti mehanickog podrazaja (83, 97-100).

Niti jednom od koriStenih metoda nisu pronadene statisticki znacajne razlike izmedu DDH NA-
a i OA A-a, niti izmedu DDH WB-a i OA F-a, sto ide u prilog hipotezi da osteohondralna

jedinica neoacetabuluma i nosivog dijela glave femura pacijenata sa sekundarnom
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koksartrozom prouzrocenom razvojnim poremecajem kuka gradom odgovara osteohondralnoj
jedinici pacijenata iz skupine pozitivne kontrole.

Metodom dGEMRIC, procjenom stanja hrskavice prema ICRS smjernicama te mjerenjem
razine izrazaja kolagena tipa VI pronadene su statisticki znacajne razlike u gradi osteohondralne
jedinice izmedu DDH A-a i Fx A-a, te izmedu DDH NWB-a i Fx F-a, $to se ne slaze s
inicijalnom pretpostavkom kako osteohondralna jedinica acetabuluma i nenosivog dijela glave
femura pacijenata sa sekundarnom koksartrozom prouzro¢enom razvojnim poremecajem kuka
gradom odgovara osteohondralnoj jedinici zdrave kontrole. Znacajne razlike pronadene su
izmedu DDH A-a i DDH NA-a u BV/TV-u izracunatih metodom mikro-CT, te izmedu DDH
NWB-a i OA F-a u razini izrazaja kolagena tipa I. Analizom i usporedbom rezultata dobivenih
ostalim metodama vidimo da osteohondralna jedinica nenosivih regija DDH predstavlja
svojevrstan prijelaz izmedu zdravog i osteoartriti¢nog tkiva, $to je i potkrijepljeno ¢injenicom
da za vecinu parametara nisu pronadene znacajne razlike nenosivih regija niti s jednom
kontrolnom skupinom. Iz literature je poznato kako sekundarni OA prouzro¢en DDH-om, za
razliku od primarnog OA-a, rezultira degenerativnim promjenama i na nenosivim regijama, te
da konstantno i dugotrajno mehanicko optere¢enje promovira progresiju bolesti. Za nenosive
regije pacijenata sa sekundarnom koksartrozom prouzrocenom DDH-om stoga mozemo reci da
su zbog nedostatka mehani¢kog trosenja ocuvanije od pripadajuéih nosivih anatomskih regija
iste skupine pacijenata, ali gradom ne odgovaraju osteohondralnoj jedinici negativne kontrole
zbog ocito agresivnijih histopatoloskih promjena povezanih sa sekundarnim OA-om koji je
zahvatio 1 nenosive povrsine.

Prilikom analize podataka uocena je relativno velika varijabilnost unutar pojedinih anatomskih
regija. Varijabilnost podataka moze se objasniti varijabilno§¢u medu pacijentima. Iako su svi
pacijenti iz skupina primarnog i sekundarnog OA-a koji su ukljueni u studiju imali
dijagnosticiran uznapredovali stadij koksartroze, u obzir treba uzeti i individualni faktor.
Poznato je da je jedna od glavnih karakteristika OA-a osjet boli, koji se znac¢ajno razlikuje od
pojedinca do pojedinca. Kada govorimo o uznapredovalom OA-u u kontekstu potrebe za
operativnim lijeCenjem zahvacenog zgloba, osim o samim klinickim dijagnosti¢kim kriterijima,
govorimo 1 o subjektivnom osjecaju boli pacijenta i1 subjektivnoj procjeni kvalitete njegovog
zivota (101, 102). Pacijenti sa snaznijom boli i/ili nizim pragom tolerancije na bol stoga ¢e
biokemijskih i strukturalnih promjena tkiva. Upravo zato uofavamo varijabilnost unutar

pojedinih skupina uzoraka. Varijabilnost podataka uocCena je i unutar skupine negativne
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kontrole, tj. pacijenata sa subkapitalnim prijelomom vrata femura. lako su makroskopski
gledano pacijenti iz skupine negativne kontrole imali ocuvanu hrskavicu bez ocitih znakova
degeneracije, tijekom istrazivanja je uoCena varijabilnost u mjerenjima biokemijskih
parametara. Za objasnjenje ovog fenomena potrebno je uzeti u obzir nesto stariju dob tih
pacijenata. 1z literature je poznato kako se s godinama mijenja biokemijski sastav hrskavice,
primarno u sadrzaju kolagena i agrekana (89, 103, 104). Stoga pacijenti iz skupine negativne
kontrole mogu imati strukturno ocuvanu hrskavicu, bez ikakvih subjektivnih ili klinickih
znakova pojave koksartroze, ali biokemijski gledano moglo je do¢i do manjih promjena u
sastavu tkiva. Individualna varijabilnost pacijenata s OA-om, ali i zdravih kontrola, zabiljeZzena
je i udrugim studijama i ide u prilog opisanoj teoriji (105).

Rezultati analize subhondralne kosti pokazuju veée strukturalne promjene i razlike izmedu
skupina kada govorimo o trabekularnoj kosti nego o subhondralnoj plo¢i. Mikro-CT analizom
subhondralne ploce nisu pronadene statisticki znacajne razlike izmedu istovjetnih anatomskih
regija razliitih skupina ispitanika niti za jedan od triju ispitivanih parametara (udio volumena
kosti u ukupnom volumenu tkiva, povrSina kosti, ukupna poroznost). Dosad provedena
istrazivanja subhondralne plo¢e pruzaju vrlo raznolike podatke. Neke studije govore o
povecanju poroznosti i stanjivanju subhondralne plofe u inicijalnim stadijima OA-a U
animalnim modelima, dok druge govore kako nisu zabiljeZene znacajnije strukturalne promjene
(106-109). S obzirom na strukturu, subhondralna plo¢a manje je kompleksna i dinami¢na u
odnosu na trabekularnu kost, Sto moze objasniti relativnu uniformnost u njenoj gradi izmedu
razli¢itih skupina ispitanika. Medutim, istraZivanje provedeno na zamorcima pokazalo je kako
se progresijom osteoartritisa subhondralna plo¢a mijenja brze od trabekularne kosti (110).
Postojanje opre¢nih rezultata objavljenih u razli¢itim studijama navodi na zakljuc¢ak kako su
osteoartriti¢cne promjene subhondralne ploce specificne za pojedince te bi stoga nepostojanje
statisticki znacajnih razlika izmedu skupina ispitanika moglo biti objasnjeno individualnom
varijabilno$¢u nepovezanom s koksartrozom. Rezultati analize trabekularne kosti pokazali su
njenu vecu strukturalnu varijabilnost u odnosu na subhondralnu plocu. Statistickom analizom
istovjetnih anatomskih regija izmedu razli€itih skupina ispitanika pronadene su znacajne razlike
u pojedinim parametrima. Statisticki znacajne razlike u broju i debljini trabekula te u udjelu
volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva pronadene su izmedu trabekularne kosti nosivog
dijela femura pacijenata s DDH-om i femura negativne kontrole, $to je u skladu s inicijalnom
hipotezom. Analizom parametara trabekularne subhondralne kosti acetabuluma pronadene su

znacajne razlike samo u udjelu volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva, i to izmedu skupina
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DDH A i DDH NA, dok nisu zabiljeZene znacajne razlike u broju i debljini trabekula. Manja
varijabilnost rezultata analize trabekularne kosti acetabuluma u odnosu na trabekularnu kost
glave femura zapravo je u skladu s ocekivanjima, buduci da je u odnosu na glavu femura
acetabulum gradom znatno kompaktniji. Zbog specifi¢ne grade, acetabulum ni nema toliko
izrazenih razlika u samoj strukturi trabekula, koje su kod femura vidno i mjerljivo tanje i
brojnije, te su time zadebljanja i poveéanje njihovog broja uocljiviji (111).

Usporedba rezultata dobivenih razli¢itim metodama vec¢inom je pokazala vrlo visoku korelaciju
izmedu metoda. Ustanovljena je visoka pozitivna korelacija izmedu rezultata snimanja
hrskavice acetabuluma i femura metodom dGEMRIC i histoloskih bojenja hrskavice, tj.
procjene kvalitete hrskavice prema OARSI smjernicama. Ovakvi rezultati potvrduju ¢injenicu
da se progresija OA-a moze pratiti analizom i usporedbom TI1 relaksacijskih vremena
izraCunatih metodom dGEMRIC. Usporedbom rezultata metode dGEMRIC i onih
imunohistokemijskog bojenja hrskavice na agrekan dokazano je postojanje negativne korelacije
i za acetabularnu i za femoralnu hrskavicu, §to je u skladu s predvidanjima, jer zdrava hrskavica
ima niZze vrijednosti AR, ali viSu razinu izraZaja agrekana. Korelacijski koeficijent za
acetabularne regije iznosio je -0,9843, sto govori o visokoj korelaciji izmedu metoda, dok je
korelacijski koeficijent za femoralne regije bio manji i iznosio je -0,4121. Manja korelacija
pronadena za femoralnu hrskavicu moze se objasniti ve¢ spomenutim razlikama izmedu
metoda, pri ¢emu se metodom dGEMRIC mjere glikozaminoglikani, a imuohistokemijskim
bojenjem na agrekan njegov srediSnji protein (38, 57). Nadalje, kao $to je ve¢ spomenuto, dva
su mjerenja provedena na dvama uzorcima koji su prikupljeni s dviju regija u neposrednom
kontaktu, ali se ne radi o potpuno identi¢nim regijama, Sto objaSnjava i varijabilnost u
rezultatima. Postojanje vece korelacije kod acetabularnih regija u odnosu na femoralne regije
stoga bi moglo upucivati na zaklju¢ak o vecoj histoloskoj i anatomskoj varijabilnosti regija
glave femura. Rezultati dobiveni T2 relaksometrijom hrskavice pokazali su postojanje
pozitivne korelacije s rezultatima histoloskih bojenja te postojanje negativne korelacije s
rezultatima imunohistokemijskog bojenja na kolagen tipa Il. Takvi su rezultati u skladu s
o¢ekivanjem, jer je progresija OA-a pracena porastom T2 relaksacijskih vremena, odnosno
padom razine izrazaja kolagena tipa II.

Usporedba rezultata histoloskih 1 imunohistokemijskih bojenja s rezultatima snimanja
subhondralne kosti metodom mikro-CT uglavnom je pokazala visoku korelaciju izmedu
metoda. Ustanovljena je visoka pozitivna korelacija izmedu udjela volumena kosti u ukupnom

volumenu tkiva subhondralne kosti acetabuluma i femura i procjene kvalitete subhondralne
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kosti prema OARSI smjernicama. Ovakvi rezultati mogu se objasniti sklerozacijom
subhondralne kosti s progresijom OA-a, §to je u skladu s dosadas$njim saznanjima. Nadalje,
ovim je potvrdena i dijagnosticka vaznost metode mikro-CT. IzraCunat je visoki pozitivan
korelacijski koeficijent i prilikom usporedbe rezultata metode mikro-CT i imunohistokemijskog
bojenja subhondralne kosti acetabuluma na kolagen tipa I, §to se ponovno moze objasniti
okostavanjem kosti kao posljedice progresije bolesti. Medutim, prilikom korelacije rezultata
metode mikro-CT i CT i imunohistokemijskog bojenja subhondralne kosti glave femura na
kolagen tipa I ustanovljena je negativna korelacija, i to malena, s izracunatim korelacijskim
koeficijentom -0,2658. Pritom regije NWB i Fx F imaju vece razine izrazaja kolagena tipa I te
manje udjele volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva. Iste regije imale su manji stupanj
progresije OA-a prema OARSI smjernicama za procjenu kvalitete subhondralne kosti. Jedno
od potencijalnih objasnjenja bilo bi kako se progresija OA-a razlikuje kod glave femura i
acetabuluma, pri ¢emu kod subhondralne kosti glave femura dolazi do pada u sadrzaju kolagena
tipa | s progresijom OA-a. Nadalje, potrebno je uzeti u obzir i ¢injenicu da dvjema metodama
nisu analizirani identi¢ni uzorci te ve¢ spomenutu potencijalnu vecu varijabilnost u anatomskoj
gradi regija glave femura u odnosu na regije acetabuluma. Bitno je naglasiti i da pronadena
korelacija nije visoka te moze biti 1 posljedica velike varijabilnosti medu uzorcima.

Analiza trabekularne kosti metodom mikro-MR dala je sli¢ne, ali ne istovjetne rezultate u
odnosu na mikro-CT analizu, koja je ujedno i referentna metoda za ispitivanje kostanog tkiva.
Mikro-MR analiza trabekularne kosti glave femura pokazala je isti odnos izmedu pojedinih
skupina, u smislu poretka pojedinih skupina od najveceg prema najmanjem udjelu volumena
glave femura pacijenata kod DDH-a, kod kojih udio volumena kosti dobiven metodom mikro-
MR iznosi 53,32 + 31,81 %, a metodom mikro-CT 46,82 + 17,32 %. Kod ostalih femoralnih
regija nalazimo veéa odstupanja izmedu metoda. Mikro-MR analiza trabekularne Kkosti
acetabuluma dala je rezultate sli¢nije onima referentne metode, no pronasla je statisticki
znacajnu razliku ne samo izmedu DDH A-a i DDH NA-a, kao $to je pronadeno i metodom
mikro-CT, nego i izmedu DDH NA-a i Fx A-a. Ovakvi rezultati upucuju na zakljucak da analiza
subhondralne kosti metodom mikro-MR daje manje precizne podatke u odnosu na referentnu
metodu, tj. mikro-CT. Statistickom usporedbom metoda nisu pronadena znacajna odstupanja
prilikom analize trabekularne kosti acetabuluma, ali je uofena znacajna razlika u rezultatima
analize trabekularne kosti glave femura. Razlike u dobivenim udjelima izmedu dviju metoda

mogu se objasniti razli¢itim principom dobivanja rezultata prilikom KkoriStenja razli¢itih
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metoda. Mikro-CT analiza ra¢una udio volumena kosti na temelju pojedinog presjeka snimke,
dok za potrebe izrat¢una BV/TV pomoc¢u mikro-MR snimaka gledamo razlike izmedu T2-PD-
a1 T2-PD FS-a snimki, koje nisu savrseno preklopljene. Zbog tih malenih pomaka u preklopima
izmedu dviju snimki, izracunati udio zapravo ne odgovara u potpunosti povrsini regije od
interesa. Kod kompaktnijih regija, kao S§to je acetabulum, ti su pomaci manje uocljivi, dok
utjecaj pomaka raste prilikom analize strukturno raznolikijih regija, poput trabekularne kosti
Ciju gradu karakterizira veci broj tankih trabekula. Ovaj je zakljucak potkrijepljen i Bland-
Altman analizom udjela volumena kosti dobivenih dvjema razli¢itim metodama, pri ¢emu je
prosjec¢na razlika pri izracunu udjela volumena kosti acetabuluma iznosila 3,88 %, a prosje¢na
razlika femura 6,94 %.

Usporedbom hrskavice i subhondralne kosti acetabularnih i femoralnih regija unutar pojedinih
skupina pacijenata uoceno je kako su femoralne regije o¢uvanije, odnosno s nizim stupnjevima
degradacije. Smatra se da zbog promijenjene morfologije neoacetabulumi pacijenata s DDH-
om imaju manju povrsinu nosive regije, koja je zbog toga pod intenzivnijim pritiskom, §to
su statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina DDH NA i DDH NWB u BV/TV-ima izra¢unatih
metodama mikro-MR i mikro-CT, Th.N-u i Th.Th-u, procjeni stanja hrskavice prema OARSI i
ICRS smijernicama i procjeni stanja subhondralne kosti prema OARSI smjernicama. Za svaki
od spomenutih rezultata uo¢eno je da hrskavica i subhondralna kost neoacetabuluma pokazuju
vise stupnjeve degeneracije od hrskavice i subhondralne kosti nenosivog dijela glave femura.
Subhondralna ploca nenosivog dijela glave femura imala je znacajno veéu poroznost od
subhondralne ploce neoacetabuluma. Prema nekim literaturnim navodima poroznost
subhondralne ploce raste s progresijom OA-a, zbog ¢ega bi dobiveni rezultati upucivali na veci
stupanj progresije OA-a na nenosivom dijelu glave femura u kontekstu poroznosti subhondralne
ploce. Za nijedan od ostalih ispitivanih parametara nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike
unutar skupine DDH. Usporedbom acetabularnih i femoralnih regija unutar kontrolnih skupina
uocavamo sli¢an trend, odnosno vecu degeneraciju hrskavice i subhondralne kosti acetabuluma
u odnosu na glavu femura. Usporedbom unutar skupine pacijenata s primarnim OA-om
pronadene su statisticki znacajne razlike regija OA A i OA F izmedu udjela volumena kosti u
ukupnom volumenu tkiva trabekularne kosti izracunatih metodom mikro-MR, povrSine kosti
subhondralne ploce, sva tri trabekularna parametra (udio volumena kosti u ukupnom volumenu
tkiva, debljina i broj trabekula), procjene stanja hrskavice prema OARSI i ICRS smjernicama,

procjene stanja subhondralne kosti prema OARSI smjernicama 1 razine izrazaja kolagena tipa |
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u subhondralnoj kosti. Svi spomenuti rezultati pokazuju veéu degeneraciju osteohondralne
jedinice acetabuluma u odnosu na glavu femura. Za ostale mjerne parametre nisu pronadene
znaCajne razlike izmedu OA A-a i OA F-a. Usporedbom unutar skupine pacijenata sa
subkapitalnim prijelomom vrata femura takoder je uocena bolja oCuvanost osteohondralne
jedinice glave femura. Statisticki znacajne razlike regija Fx A i Fx F izmedu izra¢unatih AR
vrijednosti, udjela volumena kosti u ukupnom volumenu tkiva trabekularne kosti izra¢unatih
metodom mikro-MR, svih trabekularnih parametara (volumen kosti u ukupnom volumenu
tkiva, debljina i broj trabekula), procjene stanja hrskavice prema OARSI i ICRS smjernicama,
procjene stanja subhondralne kosti prema OARSI smjernicama te izmedu razine izrazaja
kolagena tipa VI 1 X 1 agrekana. Uz iznimku razine izraZaja agrekana, koja je bila visa u
hrskavici acetabuluma, svi spomenuti rezultati idu u prilog visem stadiju degeneracije tkiva
acetabuluma u odnosu na femur. Ovakvi rezultati upucuju na vecu degradaciju nosivih
acetabularnih regija, ¢ak i u skupinama kod kojih nema ocitih znakova pojave koksartroze te se
slazu s dosad objavljenom literaturom.

T2 relaksometrija pokazala se najmanje osjetljivom metodom, kojom nisu pronadene statistic¢ki
znacajne razlike niti izmedu niti unutar pojedinih skupina pacijenata. Vecéina objavljenih
istrazivanja o T2 relaksometriji provedena Su na hrskavici koljena. Tim istrazivanjima je
potvrdeno da pri snazi magnetskog polja 3 Tesla osteoartriticna hrskavica ima dulja T2
relaksacijska vremena, koja reflektiraju sadrZzaj i organizaciju kolagena u hrskavicnom
matriksu. Tako gradacija T2 vremena od kra¢ih prema duljima zapravo prati progresivnu
degradaciju hrskavice (113-117). Medutim, jedna je studija pokazala kako T2 relaksometrija in
vivo na MR uredaju snage 7 Tesla ne reflektira biokemijski sastav hrskavice. Hrskavica koljena
ispitanika snimljena je MR uredajem snage 3 1 7 Tesla kroz pet vremenskih to¢aka te su
usporedena T2 relaksacijska vremena. Pronadene su statisticki znacajne razlike medu T2
vremenima dobivenim na uredaju snage 3 Tesla, ali ne i na uredaju snage 7 Tesla. Autori kao
objasnjenje nude potpuno raspadnutu kratku T2 komponentu. Ta bi studija ujedno mogla i
objasniti nepostojanje statisticki znac¢ajnih razlika u T2 vremenima izmedu i unutar skupina
ispitanika ukljuenih u ovo istrazivanje. T2 relaksometrija pokazala se najosjetljivijom na
suptilne promjene u tkivu nastale zbog rezidua T2 komponente, koje se primarno pripisuju
vezanim molekulama vode. Pri MR uredajima s ja¢im magnetskim poljima, poput 7 Tesla, te
rezidue ve¢inom budu raspadnute, zbog ¢ega je metoda karakterizirana manjoj osjetljivoséu

prilikom uporabe jac¢ih magnetskih polja (118).
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U ovo su istrazivanje bili ukljuceni i uzorci kod kojih nije pronadena hrskavica, tj. uzorci s
krajnjim stadijima primarne, odnosno sekundarne koksartroze. Kao $to je ve¢ opisano u
poglavlju Materijali i metode, spomenuti su uzorci uvrsteni u studiju kako bi se dobio realan i
Sto precizniji uvid u progresiju koksartroze, buduci da bi se izbacivanjem uzoraka kod kojih
nije pronadena hrskavica zanemarili ispitanici s uznapredovalim stadijima bolesti te bi se dobila
kriva slika o prosje¢nom stadiju progresije bolesti unutar pojedine skupine ispitanika. Sama
¢injenica da na pojedinim uzorcima hrskavica nije vidljiva golim okom ne mora nuzno znaciti
potpuni nedostatak pojedinih hrskaviénih biljega na molekularnoj razini. Tako je
imunohistokemijskim bojenjima pokazano kako su pojedini uzorci imali hrskavi¢ne fragmente
pozitivno obojane na kolagen tipa 11 i agrekan, iako se ti ostatci hrskaviénog tkiva nisu vidjeli
golim okom. U slu¢aju uzoraka kod kojih uistinu nisu pronadeni hrskavica, odnosno njeni
fragmenti, kvantificiranjem imunohistokemijskih bojenja dokazan je nedostatak signala, tj.
zasi¢enost slike takvih uzoraka iznosila je priblizno 0. Ovim je pristupom stoga omoguceno
broj¢ano iskazivanje nedostatka hrskavice te je omoguceno uzimanje u obzir svih stadija
progresije koksartroze, kako se prilikom izra¢una srednje vrijednosti po skupini, a time i
pracenje progresije primarne i sekundrane koksartroze, ne bi iskljucivali oni ispitanici kod kojih
je bolest u najuznapredovalijem stadiju. Isti je princip koristen i prilikom analize hrskavice
metodom dGEMRIC. U kontekstu metode dGEMRIC, visi sadrzaj glikozaminoglikana u
hrskaviénom matriksu bit ¢e popracen duljim T1 relaksacijskim vremenima poslije aplikacije
gadolinija, odnosno manjim vrijednostima AR (68). Uzorci kod kojih nije pronadena hrskavica
uistinu su imali kraca T1 relaksacijska vremena i veée vrijednosti AR, ¢ime je pokazana
validnost metode te je omogucena kvantifikacija svih stadija koksartroze i ovom metodom. Na
osnovi svega spomenutog, moze se zakljuciti kako odabrani pristup analizi omogucuje pracenje
1 kvantifikaciju svih stadija bolesti, od blazih stupnjeva degradacije do potpune degradacije i
nedostatka hrskavice.

Velik broj razli¢itih metoda koristenih u ovoj studiji pruza detaljan uvid u gradu osteohondralne
jedinice bolesnika sa sekundarnom koksartrozom prouzro¢enom razvojnim poremecajem kuka,
no potrebno je spomenuti i potencijalne nedostatke provedene studije, odnosno relativno
malenu veli¢ina uzorka. Iako je broj ispitanika po skupini odreden na temelju pilot studije,
unutar sve tri skupine ispitanika uocena je varijabilnost. Obzirom na veli¢inu uzorka i uocenu
varijabilnost izmedu ispitanika, moguc¢ je utjecaj spomenutih ¢imbenika na rezultate statisticke
analize. Ovo opazanje ukazuje na potrebu za daljnjim istrazivanjima provedenim na vecem

broju ispitanika.
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Ovim je istrazivanjem detaljno karakterizirana osteohondralna jedinica zgloba kuka pacijenata
s visokim stupnjevima razvojnog poremecaja kuka. Potvrdeno je kako nosive regije pacijenata
s DDH-om svojom gradom nalikuju regijama zahva¢enim primarnim OA-om, dok nenosive
regije pacijenata s DDH-om pokazuju razli¢ite stupnjeve degradacije. Najbitnija saznanja
dobivena ovom studijom upravo su pronalazak hijaline hrskavice na neoacetabulumu i
acetabulumu pacijenata s DDH-om, ¢ime se ponovno postavlja pitanje uloge mehanickog

opterecenja i genetike u urednom razvoju hijaline zglobne hrskavice.
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7. ZAKLJUCAK

Hijalina hrskavica pronadena je na neoacetabulumu i acetabulumu pacijenata sa
sekundarnom koksartrozom prouzroenom razvojnim poremecajem kuka.

Osteohondralna jedinica nosivih regija pacijenata sa sekundarnom koksartrozom
prouzrocenom razvojnim poremecajem kuka pokazala je najviSe stupnjeve degradacije te je
gradom vise nalikovala osteohondralnoj jedinici pacijenata s primarnom koksartrozom.

Osteohondralna jedinica nenosivih regija pacijenata sa sekundarnom koksartrozom
prouzro¢enom razvojnim poremecajem kuka gradom nije potpuno nalikovala ni jednoj od
kontrolnih skupina, ve¢ je pokazivala razlicite stadije degradacije, od potpuno oCuvanog tkiva
do visih stadija progresije bolesti.

Osteohondralna jedinica acetabuluma svih skupina ispitanika pokazala se viSe

degradiranom od osteohondralne jedinice glave femura.
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8. KRATKI SADRZAJ

Razvojni poremecaj kuka (DDH) jedan je od glavnih uzroka sekundarne koksartroze, koja je
karakterizirana sliénim degenerativnim promjenama kao i primarna koksartroza. Cilj ovog
istrazivanja bio je odrediti gradu osteohondralne jedinice acetabuluma, neoacetabuluma i glave
femura bolesnika s DDH-om, bolesnika s primarnom koksartrozom i u normalnoj hrskavici. Po
dva uzorka osteohondralne jedinice prikupljena su za vrijeme ugradnje totalne endoproteze
kuka s acetabuluma, neoacetabuluma, nosivog i nenosivog dijela glave femura bolesnika s
DDH-om, te s acetabuluma i glave femura pacijenata s primarnom koksartrozom i pacijenata
sa subkapitalnim prijelomom vrata femura. Jedan od uzoraka je snimljen metodama
mikromagnetske rezonancije i mikrokompjuterizirane tomografije, a drugi je obojan
histoloskim bojama i imunohistokemijskim bojenjem na kolagene tipa I, II, VI 1 X, te agrekan.
Rezultati svih metoda usporedeni su izmedu i unutar istrazivanih skupina. Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su postojanje hijaline hrskavice na neoacetabulumu i acetabulumu
pacijenata s DDH-om. Potvrden je dio hipoteze koji tvrdi kako grada osteohondralne jedinice
neoacetabuluma i glave femura bolesnika s DDH-om odgovara onoj degenerativne koksartroze.
Osteohondralna jedinica acetabuluma i nenosivog dijela glave femura pacijenata s DDH-om
gradom nalikuje objema kontrolnim skupinama. Ovo je ujedno prvi put da je hrskavica
neoacetabuluma pacijenata s visokim stupnjevima DDH-a detaljno histoloski i radioloski

okarakterizirana.
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9. SUMMARY

Specificities in the structure of osteochondral unit of acetabulum, neoacetabulum and
femoral head in patients with secondary coxarthrosis induced by developmental dysplasia
of the hip

Tea Duvancié, mag. biol. mol.

2023

Developmental dysplasia of the hip (DDH) is the most common cause of secondary
coxarthrosis, characterised by similar degenerative changes as primary coxarthrosis. This study
aimed to characterise the structure of the osteochondral unit of patients with DDH, primary
coxarthrosis and subcapital femoral neck fracture. Two samples of the osteochondral unit were
taken from acetabula, neoacetabula, weight-bearing and non-weight bearing parts of the
femoral heads of patients with DDH, and from acetabula and femoral heads of patients with
primary coxarthrosis and subcapital femoral neck fractures. One sample was scanned on micro-
MRI and micro-CT machines, and the other was stained with histological and
immunohistochemical stains. Results of all the methods were compared between and within
groups of patients. The results proved the existence of hyaline cartilage in neoacetabula and
acetebula of DDH patients. Part of the hypothesis that claims the structure of the osteochondral
unit of neoacetabulum and the femoral head of patients with DDH corresponds to that of
degenerative coxarthrosis was confirmed. The osteochondral units of acetabula and the non-
weight bearing part of the femoral heads of patients with DDH are similar to both control
groups. This is the first time the cartilage of neoacetabula of DDH patients has been

characterized.
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