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SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Glavni cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj pulsirajuceg ultrazvuka
niskog intenziteta (engl. low-intensity pulsed ultrasound, LIPUS) i autologne kosti na
cijeljenje kriticno velikog defekta kalvarije Stakora (engl. critical-size bone defect, CSBD)
i usporediti ih sa cijeljenjem kontrolne skupine. Pojedinacni ciljevi bili su; uspostaviti model
CSBD-a, kvantificirati novostvorenu kost koriste¢i mikro-racunalnu tomografiju (engl.
computed tomography, CT) i koStanu histomorfometriju te imunohistokemijski odrediti
dinamiku izrazaja ciklooksigenaze-2 (engl. cyclooxygenase-2, COX-2), Cimbenika
tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a), osterixa (engl. osterix,
Osx), kostanih morfogenetskih proteina -2/4, -7 (engl. bone morphogenetic proteins,
BMP-2/4, BMP-7) te njihovih unutarstanicnih glasnickih molekula SMAD-1/5/8.
Materijal i metode: Istrazivanje je provedeno na 45 muzjaka Wistar Stakora koji su
nasumicno podijeljeni u 3 skupine po 15 jedinki te zrtvovani 7.,15. i 30. dan. CSBD je
proveden na svim zivotinjama. U prvoj skupini primjenjen je LIPUS, u drugoj autologna
kost, dok je tre¢a predstavljala kontrolnu skupinu, gdje se promatralo spontano cijeljenje
CSBD-a. Za kvantifikaciju novostvorene kosti korisSteni su mikro-CT i koStana
histomorfometrija dok je izrazaj upalnih i osteogenih Cimbenika te njihovih unutarstanicnih
molekula odreden imunohistokemijski. Rezultati su usporedeni jednosmjernom i
dvosmjernom analizom varijance (ANOVA) i naknadno testirani post-hoc Scheffe testom.
Rezultati: Mjerenja su pokazala da su LIPUS i autologna kost potaknuli osteogenezu,
pridonesecCi zatvaranju CSBD-a. Obujam novostvorene kosti mjeren mikro-CT-om i
histomorfometrijom pokazao je trend porasta tijjekom vremena. 30. dan, najvece
vrijednosti novostvorene kosti postignute su u skupini autologne kosti, potom u LIPUS
skupini, a najnize vrijednosti u kontrolnoj skupini. Obje eksperimentalne metode su
potaknule tkivni izrazaj svih imunohistokemijski ispitivanih parametara.
Zakljuéak: Ovo istrazivanje je pokazalo da LIPUS predstavlja perspektivnhu, neinvazivnu
alternativu autolognim koStanim presadcima u regeneraciji koStanih defekata kosti koje
osificiraju intramembranskom osifikacijom.
Kljuéne rijeci: Autografti; Lubanja; Regeneracija kosti; Ultrazvucni valovi.
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SUMMARY

Objectives: The main research objective was to evaluate the effect of low-intensity pulsed
ultrasound (LIPUS) and autologous bone grafts on the regeneration of the critical-size
bone defect (CSBD) of the rat calvary and to compare them with the spontaneous healing
of the control group. Specific objectives included establishing an animal model of the
CSBD, quantifying the volume of newly formed bone using micro-computed tomography
(CT) and histomorphometry as well as immunohistochemical analysis of the expression
of cyclooxygenase-2 (COX-2), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), osterix (Osx), bone
morphogenetic proteins -2/4, -7 (BMP-2/4, BMP-7) along with their intracellular signaling
molecules (SMAD-1/5/8).
Material and Methods: The study was conducted on 45 male Wistar rats, randomly
distributed into 3 groups, 15 animals per group, and sacrificed on the 7th, 15th and 30th
day. All animals underwent the surgical procedure of forming the CSBD of the rat calvary.
The first group was treated with LIPUS, the second with autologous bone graft, and the
control group was observed for spontaneous healing. Osteogenesis was quantified via
micro-CT and histomorphometry, while the expression of inflammatory and osteogenic
factors and their intracellular signaling molecules was assessed through
immunohistochemistry. The bone regeneration results within individual groups were
compared by one-way and two-way ANOVA including subsequent post-hoc Scheffe tests.
Results: Measurements indicated that LIPUS and autologous bone stimulated
osteogenesis, contributing to the closure of the CSBD. The values of newly formed bone
volume, showed an increasing trend over time. At day 30, the greatest volume of new
bone was observed in the autologous bone group, followed by the LIPUS group, with the
lowest values in the control group. Both interventions induced the immunohistochemical
expression of all investigated parameters.
Conclusion: This research showed that LIPUS presents a potential, non-invasive
alternative to autologous bone grafts for regenerating bone defects which ossify via
intramembranous ossification.
Keywords: Autografts; Bone regeneration; Skull; Ultrasonic Waves.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Sirenje ultrazvuénog vala

Ultrazvuk je mehanicki val, frekvencije vise od 20 kHz odnosno 20 000 ciklusa u sekundi.

U medicini, uobiCajeno se koriste frekvencije vise od 1MHz.

Ultrazvuk se Siri na isti nacin, kao i Cujni zvuk, titranjem molekula koje €ine medij kroz koji
val putuje. Ultrazvuéni val moZze se Siriti u istom smjeru kao $to titraju Cestice, pri ¢emu se
to onda naziva longitudinalni val. Takoder, Cestice mogu oscilirati popre¢no, okomito na
smjer Sirenja vala. Takav val naziva se transverzalni ili val smicanja. lako se transverzalni
valovi mogu Siriti kroz krute tvari, te stoga prolaziti kroz kalcificirana tkiva poput kosti ili
zuba, oni su od male vaznosti u mekim tkivima, koja jedva podrzavaju njihovo Sirenje pri

ultrazvuénim frekvencijama.

Longitudinalni val ima primarnu vaznost za medicinske primjene ultrazvuka. U
longitudinalnom valu, pojedinacne molekule ili Cestice u mediju osciliraju sinusoidno oko
fiksne toCke, kreCuci se naprijed i nazad duz smjera Sirenja valne energije. Kako se Cestice
pomicu naprijed, dolazi do povecanja lokalne gustoée i tlaka u mediju zbog smanjenja
udaljenosti izmedu njih i Cestica ispred. Nakon maksimalnog pomicanja naprijed, Cestice
se vraCaju prema svojoj ravnoteznoj poziciji te prolaze nju, Sto dovodi do blagog
smanjenja gustoCe i lokalnog tlaka. Razlika izmedu tlaka u sredstvu (priblizno
atmosferskog tlaka) i lokalnog tlaka dok val prolazi naziva se akusticni tlak. Ovaj tlak moze
biti kompresija (tlak veci od tlaka u sredstvu) ili razrjedenje (tlak maniji od tlaka u sredstvu).
Maksimalna vrijednost akustinog tlaka je od velike vaznosti pri raspravi o sigurnosnim
aspektima vezanim uz primjenu ultrazvuka u medicini. Posebno, maksimalni tlak
razrijedenja (engl. peak rarefaction pressure) snazno je povezan s pojavom kavitacija. U
dijagnosti¢kim ultrazvucnim skenerima ti akusti¢ni tlakovi mogu doseci viSe od 2 MPa na
povrsini sonde, $to je otprilike 20 atmosfera. Sto se ti¢e tlaka razrjedenja, to znadi da se
tkivo "razvlacCi" silom jednakom onoj koja komprimira tkivo pod tlakom od oko 20
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atmosfera. Razlog zbog kojeg tkivo obi¢no ne puca je dvostruk: prvo, tkivo, slicnho vodi,
moze izdrzati ovaj stres u mnogim uvjetima; drugo, stres traje vrlo kratko: na 1 MHz
razrjedenje traje samo 0,5 mikrosekundi, a ovo razdoblje postaje sve krace kako
frekvencija raste [1].

Udaljenost izmedu jedne kompresije (ili razrjedenja) i njene neposredne susjedne
kompresije definira valnu duljinu (A). Za bilo koju specifi¢nu frekvenciju (f), valna duljina
(A) moze se izraCunati pomocu brzine zvuka (c), koristeci izraz A = ¢ /f. Pri frekvenciji od
1 MHz, valna duljina u mekim tkivima je tipi¢no izmedu 1,5 mm i 1,6 mm, dok je pri istoj
frekvenciji valna duljina u kosti izmedu 3 mm i 4 mm, jer se ultrazvucni val Siri otprilike

dvostruko brze kroz kost nego kroz meka tkiva.

U vrlo specificnim okolnostima moze se generirati stojni val. To se dogada kada se dio
energije longitudinalnog kompresijskog vala reflektira natrag i interagira s nadolazec¢im
valom. lako se ovakva situacija moze stvoriti u laboratorijskim uvjetima, rijetko se dogada
u ultrazvuénom polju unutar tijela. Nadalje, kod pulsnog ultrazvuka, interferencija se

pojavljuje samo prolazno i vrlo blizu reflektiraju¢e povrsine [2].

1.2. Akusti¢ka snaga i intenzitet

AkustiCka snaga i intenzitet su kljuCni parametri pri razmatranju sigurnog koristenja
ultrazvuka. AkustiCka snaga mjeri brzinu kojom sonda emitira energiju i izrazava se u
vatima (W). U ultrazvuénim snopovima koji se koriste u dijagnosticke svrhe, akustiCka
snaga varira od manje od 1 mW do nekoliko stotina mW. Prolaskom ultrazvuka kroz tkivo
dio energije apsorbira se u tkivu, Sto rezultira blagim porastom temperature. lako se
energija isporucuje u vrlo kratkim impulsima, za procjenu zagrijavanja tkiva relevantnije je

promatrati prosje¢nu snagu ultrazvu¢nog snopa tijekom duljeg vremenskog perioda.

Osim akustiCke snage, vazna je i raspodjela te snage unutar ultrazvucnog snopa i
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skenirane ravnine, kako bi se mogle kvantificirati lokalne "vruée toCke" (engl. hot spots;
podruCja jaCeg zagrijavanja). AkustiCki intenzitet snopa se izraCunava kao omjer
prosjeCne snage snopa po jedinici povrSine i najceSCe se izrazava u milivatima po
kvadratnom centimetru (mW/cm?). PovrSina moze pokrivati cijeli snop ili samo njegov
lokalni dio. Pri razmatranju sigurne primjene ultrazvuka Cesto se navodi prostorno - vrsni
vremenski-prosjecni intenzitet (engl. spatial-peak temporal-average intensity; Ispta), Koji
predstavlja vremenski prosjecni, a prostorno najveci intenzitet u snopu, tj. daje informaciju
o tome gdje je snop "najsnazniji". Kod neskeniranih snopova, kao $to su oni koriSteni za
pulsni Doppler, najveci intenzitet bit ¢ce u fokalnoj zoni, dok ¢e kod skeniranih snopova
(npr. sektorskih skenova), ovaj intenzitet biti blize sondi [3]. Bitan je takoder i prostorno -
vremenski prosjek intenziteta (engl. spatial-average temporal-average intensity; Ilsata) koji
oznaCava prosjecni intenzitet ultrazvuka tijekom odredenog vremenskog razdoblja, ali
uzima u obzir prosjek na cijeloj povrsini koju ultrazvuc€ni snop obuhvaca. Koristi se za
procjenu ukupne prosjecne izlozenosti u odredenom prostoru, a ne samo na mjestu

najvece jakosti.

AkustiCka snaga i prostorno - vrsni vremenski - prosjecCni intenzitet daju informacije o
deponiranju energije i zagrijavanju osobito kad se promatraju tijekom duljih vremenskih
razdoblja. Medutim, za opisivanje jaCine samog impulsa koriste se drugi akusticki
parametri, osobito kod razmatranja mehanickih ucinaka koji mogu nastati iz interakcije
pojedinaCnog impulsa s tkivom, a ne serije impulsa. Najvazniji od tih parametara je
maksimalni tlak pri razrijedenju (pr). Dvije su dodatne veli€ine obi¢no vidljive na ekranu
monitora koje se koriste za opis jacine impulsa, a to su: mehanicki indeks (koji je povezan
s maksimalnim tlakom pri razriedenju) i termicki indeks (koji je povezan s prosjecnim

intenzitetom impulsa) [4].



1.3. Mehanizmi djelovanja ultrazvuka na tkiva

Kao rezultat razliCitih procesa apsorpcije, dolazi do predaje energije tkivu. Odgovor tkiva
na ovu apsorpciju energije djelomi¢no ovisi 0 mehanizmu same pohrane, a time i o
odredenim karakteristikama ultrazvucnog snopa. UobiCajeno je razlikovati dvije glavne
vrste uCinaka: termiCke i mehaniCke. Mehanicki ucinci najbolje se mogu predvidjeti
poznavanjem karakteristika pojedinacnih ultrazvu¢nih impulsa, dok se termicki ucinci
preciznije procjenjuju na temelju analize prijenosa energije tijekom duljih vremenskih

razdoblja.

1.3.1. Zagrijavanje

AkustiCna energija moze se pretvoriti u toplinu koja se prenosi u tkivo putem razliCitih
procesa apsorpcije. Brzina kojom se stvara toplina po jedinici volumena, dQ/dt, jednaka
je 2aal, gdje je aa koeficijent apsorpcije (koji raste s frekvencijom), a / je intenzitet
ultrazvu€nog snopa. U pocetku brzina porasta temperature iznosi 2aa/ /C, gdje je C
toplinski kapacitet sredstva. Daljnji proces zagrijavanja ovisi o $irini snopa. Siri snopovi
mogu uzrokovati veci porast temperature za danu vrdnu vrijednost intenziteta u usporedbi
s uzim, vise fokusiranim snopovima. Uspostavljena ravnotezna temperatura takoder ovisi
o toplinskoj vodljivosti tkiva te u€incima perfuzije krvi na provodenje topline strujanjem. U
proracunima se Cesto koristi ,efektivna toplinska vodljivost" kako bi se u obzir uzeli i gubici
topline strujanjem, uslijed protoka krvi. Medutim, perfuzija postaje vazna samo u Sirim
dijelovima snopa, udaljenim od fokalnog podrucja.

Tkiva s viSim koeficijentom apsorpcije mogu se jaCe zagrijavati od onih s nizim
koeficijentom. PovrSine kalcificirane kosti intenzivno apsorbiraju energiju i zagrijavaju se
viSe nego meka tkiva. Transmisija ultrazvuka u kost i porast temperature mogu biti

smanjeni ako je upadni kut valova razli€it od onog blizu okomite orijentacije. Fetalne kosti
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apsorbiraju energiju snaznije od okolnog fetalnog mekog tkiva, a ta razlika postaje jos
izrazenija kako fetalne kosti kalcificiraju. Susjedna meka tkiva mogu dozivjeti sekundarno
zagrijavanje putem prenosenja topline vodenjem iz kosti u okolna tkiva [5].

1.3.2. Mehanicki uéinci: kavitacija i tlak zra€enja

Kada je mjehuri¢ plina u tekucini podvrgnut promjenama akusti¢nog tlaka, on mijenja svoj
volumen, te dolazi do njegovog Sirenja tijekom faze smanjenog tlaka i kontrakcije tijekom
faze kompresije vala. Ova pojava naziva se akustiCna kavitacija. Pri malim vrSnim
vrijednostima akusticnog tlaka, oscilacije radijusa mjehura uglavhom prate promjene
tlaka. Medutim, s povecanjem vrijednosti maksimalnog akusti¢nog tlaka, mjehuri¢ postaje
nestabilan i tijekom kontrakcije se kataklizmiCki uruSava pod utjecajem inercije okolne
tekucine. Ova vrsta kavitacije naziva se ,inercijska kavitacija" za razliku od stabilne ili
neinercijske kavitacije. Termin akusticna kavitacija takoder se koristi za opis stvaranja
mjehuri¢a u tekucini pod utjecajem promjenjivog akusticnog polja na specificnim
mjestima, kao Sto su mikroskopske necistoCe, povrSinska hrapavost posude ili lokalne

varijacije gustoce u mediju.

Kompleksne mehanicke sile djeluju na okolnu tekucinu, kao i na bilo koju povrsinu u blizini
mjehuri¢a, te izmedu samih mjehurica. BioloSki najvaznije sile ukljuCuju smi¢ne sile koje
se javljaju na povrsini mjehuri¢a. Ove mehanicke sile prisutne su u oba oblika kavitacije,
i neinercijske i inercijske, no znatno su izraZenije u inercijskoj kavitaciji. Takoder, tijekom
inercijske kavitacije moze doci do kemijskih reakcija. Adijabatski uvjeti koji prate izuzetno
brzu kompresiju mjehura rezultiraju vrlo visokim trenutanim temperaturama unutar

mjehura, $to moze dovesti do stvaranja visoko reaktivnih slobodnih radikala [6].

Malo je vjerojatno da c¢e bilo koji oblik kavitacije nastati pri dijagnostiCkim razinama

ultrazvuka u mekim tkivima ili tekuCinama u tijelu, osim u prisutnosti ultrazvucnih
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kontrastnih sredstava koja sadrze plin. Ipak, postoje dvije situacije u kojima prisutnost
plina moze uzrokovati mehanicku traumu susjednim mekim tkivima zbog procesa slicnog

kavitaciji: na povrsini plu¢a i u crijevima.

Konacno, tkiva mogu biti izlozena i drugim silama koje nastaju prolaskom ultrazvuka.
Konkretno, unutar tkiva i tekucina javlja se radijacijski stres kako ultrazvucni impuls putuje,
a osobito na granicama sredstava koja se razlikuju po akusti¢koj impedanciji. Kada je
prisutan u tekucini, ovaj stres uzrokuje akusti¢no strujanje, pri Cemu se tekucina krece u
smjeru Sirenja vala. Ovaj radijacijski stres znatno je manjeg intenziteta od onog
povezanog s oscilacijama mjehuri¢a, ali je univerzalno prisutan i ne zahtijeva prisutnost

plinskih tijela [7].

1.4. Prolazak ultrazvuka kroz tkivo

Ultrazvuéni valovi se stvaraju piezoelektricnom sondom ili pretvaraem (engl. transducer)
u kojoj se elektriCha energija pretvara u mehani¢ku. Takve sonde obic¢no imaju nisku
uCinkovitost u pretvorbi elektricne energije u akusticku, sto dovodi do stvaranja topline u
sondi, pri Cemu se ona zagrijava. Vjerojatno najvece zagrijavanje tkiva tijekom primjene
ultrazvuka u medicini potjeCe iz ovog izvora, stoga je to potrebno imati na umu kada se
toplinski osjetljiva tkiva nalaze blizu ultrazvucne sonde, kao Sto je slu€aj kod oftalmoloskih
pregleda.

Prodiranje ultrazvuka u tkivo ovisi o u€inkovitosti ostvarivanja dobrog kontakta sonde s
tkivom. Kod spajanja s kozom, koeficijent atenuacije dermalnih i subdermalnih slojeva
moze znacajno utjecati na prolazak ultrazvuka, jer moze biti velik, ovisno o hidraciji, te
sadrzaju masti i kolagena. Ultrazvucni impuls obic¢no sadrzi Siroki spektar frekvencija
rasporedenih oko centralne koja je jednaka rezonantnoj frekvenciji piezoelektricnog
izvora. Amplituda i intenzitet vala smanjuju se s udaljenos¢u od sonde uz atenuaciju od

oko 0,5 dB cm™ MHz™" za ultrazvucni val frekvencije 3,5 MHz, Sto znaCi da se amplituda
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smanji na polovicu, a intenzitet za Cetiri puta (-6 dB) nakon $to prijede put od otprilike 4
cm, Sto je uglavnom posljedica viskoznosti i apsorpcijskih procesa. Preostala energija se
rasprsuje, Sto uzrokuje Sirenje snopa, a rasprSena energija moze uzrokovati dodatne
interakcije rasprSivanja. Samo vrlo mali dio energije vraca se natrag do ultrazvu¢ne sonde
[8].

Ako postoji ponavljajuci slijed impulsa, kao u vecini dijagnosti¢kih primjena, tkivo Ce se
zagrijati zbog apsorpcije akustiCcke energije. Porast temperature ovisi o prosjeCnom
intenzitetu, koeficijentu apsorpcije, toplinskim svojstvima tkiva (toplinskoj vodljivosti i
specificnom toplinskom kapacitetu), perfuziji tkiva (protoku krvi), veli€ini snopa, nacinu
skeniranja i vremenu koje sonda provede na istoj poziciji. Svaki put kada impuls prode
kroz tkivo ono dozivljava mali prolazni impuls u smjeru Sirenja ultrazvuka. Ako ultrazvuéni
val prolazi kroz tekuc€inu, tekucina ¢e se pomicati u smjeru Sirenja vala, a niz impulsa

uzrokuje pojavu akustickog strujanja [8].

Kako se ultrazvucni val Siri frekvencijski spektar se mijenja. U mekim tkivima, ova
promjena uglavnom je uzrokovana frekvencijski ovisnom atenuacijom tkiva. Kao rezultat,
viSe frekvencije u spektru impulsa smanjuju se u vecoj mjeri od nizih frekvencija, Sto
snizava prosjecnu frekvenciju u spektru. Za impulse vrlo velikih amplituda, pojavljuju se i
ucinci konacne amplitude, pri Cemu se dio energije prenosi na vise harmonike. Ovi uginci
su izrazeniji prilikom prolaska ultrazvuka kroz tekucine, gdje je to dominantan mehanizam

koji mijenja spektar impulsa [4].

Kako se ultrazvuéni val Siri dublje u tkivo, mozZe nai¢i na granicu izmedu medija s veoma
razliCitim akustiCnim svojstvima. Tako na primjer, ako je drugi medij kost, otprilike polovica
energije vala se reflektira, dok druga polovica ulazi u kost. Smjer Sirenja reflektirane
energije Ce ovisiti o svojstvima granice izmedu tkiva i kosti, a daljnje Sirenje rasprSenog
vala kroz meko tkivo tesko je predvidjeti. Vrlo je malo vjerojatno da ¢e se formirati stojni
valovi. Preostala energija koja ulazi u kortikalnu kost moze se Siriti kao longitudinalni,
transverzalni ili povrSinski valovi, a svi oni se brzo apsorbiraju, Sto rezultira lokalnim
porastom temperature. Ovo zagrijavanje kosti uzrokuje sekundarno zagrijavanje okolnih
12



mekih tkiva vodenjem topline [1].

Gotovo sva energija upadnog ultrazvuénog vala reflektira se s bilo koje granice izmedu
mekog tkiva i plina. Plin moze biti prisutan unutar alveola pluca, crijeva ili na izlaznoj tocki
snopa. Takoder, plinski mjehuri¢i mogu biti umjetno uvedeni kao kontrastno sredstvo u
krvi. Granice tkivo-plin predstavljaju za ultrazvuk velike promjene u akusti¢koj impedanciji,
pri Cemu je odbijeni val, u prvoj aproksimaciji, jednak po amplitudi, ali suprotan u fazi u
odnosu na upadni val. Mehanicki stres koji dozivljava meko tkivo na granici tkivo-plin moze
biti dovoljan kako bi uzrokovao trajno oSte¢enje membrana (npr. lizu eritrocita u prisutnosti
mjehurica) ili slabih struktura vezivnog tkiva, posebice tkiva s niskom smi¢nom ¢vrsto¢om
uzrokujuci npr. kapilarno krvarenje u pluc¢ima. Ako bi doslo do inercijske kavitacije, mogli
bi se lokalno stvoriti ekstremni uvjeti temperature i tlaka, Sto bi u teoriji moglo dovesti do
stvaranja slobodnih radikala. Osim mehanickih ucinaka, medudjelovanje izmedu
akusti¢nog vala i mjehuri¢a moze takoder lokalno stvoriti toplinu, zbog porasta koeficijenta
apsorpcije [4].

Jos je jedna vazna granica, a to je ona izmedu mekog tkiva i tekuéine. Na toj se granici
vrlo malo energije ultrazvuka reflektira jer je promjena akustickih impedancija izmedu ovih
medija neznatna. Val prelazi u prostor ispunjen, primjerice, krvlju, amnionskom tekuc¢inom
ili urinom. RasprSivanje je minimalno, apsorpcija je mala, a procesi distorzije vala nisu
snazno potisnuti. Ultrazvu€ni val stoga sadrzi frekvencijske komponente kroz tekucinu
koje su znatno viSe od onih koje stvara sonda, osobito u fokalnoj zoni. Kada ovaj impuls
dode do sljedece granice izmedu tekucine i tkiva, veCina visokofrekvencijskog sadrzaja
apsorbirati ¢e se u povrSinskim slojevima tkiva, Sto dovodi do veceg zagrijavanja i

radijacijskog stresa nego kod ekvivalentnih impulsa bez distorzije [1].

1.5. Bioucinci ultrazvuka na stanice

Interakcija ultrazvuénog snopa s tkivima kroz koja prolazi kljuCha je za stvaranje

dijagnostickog ultrazvu¢nog prikaza. Naime, rasprSeni snop sluzi za formiranje slike.
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Dugo je poznato da ultrazvuk moze izazvati promjene u bioloskim tkivima, Sto je temel]
primjene u fizikalnoj medicini, gdje se traze korisne promjene (koje su Cesto reverzibilne)

u funkciji stanica, te u kirurgiji, gdje je cilj uniStenje stanica.

Poznato je da prolazak ultrazvuCnih valova kroz tkiva moZe uzrokovati termicke i
mehanicke ucinke (vibracije, mikrostrujanje). Ovi u€inci se koriste u fizikalnoj medicini
kako bi se postigli kliniCki ucinci poput zagrijavanja tkiva, povecanja aktivnosti stanica i
smanjenja boli [9, 10]. Aplikacija terapijskog ultrazvuka visokog intenziteta se primarno
bazira na termiCkim ucincima [11], dok je ucCinkovitost ultrazvuka niskog intenziteta
primarno bazirana na netermickim odnosno mehani¢kim efektima poput akustickog
strujanja [12]. Za sigurno koriStenje dijagnostickog ultrazvuka kljucno je da sve promjene

u stanicama budu reverzibilne i ne predstavljaju opasnost za bolesnika.

1.5.1. Liza stanica

Nesumnijivo je da izloZzenost ultrazvuku moze uzrokovati liziranje stanica. Pokazano je da
je kavitacija glavni mehanizam koji dovodi do potpune destrukcije stanica, Sto su potvrdili
brojni autori [13—15]. Medutim, nije jasno moze li ultrazvuk izazvati liziranje stanica u
odsutnosti kavitacije. Takoder, ustanovljeno je da postotak liziranih stanica ovisi o broju
stanica; kod vecCeg broja stanica postoji manji postotak oSteCenih stanica nego kod
manjeg broja stanica [16]. Ovaj uCinak gustoCe stanica mozZe se djelomicno objasniti
vecom potrosnjom kisika u gustim staniCnim suspenzijama, Sto dovodi do oslobadanja
CO, u medij suspenzije, &ime se smanjuje vjerojatnost pojave kavitacije [17]. Cini se da
je liza stanica neposredna posljedica izloZenosti ultrazvuku, a ne odgodeni ucinak.
Stanice koje su u aktivnoj fazi diobe (u mitozi) osjetljivije su na liziranje pri odredenoj

izlozenosti ultrazvuku nego one koje se nalaze u drugim fazama stani¢nog ciklusa [18].
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1.5.2. Promjene unutar stanice inducirane ultrazvukom

Postoji obilje literature koja se bavi utjecajem ultrazvuka na stanicu. Prijavljen je niz

promjena, od kojih su mnoge subletalne ili reverzibilne.

lzvanstaniCna membrana najces¢i je predmet istrazivanja. UCinci izazvani ultrazvukom
obi¢no se manifestiraju promjenama u propusnosti za prijenos iona. Primjeri ukljuuju
subletalnu promjenu u plazmatskoj membrani timocita, $to dovodi do smanjenja
koncentracije kalija nakon ozracCivanja in vitro s 1 W/cm? pri 1,8 MHz [19], te reverzibilno
povecanje unosa kalcija u fibroblastima, kako su pokazali Mortimer i Dyson [1 MHz, 0,5—
1,0 W/ecm? Ispta] [20]. Ovi uc€inci su predmet brojnih istrazivanja, posebice u kontekstu

povecanog interesa za primjenu ultrazvuka u pojacavanju isporuke lijekova i gena [21].

KoristeCi elektronsku mikroskopiju uoCeno je oStecenje organela nakon izloZenosti
ultrazvuku. NajceS¢e su pogodeni mitohondriji i lizosomi. ProSireni hrapavi
endoplazmatski retikulum (engl. rough endoplasmic reticulum; RER) i nepravilne
unutarstani¢ne lezije, uz uCinke na membranu i mitohondrije, primijeCeni su pri
intenzitetima iznad praga kavitacije. Opc¢enito, u odsutnosti kavitacije, €ini se da jezgra
stanice nije pogodena ultrazvuénim zraCenjem. Jedine lezije koje su zabiljezene ukljuCuju

prorezaste vakuole na jezgrinoj membrani [22].

1.5.3. Ucinci ultrazvuka na DNA i kromosome

Ultrazvuk moze degradirati DNA u otopini. Cini se da je za ovaj proces neophodna
kavitacija, a oSteCenja su uzrokovana hidrodinamickim smi¢nim naprezanjima,
stvaranjem slobodnih radikala ili prekomjernim zagrijavanjem koje moZze pratiti nastanak
kavitacija. Takva pojavnost kavitacija malo je vjerojatna tijekom dijagnostickih izlaganja

ultrazvuku. Znacajni napori uloZeni su u istrazivanje mogucih kromosomskih aberacija
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induciranih ultrazvukom te razmjene sestrinskih kromatida. Dokazi su uvijerljivi, pa tako i
pri relativno visokim intenzitetima (do 100 W/cm?) ultrazvuk ne uzrokuje kromosomska
oSte¢enja. lako su povremeno postojala izvjeS¢a kako ultrazvuk moze izazvati
kromosomske ucCinke, ta izvjeS¢a nikada nisu neovisno potvrdena dodatnim
istrazivanjima, a velika vecina literature daje negativne rezultate. Medutim, postoji
mogucnost sinergijskog ucinka kada izlaganje ultrazvuku slijedi nakon izlaganja X-
zrakama, ali ne i kada mu prethodi (810 kHz, 3 W/cm?) [23]. Analiza razmjene sestrinskih
kromatida Cesto se Koristi za ispitivanje ucinaka potencijalno mutagenih agenasa na
stanice sisavaca [24]. Liebeskind i sur. izvijestili su kako dijagnostiCki ultrazvuk moze
inducirati razmjenu sestrinskin kromatida in vitro. Ovaj zaklju€ak potaknuo je mnoge
studije, pri ¢emu je vecina istrazivaCa izvijestila o negativnim rezultatima, ¢ak i pri
intenzitetima do 3.0 W/cm?. Znacaj povecanja razmjene sestrinskih kromatida za stanice
ili cijeli organizam joS uvijek nije potpuno objasnjen [25].

1.5.4. Funkcionalne promjene stanica

Ultrazvuk moze na staniCne funkcije djelovati stimulativno ili inhibitorno. Na primjer,
ultrazvuk moze povecati sintezu proteina kod ljudskih fibroblasta in vitro. Dokazano je da
ultrazvuk ima znacajan ucinak na sintezu kolagena posredovanu fibroblastima i in vitro i
in vivo. Elektronska mikroskopija ovih stanica otkrila je viSe slobodnih ribosoma,
proSirenje grubog endoplazmatskog retikuluma, viSe citoplazmatskih vakuola,
autofagicnih vakuola te oStecenja lizosoma i mitohondrija u usporedbi s kontrolnom
skupinom stanicama. Naknadne studije iste grupe [26] sugerirale su da kavitacija moze
biti uklju€ena u poticanje sinteze kolagena. Takoder je pokazano kako ultrazvuk moze
potaknuti oslobadanje histamina iz mastocita kroz degranulaciju, najvjerojatnije
povecanjem transporta kalcijevih iona preko njihovih membrana [20]. Druge funkcionalne
promjene povezane su s kretanjem stanica. U studijama vremenske (engl. time-lapse)

fotomikroskopije, primijeCene su promjene u stanicnom kretanju uzrokovane ultrazvukom,
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koje su trajale nekoliko generacija [25]. Ultrazvuk mozZe djelovati na elektroforetsku
pokretljivost stanica, Sto je odraz promjena u povrsinskoj gustoéi stanica uzrokovanih
povecanjem volumena stanice. Ove promjene su uglavnom zabiljeZene in vitro i povezane

su s nastankom kavitacija [27].

1.6. Bioloski ucdinci ultrazvuka na tkiva

1.6.1. Ucinci ultrazvuka na kost

Glavni razlog za zabrinutost kada je kost izlozena ultrazvu¢nom snopu je pregrijavanje
periosta, buduéi da je atenuacija energije u kosti prevelika da bi se omogucila znac¢ajna
prodornost pri dijagnostiCkim frekvencijama. Ovo zagrijavanje vjerojatno predstavlja
ograni¢avajuci Cimbenik u primjeni ultrazvuka u fizioterapiji ili terapiji hipertermijom, s
obzirom na to da je periost bogat Ziv€anim zavrSecima. Takoder postoji mogucnost
znacajnog zagrijavanja kosti tijekom pulsnih Doppler pregleda pri maksimalnim razinama
izlazne snage. Kod osoba s normalnom osjetljivoSéu na bol, prekomjerno zagrijavanje
periosta najvjerojatnije e izazvati bol. Ako se lijeCenje prekine ¢im se bol osjeti, vjerojatno
Ce se izbjeci oStecenje tkiva.

Od svih mogucih Doppler pregleda, oni u opstetriciji izazivaju najvecu zabrinutost zbog
moguceg toplinskog ostecenja, buduc¢i da je proliferativho tkivo posebno osjetljivo na
toplinska ostecenja. U laboratorijskim eksperimentima na Zivotinjama zabiljezena su
bioloSki znaCajna povecanja temperature (> 2 °C) u blizini kostiju lubanje kao posljedica

ultrazvuCne izloZenosti [28].

Ultrazvuk moze ubrzati cijeljenje kostiju [29]. Mehanizam ovog ucCinka nije potpuno
razjasnjen. Eksperimentalna studija prijeloma fibule kod Stakora pokazuje da ultrazvuéno
zraCenje tijekom upalne i rane proliferativne faze reparacije ubrzava i poboljSava cijeljenje

[30]. Pri tome je zabiljezena izravna osifikacija uz minimalnu proizvodnju hrskavice.
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Medutim, tretman u kasnoj proliferativnoj fazi pokazao se nepovoljnim jer je potaknuta
proizvodnja hrskavice, $to je odgodilo kostano spajanje [30]. Pilla i suradnici pokazali su
da je Cvrstoc¢a ultrazvuéno tretiranih fibula kod zeCeva dostigla razinu netretiranih kostiju
nakon 17 dana od osteotomije, u usporedbi s 28 dana kod kontrolnih zivotinja (1,5 MHz,
Isata 0,03 W/cm?, 200 us: 800 us, 20 minuta dnevno) [31]. Heckman i sur. u klinickom
ispitivanju na ljudima pokazali su slicno ubrzanje cijeljenja. LijeCili su otvorene prijelome
tibije i zabiljezili znaCajno smanjenje vremena potrebnog za postizanje kliniCkog i
radiografskog cijeljenja (96 + 4,9 dana za ultrazvuéno tretiranu skupinu, 154 + 13,7 dana
za kontrolnu skupinu) (1,5 MHz, Isata 0,03 W/cm?, 200 ps: 800 us, svakodnevno, pocevsi
unutar 7 dana nakon prijeloma). lzgleda da nije samo vazno kada se zapo inje s
tretmanom, vec€ i doza. Prevelik intenzitet moze dovesti do inhibicije sinteze proteina ili, u
najgorem slucaju, do Stetnih ucinaka [32]. Tsai i sur. otkrili su da je intenzitet od 0,5 W/cm?
(Isata) zna€ajno ubrzao popravak kostiju, dok je 1,0 W/cm? (/sata) potisnuo proces popravka
(1,5 MHz, 200 ps, 5-20 minuta dnevno) [33]. Reher i sur. u in vitro studiji u€inaka
ultrazvuka na misju kalvarijalnu kost otkrili su da je intenzitet od 0,1 W/cm? (3 MHz, 2 ms:8
ms, 5 minuta) stimulirao sintezu kolagena i nekolagenih proteina, dok su intenziteti od
0,5-2 W/cm? inhibirali ove procese. Stimulacija sinteze proteina pripisana je aktivnosti
osteoblasta [34]. Yang i sur. pronasli su statisticki znaCajno povecanje mehanicke
¢vrstoce kod prijeloma femura Stakora pri intenzitetu od 0,05 W/cm? (/sata, 0,5 MHZz), ali ne
i pri 0,1 W/cm?. Zabiljezili su promjenu u izrazaju gena povezanih s formiranjem hrskavice
u tretiranim kostima. lzrazaj gena koji kodira sintezu agrekana bila je ve¢a od kontrolnih
vrijednosti na sedmi dan, ali niza od kontrolnih vrijednosti na 21. dan [35]. Wang i sur.
otkrili su ubrzano zarastanje prijeloma kod Stakora nakon 21 dana, ali samo pri frekvenciji
od 1,5 MHz (/sata 0,03 W/cm?, 200 us: 800 ps), dok nije bilo u€inaka pri 0,5 MHz [36].
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1.6.2. Ucinci ultrazvuka na meka tkiva

Promjene u stanici uzrokovane primjenom ultrazvuka na netaknuta meka tkiva vec¢ su
prethodno opisane. NajviSe su pogodene izvanstanitne membrane, lizosomi i
mitohondriji. Ultrazvu€na izloZenost rana na mekim tkivima moze ubrzati zacjeljivanje Sto
se vjerojatno pripisuje poticanju sinteze proteina [37]. Intenziteti iznad 1 W/cm? pokazali
aktivnosti i inhibiciju akcijskih potencijala. Smatra se da su ovi ucinci rezultat akustickog

strujanja koje mijenja prijenos iona preko stani¢nih membrana [1].

1.6.3. Ucinci ultrazvuka na krv i krvozilni sustav

povecava rizik od stvaranja ugruska. Williams je pokazao da se oStecenje trombocita
moze inducirati in vitro putem smicnih naprezanja povezanih s ultrazvu¢nom izlozenoScu,
pri razinama intenziteta manjim od onih potrebnih za oSteCenje eritrocita. U prisutnosti
stabilnih mjehuri¢a, trombociti u suspenziji mogu biti oSte¢eni ve¢ pri prosjeCnim

prostornim intenzitetima od samo 0,8 W/cm? [38].

S druge strane, eritrociti su otporniji na djelovanje ultrazvuka. U prisutnosti inercijske
kavitacije, primijecena je hemoliza [39]. ATP se moZe osloboditi pri manjim prosjec¢nim

prostornim intenzitetima u prisutnosti neinercijske kavitacije [40].

Puna krv in vivo kontinuirano filtrira necisto¢e, stoga nije bogata potencijalnim jezgrama
kavitacije, Sto otezava induciranje kavitacije u cijeloj krvi. Ipak, Brayman i sur. dokazali su
da se kavitacija moze dogoditi ako je akusticni tlak dovoljno velik (~17 MPa). Dodavanje
kontrastnih sredstava punjenih plinom u punu ili razrijedenu krv moze smanijiti minimalne

vrijednosti akustiCkog tlaka kod kojih moze doci do kavitacija na samo 11 MPa. Medutim,
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ovaj tlak je i dalje znatno viSi od tlakova koji se stvaraju u komercijalnim dijagnostickim

ultrazvuc€nim uredajima [17].

PokuSaji otkrivanja oStecenja krvnih sastojaka in vivo uglavnom nisu dali pozitivhe
rezultate. To nije bilo iznenadujuce jer je i oCekivano da ¢e samo mali volumen stanica
biti pogoden, a oSteCene stanice brzo su bile razrijedene normalnim stanicama koje
cirkuliraju u tom podrucju. Dalecki i sur. uspjeli su detektirati kliniCki bezna€ajnu razinu
hemolize (<4%) nakon ultrazvu€nog izlaganja krvi miSeva kroz stijenku prsnog kosa. Pri
frekvenciji od 2,35 MHz otkriveno je samo 0,46% hemolize pri amplitudi tlaka od 10 MPa
[41].

Ekstravazacija eritrocita primijeCena je kod sisavaca nakon izlaganja njihovih pluca
djelovanju ultrazvuka. Krvarenje je takoder primije¢eno u blizini fetalnih kostiju (uz
frekvenciju 1,2 MHz; maksimalni tlak pri kompresiji 4 MPa, maksimalni negativni tlak 2,5
MPa). Ovo se pripisuje relativnom gibanju izmedu djelomi¢no osificiranih kostiju i okolnog
tkiva, Sto moze rezultirati oStecenjem osijetljivih fetalnih krvnih zila [42].

Ostecenja plazmatske membrane luminalnog dijela endotelnih stanica krvnih Zila u
embriju pilica i maternici miSa zabiljezena su nakon izlaganja ultrazvucnim stojnim

valovima in vivo [22].

1.6.4. Pulsirajuci ultrazvuk niskog intenziteta

Pulsirajuci ultrazvuk niskog intenziteta (engl. low-intensity pulsed ultrasound, LIPUS) je

specifiCna vrsta ultrazvuka niskog intenziteta koji isporuCuje akustiCku energiju tkivima u

obliku impulsa ultrazvuénih valova [43]. Prostorno - vremenski prosjek intenziteta (/sata)

LIPUS-a je uobitajeno manji od 100 mW/cm?. Najveéi broj aktualno dostupnih,

komercijalnih LIPUS uredaja uobiCajeno emitiraju ultrazvuk prosjecnog intenziteta u
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vremenu i prostoru od 30 mW/cm? Isa, frekvencije 1.5 MHz, uz frekvenciju ponavljanja
impulsa od 1kHz na 20% radnoga ciklusa. Pri intenzitetu 30 mW/cm?, kavitacijski i termicki

ucinci su zanemarivi [44].

Primjenu pulsiraju¢eg ultrazvuka niskog intenziteta u ubrzavanju cijeljenja kosti su prvi put
objavili Xavier i Duarte jos 1983. godine [29]. Nakon toga uslijedile su klini¢ke studije koje
su pokazale da LIPUS ubrzava cijeljenje svjezih prijeloma [32, 45]. UspjeSna primjena
LIPUS-a u klinickim istrazivanjima je u SAD-u rezultirala s registracijom prvih uredaja u
komercijalne svrhe od strane AmeriCke agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA), a indikacije za primjenu jesu od, 1994. godine, cijeljenje svjezih
prijeloma, a od 2000. godine i lijeCenje nesraslih prijeloma (pseudoartroza) [46, 47].
Primjena LIPUS-a se pokazala uCinkovitom i u regeneraciji mekih tkiva, poput tetiva,
ligamenata i hrskavice kroz poticanje sinteze fibroblasta i kolagena te angiogene,
hondrogene i osteogene aktivnosti [48-50]. Recentnije su studije istraZivale mogucénost
koriStenja LIPUS-a u dentalnoj medicini za stimulaciju nastanka kosti i osteointegraciju

dentalnih titanskih implantata [51].

lako je veliki broj in vivo i in vitro studija ustanovio da LIPUS stimulira cijeljenje koStanih
prijeloma, mehanizmi nisu u potpunosti objasnjeni. Moguci mehanizmi uklju€uju izravne i
neizravne mehaniCke utjecaje kao Sto su akustiCka radijacijska sila, akustiCko strujanje,
propagacija povrsinskih valova, cirkulacija inducirana protokom tekucine te redistribucija

nutrijenata, kisika i signalnih molekula [52—-56].

Brojnim se klinickim i pretkliniCkim istrazivanjima analiziralo molekulske mehanizme
ukljuCene u proces cijeljenja kosti primjenom LIPUS-a. Ustanovljeno je da mehanicki
stimulus facilitira tranziciju mezenhimalnih mati¢nih stanica (engl. mesenchymal stem
cells, MSC) u osteogene stanice i inducira stanice koStanoga tkiva da proizvode osteoid i
njegovu mineralizaciju [57, 58]. Primjenom LIPUS-a u kulturi stanica, uo€ena je znacajna
diferencijacija mezenhimalnih mati€nih stanica u osteogene stanice te razvoj
preosteoblasta u zrele diferencirane osteoblaste, Sto se moze objasniti razvojem
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mehanoprijenosnih puteva (engl. gap junctions) [59]. Takoder, pokazano je da LIPUS
inducira adheziju i proliferaciju mezenhimalnih maticnih stanica dovodeci do stvaranja

klastera kao buducih osifikacijskih centara [60, 61].

Neke studije predlazu da je upravo COX-2 kljuéna molekula koja prilikom stimulacije
LIPUS-om utjeCe na proizvodnju prostaglandina E2 (PGEZ2). Ovaj mehanizam je opisan
na nacin da LIPUS proizvodi nano-pokrete na mjestu koStanog defekta te ti pokreti bivaju
detektirani od strane transmembranskih receptora, integrina, koji pretvaraju mehanicki val
u biokemijski. Integrini tada utjeCu na COX-2 koja djeluje kao posrednik u proizvodniji
PGE2 koji pak stupa u medudjelovanje s okolnim stanicama i pospjeSuje proces
regeneracije kosti [61]. Prema tome, LIPUS bi trebao predstavljati vrijednu neinvazivnu
alternativu za cijeljenje kosti zbog toga Sto COX-2 ¢ini kljuénu ulogu prilikom
endohondralne, ali i intramembranske osifikacije tijekom cijeljenja ljudskoga skeleta [62].

1.7. Kostano tkivo

Kostano tkivo je specijalizirani oblik mineraliziranog potpornog tkiva, koje se odlikuje
specificnim biomehaniCkim svojstvima, ukljuCujuci visoku CvrstoCu i elastiCnost. Ova
svojstva omogucuju koStanom tkivu otpornost na razliCite fiziCke sile, osobito na vlacne i
tlacne sile. Strukturalna organizacija kostanog tkiva izuzetno je ekonomicna, sto se ocituje
u optimalnoj ravnotezi izmedu njegove funkcije i minimalne mase gradevinskog materijala,
poznato kao Rouxov zakon. Poput drugih tkiva, kostano tkivo se sastoji od stanica i

medustanicne tvari uz dominaciju medustani¢ne tvari u sastavu.
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1.8. Kostane stanice

U koStanom tkivu prisutno je nekoliko tipova stanica koje imaju specificne funkcije:
osteoblasti, pokrovne stanice (engl. lining cells), osteociti i osteoklasti.

1.8.1. Osteoblasti

Osteoblasti su kuboidne stanice smjeStene uz povrsinu kosti, €ineéi 4-6% ukupnog broja
stanica koStanog tkiva i poznati su po svojoj funkciji formiranja kosti. Imaju morfoloske
karakteristike stanica koje sintetiziraju proteine, ukljuCuju¢i obilno razvijen hrapavi
endoplazmatski retikulum i izrazen Golgijev kompleks, kao i brojne sekrecijske vezikule .
Kao polarizirane stanice, osteoblasti luCe osteoid prema kostanom matriksu [63].

Osteoblasti potjeCu iz mezenhimalnih maticnih stanica (engl. mesenchymal stem cells,
MSC). Diferencijacija MSC-a u osteoprogenitorsku lozu zahtijeva izrazaj specifiCnih gena,
uklju€ujuci sintezu kostanih morfogenetskih proteina (engl. bone morphogenetic proteins,
BMP-ova) i proteina iz Wingless (Wnt) signalnih putova. lIzrazaj runt-srodnog
transkripcijskog ¢imbenika-2 (engl. runt-related transcription factor 2, Runx2), Distal-less
homeobox 5 (DIx5) i osterixa (Osx) kljuCna je za diferencijaciju osteoblasta. Runx2 je
kljucni gen za diferencijaciju osteoblasta, Sto je potvrdeno Cinjenicom da miSevi bez
Runx2 gena nemaju osteoblaste [63, 64]. Runx2 poti€e izrazaj gena povezanih s
osteoblastima poput COL1A1, ALP, koStanog sijaloproteina i osteokalcina [65].

Tijekom diferencijacije osteoblasta, nakon Sto se uspostavi populacija osteoprogenitornih
stanica koje izrazavaju Runx2 i COL1A1, dolazi do faze proliferacije. U ovoj fazi
osteoprogenitorne stanice pokazuju aktivnost alkalne fosfataze (ALP) i smatraju se
preosteoblastima [63]. Prijelaz iz preosteoblasta u zrele osteoblaste karakterizira
povecani izrazaj Osx-a i sekrecija proteina koStanog matriksa poput osteokalcina,
kostanog sijaloproteina /1l i kolagena tipa |. Takoder, osteoblasti prolaze kroz morfoloSke
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promjene i postaju velike kuboidne stanice [64, 66].

Sinteza koStanog matriksa od strane osteoblasta odvija se u dvije glavne faze: talozenje
organskog matriksa i njegova kasnija mineralizacija. U prvoj fazi osteoblasti izlu€uju
kolagen, uglavnhom kolagen tipa | te nekolagene proteine (osteokalcin, osteonektin,
kostani sijaloprotein Il i osteopontin) i proteoglikane, ukljuCujuci dekorin i biglikan, koji Cine
organski matriks. Mineralizacija koStanog matriksa odvija se u dvije faze: vezikularna i
fibrilarna faza [67]. Vezikularna faza zapocinje kada se iz apikalne membrane osteoblasta
otpustaju vezikule, koje se veZu na proteoglikane i druge organske komponente u
novonastalom koStanom matriksu. Sulfatizirani proteoglikani, zbog svog negativnog
naboja, vezu kalcijeve ione koji se pohranjuju unutar vezikula matriksa. Enzimi koje
osteoblasti izlu€uju razgraduju proteoglikane, oslobadajuci kalcijeve ione, koji prolaze
kroz kalcijeve kanale na membrani vezikula matriksa [67]. Unutar vezikula matriksa
fosfatni ioni se oslobadaju razgradnjom fosfatnih spojeva, Sto vodi stvaranju kristala
hidroksiapatita. U fibrilarnoj fazi, supersaturacija kalcijevih i fosfatnih iona unutar vezikula
dovodi do njihovog pucanja, te se kristali hidroksiapatita Sire u okolni matriks [68].

Zreli osteoblasti tvore jednostruki sloj kuboidnih stanica s obilnim hrapavim
endoplazmatskim retikulumom i velikim Golgijevim kompleksom. Neki osteoblasti
pokazuju citoplazmatske izdanke prema koStanom matriksu, povezujuci se s izdancima
osteocita. U ovoj fazi, zreli osteoblasti mogu uci u apoptozu, diferencirati se u osteocite ili

postati pokrovne stanice [69].

1.8.2. Kostane pokrovne stanice

KoStane pokrovne stanice su uspavani, plosnati osteoblasti koji prekrivaju povrsine kostiju
na kojima se ne odvija ni resorpcija ni formiranje kosti [70]. Ove stanice imaju tanku i

plosnatu jezgru; njihova citoplazma proteze se duz povrSine kosti te sadrzi malo
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citoplazmatskih organela, uklju€ujuéi hrapavi endoplazmatski retikulum i Golgijev aparat
[70]. Neke od tih stanica imaju produzZetke koji se protezu u kanalikule, a takoder su
primijeceni spojne veze (engl. gap junctions) izmedu susjednih stanica koje oblaZu kost i
izmedu njih i osteocita [70].

Sekretorna aktivnost ovih stanica ovisi o fizioloSkom stanju kosti, pri Eemu ove stanice
mogu ponovno steCi sekretornu aktivnost, povecati veliCinu i poprimiti kuboidni oblik.
Funkcije stanica koje oblaZzu kost nisu potpuno razumljive, ali se zna da ove stanice
sprjeCavaju izravnu interakciju izmedu osteoklasta i kostanog matriksa kada se ne bi
trebala odvijati resorpcija kosti te sudjeluju u diferencijaciji osteoklasta, proizvodeci
osteoprotegerin (OPG) i receptor aktivator jezgrinog Cinitelja kB ligand, (engl. receptor
activator of nuclear factor kB ligand, RANKL) [71].

1.8.3. Osteociti

Osteociti, koji Cine 90-95% ukupnih kostanih stanica, najzastupljenije su i najdugovjecnije
stanice, s zivotnim vijekom do 25 godina [72]. Za razliku od osteoblasta i osteoklasta, Cije
su funkcije definirane tijekom formiranja i resorpcije kosti, osteociti su u poCetku definirani
svojom morfologijom i lokalizacijom. Zbog poteSkocCa u izolaciji osteocita iz koStanog
matriksa dugo se smatralo da su ove stanice pasivne i njihove funkcije su bile krivo
tumacene [73]. UsavrSavanje naprednih tehnika i inovativnih tehnologija, ukljuCujuci
identifikaciju specificnih biomarkera osteocita, uspostavu novih in vivo modela, metoda za
izolaciju i in vitro kultivaciju osteogenih stanica, doprinio je temeljitijem shvacanju bioloskih
procesa povezanih s osteocitima. UocCeno je da osteociti imaju kljunu ulogu u koStanom

metabolizmu. [74].

Osteociti su smjesteni unutar lakuna, okruzeni mineraliziranim koStanim matriksom, gdje

pokazuju dendritiCku morfologiju (Slika 1). Morfologija osteocita razlikuje se ovisno o vrsti
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kosti. Na primjer, osteociti trabekularne kosti su viSe zaobljeni u usporedbi s osteocitima
iz kortikalne kosti, koji su izduzeni [73].
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Slika 1. Grafi¢ki prikaz Haversovog osteona graden od 5 kostanih lamela. Osteociti se medusobno

povezuju koristeci citoplazmatske izdanke. Preuzeto iz Budarié i sur. [75].

Osteociti potjecu iz loze MSC-a diferencijacijom osteoblasta. U ovom procesu predlozene
su Cetiri prepoznatljive faze: osteoid-osteocit, preosteocit, nezreli osteocit i zreli osteocit
[72]. Na kraju ciklusa formiranja kosti, podskupina osteoblasta postaje osteocit ugraden u
koStani matriks. Ovaj proces prate morfoloSke i strukturalne promjene, ukljuCujudi
smanjenje veliCine okruglih osteoblasta. Broj organela, poput hrapavog endoplazmatskog
retikuluma i Golgijevog aparata, smanjuje se, dok se omjer jezgre i citoplazme povecava,
Sto odgovara smanjenju sinteze i sekrecije proteina [76].

Tijekom tranzicije osteoblasta u osteocite, citoplazmatski izdanci pocCinju se pojavljivati
prije nego Sto osteociti budu potpuno ugradeni u kostani matriks [63]. Mehanizmi koji

sudjeluju u razvoju tih citoplazmatskih procesa nisu u potpunosti shvaceni. Medutim,
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protein E11/gp38, poznat i kao podoplanin, mogao bi imati klju¢nu ulogu. E11/gp38 je
visoko izrazen u osteocitima koji se ugraduju ili su nedavno ugradeni, slicno drugim
stanicama s dendritiCkom morfologijom, poput podocita, alveolarnih stanica tipa Il u
plu¢ima te stanica koroidnog pleksusa [77]. Smatra se da E11/gp38 koristi energiju iz
aktivnosti GTPaze kako bi stupio u medudjelovanje sa sastavnicama citoskeleta i
molekulama ukljuCenima u stani€nu pokretljivost, reguliraju¢i dinamiku aktinskog
citoskeleta [60, 61]. U skladu s tim, inhibicija izrazaja E11/gp38 u osteocitima slicnim
MLO-Y4 stanicama pokazala je blokiranje izduZivanja dendrita, sugerirajuci da je
E11/gp38 ukljucen u stvaranje dendrita kod osteocita [77].

Nakon Sto osteocit dosegne zrelu fazu gdje je potpuno zarobljen unutar mineraliziranog
koStanog matriksa, nekoliko markera ranije izrazenih kod osteoblasta, poput OCN, BSPII,
kolagen tipa | i ALP, se smanjuju. S druge strane, markeri osteocita, uklju€ujuci dentinski

matriksni protein 1 (DMP1) i sklerostin, postaju visoko izrazeni [78, 79].

Dok se tijelo osteocita nalazi unutar lakune, njegovi citoplazmatski izdanci (do 50 po
svakoj stanici) prolaze kroz male kanale koji potjeCu iz lakune, zvani kanalikuli, tvoreci
osteocitni lakunokanalikularni sustav. Ovi citoplazmatski izdanci povezani su s procesima
susjednih osteocita putem spojnih veza (engl. gap junctions), kao i s citoplazmatskim
nastavcima osteoblasta i pokrovnim stanicama na povrSini kosti, Cime se olakSava
medustanicni transport malih signalnih molekula poput prostaglandina i dusikovog oksida
izmedu tih stanica. Nadalje, lakunokanalikularni sustav osteocita nalazi se u blizini

krvoZilne opskrbe, preko koje osteociti dobivaju kisik i hranjive tvari [80].

Procijenjeno je da je povrSina osteocita 400 puta ve¢a od svih Haversovih i Volkmannovih

sustava zajedno te viSe od 100 puta veéa od povrSine trabekularne kosti [81].

Komunikacija izmedu stanica se odvija i putem intersticijske tekucine koja prolazi izmedu

nastavaka osteocita i kanalikula [81]. Pomocu lakunokanalikularnog sustava, osteociti

djeluju kao mehanosenzori jer njihova medusobno povezana mreza ima sposobnost

otkrivanja mehanickih pritisaka i optereCenja, pomazuci prilagodbi kosti svakodnevnim
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mehanickim silama [73]. Zbog ovoga Cini se da su upravo osteociti glavni regulatori
pregradnje kosti, regulirajuéi aktivnost osteoblasta i osteoklasta [74, 80]. Stovise,
apoptoza osteocita prepoznata je kao kemotaktiCki signal za resorpciju kosti
osteoklastima [82]. U skladu s tim, pokazano je da tijekom resorpcije kosti apoptotske

osteocite fagocitiraju osteoklasti [83].

Mehanosenzorska funkcija osteocita ostvaruje se zahvaljujuci strateSkom polozaju ovih
stanica unutar koStanog matriksa. Oblik i prostorni raspored osteocita u skladu su s
njihovom funkcijom otkrivanja i prijenosa signala, omogucujuci prevodenje mehanickih
podrazaja u biokemijske signale, fenomen poznat kao piezoelektricni ucCinak [84].
Mehanizmi i sastavnice pomocu kojih osteociti pretvaraju mehaniCke podrazaje u
biokemijske signale nisu u potpunosti razjasnjeni. Medutim, predloZzena su dva
mehanizma. Jedan od njih ukljuCuje proteinski kompleks sastavljen od cilija i njegovih
pridruzenih proteina, policistina 1 i 2, koji su klju¢ni za mehanosenzaciju osteocita i za
osteoblastima/osteocitima posredovano stvaranje kosti [85]. Drugi mehanizam ukljuéuje
sastavnice citoskeleta osteocita, ukljuCujuc¢i kompleks fokalne adhezije i njegove brojne
aktinom povezane proteine kao Sto su paksilin, vinkulin, talin i ziksin [86]. Nakon
mehanicke stimulacije, osteociti proizvode nekoliko sekundarnih glasnika, poput ATP-a,
dusikovog oksida, Ca®* i prostaglandina (PGE; i PGly), koji utje¢u na fiziologiju kosti [78,
87]. Neovisno o uklju¢enom mehanizmu, vazno je napomenuti da je mehanosenzorska
funkcija osteocita moguca zbog slozene kanalikularne mreze koja omogucuje

komunikaciju izmedu koStanih stanica.

1.8.4. Osteoklasti

Osteoklasti su terminalno diferencirane multinuklearne stanice koje nastaju od
mononuklearnih stanica hematopoetske loze pod utjecajem nekoliko ¢imbenika (Slika 2).
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Medu tim ¢imbenicima su €imbenik koji stimulira kolonije makrofaga (engl. macrophage
colony-stimulating factor, M-CSF), kojeg izluCuju osteoprogenitorne mezenhimalne
stanice i osteoblasti, te RANK ligand, kojeg izluCuju osteoblasti, osteociti i stromalne
stanice [88]. Ovi Cimbenici zajedno poti€u aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika [89] i

izrazaj gena u osteoklastima [90].

pokrovne stanice
osteoklast

osteociti

Slika 2. Grafi¢ki prikaz osteoklasta u Howshipovoj lakuni. Preuzeto iz Budaric¢ i sur. [75].

M-CSF se veze na svoj receptor (cFMS) prisutan u prekursorima osteoklasta, €ime potiCe
njihovu proliferaciju i inhibira apoptozu [89]. RANKL je klju¢an Cc{imbenik za
osteoklastogenezu i izrazavaju ga osteoblasti, osteociti i stromalne stanice. Kada se veze
na svoj receptor RANK u prekursorima osteoklasta, potiCe se stvaranje osteoklasta [91].
S druge strane, osteoprotegerin (OPG), kojeg proizvode brojne stanice ukljuCujudi
osteoblaste, stromalne stanice te gingivalne i periodontalne fibroblaste, veZze se na
RANKL, sprjeCavajuci interakciju RANK/RANKL i tako inhibira osteoklastogenezu [92].
Ovaj sustav RANKL/RANK/OPG klju€ni je posrednik osteoklastogeneze [92, 93].

Medudjelovanje RANKL/RANK takoder potiCe izrazaj drugih osteoklastogenih ¢imbenika
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kao Sto su NFATc1 i DC-STAMP. NFATc1, u medudjelovanju s transkripcijskim
¢imbenicima PU.1, cFos i MITF, regulira gene specificne za osteoklaste, ukljuCujuci TRAP
i katepsin K, koji su kljucni za aktivnost osteoklasta. Pod utjecajem medudjelovanja
RANKL/RANK, NFATc1 takoder potiCe izrazaj DC-STAMP-a, Sto je vazno za fuziju
prekursora osteoklasta [94, 95].

Tijekom remodeliranja kosti osteoklasti se polariziraju, pa se mogu uociti Cetiri tipa
membranskih domena osteoklasta: zona zatvaranja (engl. sealing zone) i naborana
granica (engl. ruffled border) koje su u kontaktu s koStanim matriksom, kao i bazolateralne
i funkcionalne sekretorne domene koje nisu u kontaktu s kostanim matriksom [96, 97].
Polarizacija osteoklasta tijekom resorpcije kosti ukljuCuje reorganizaciju citoskeleta, pri
¢emu se formira F-aktinski prsten koji obuhvaca gusti, kontinuirani pojas visoko
dinami¢nih podosoma, Cime se izolira podru€je membrane koje se razvija u naboranu
granicu. Vazno je napomenuti da se ove domene formiraju samo kada su osteoklasti u
kontaktu s izvanstani¢nim mineraliziranim matriksom, pri ¢emu sudjeluju a.Bs-integrin i

CD44, koji omogucuju pricvrscivanje podosoma osteoklasta za povrSinu kosti [98].

Gledajuéi njihovu strukturu, naborana granica je membranska domena formirana
mikrovilima, a izolirana je od okolnog tkiva Cistom zonom, poznatom i kao zona zatvaranja.
Cista zona je podrugje bez organela smjesteno na periferiji osteoklasta uz kostani matriks
[99]. Ova zona formira se aktinskim prstenom i brojnim drugim proteinima, ukljuCujuci
aktin, talin, vinkulin, paksilin, tensin i proteine povezane s aktinom, poput a-aktinina,
fimbrina, gelsolina i dinamina [97]. a.f3 - integrin veZe se na nekolagenozni kostani
matriks koji sadrzi RGD sekvencu, kao Sto su koStani sialoprotein, osteopontin i
vitronektin, stvarajuci periferno zatvaranje koje ograniCava centralno podrucje gdje se

nalazi naborana granica [99].

Odrzavanje naborane granice klju¢no je za aktivnost osteoklasta; ova struktura nastaje

zbog intenzivnog transporta lizosomalnih i endosomalnih komponenti. U naboranoj granici

prisutan je vakuolarni tip H*-ATPaze (V-ATPaza), koji pomaze acidifikaciji resorpcijske
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lakune i tako omogucava otapanje kristala hidroksiapatita [88, 100]. U tom podrucju
protoni i enzimi, poput tartrat-rezistentne kisele fosfataze (engl. tartrate-resistant acid
phosphatase, TRAP), katepsina K i matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9), transportiraju
se u Howshipovu lakunu, Sto dovodi do degradacije kosti [96, 100, 101]. Produkti ove
degradacije zatim se endocitozom prenose preko naborane granice i transcitozom do

funkcionalne sekretorne domene na plazmatskoj membrani [97].

Pokazano je da osteoklasti proizvode cCimbenike zvane klastokini koji kontroliraju
osteoblaste tijekom ciklusa remodeliranja kosti. Recentna studija upucuje na to da
osteoklasti mogu izravno regulirati niSu hematopoetskih mati¢nih stanica [102]. Ova
otkrica ukazuju na to da osteoklasti nisu samo stanice koje resorbiraju kost, vec¢ i izvor

citokina koji utjeCu na aktivnost drugih stanica [102].

1.9. lzvanstanic¢ni kostani matriks

Kost se sastoji od anorganskih soli i organskog matriksa. Organski matriks sadrZi
kolagenske proteine (90%), pretezno kolagen tipa |, te nekolagenske proteine, ukljuujuci
osteokalcin, osteonektin, osteopontin, fibronektin, kostani sijaloprotein |l, BMP-ove i
Cimbenike rasta. Takoder su prisutni i mali leucinom bogati proteoglikani poput dekorina,

biglikana, lumikana i osteoaderina [103].

Anorganski materijal kosti pretezno se sastoji od fosfatnih i kalcijevih iona, no sadrzi i veCe
koliine bikarbonata, natrija, kalija, citrata, magnezija, karbonata, fluorida, cinka, barija i
stroncija. Kalcij i fosfatni ioni spajaju se i formiraju kristale hidroksiapatita, koji su
predstavljeni kemijskom formulom Ca10(PO4)s(OH)2. Zajedno s kolagenom, nekolagenski
proteini matriksa formiraju reSetku za talozenje hidroksiapatita, a ova povezanost

odgovorna je za tipi€nu ¢vrstocu i otpornost koStanog tkiva (Slika 3) [104].
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Slika 3. Graficki prikaz prostorne organizacije kristala hidroksiapatita i molekule kolagena tipa |.

Preuzeto iz Budari¢ i sur. [75].

KosStani matriks predstavlja sloZen i organiziran okvir koji pruza mehanicku potporu i igra
kljunu ulogu u odrzavanju homeostaze kostiju. KoStani matriks moze oslobadati razliCite
molekule koje utjeCu na aktivhost koStanih stanica i tako sudjelovati u procesu
remodeliranja kosti. S obzirom na to da sam gubitak koStane mase nije dovoljan da
uzrokuje prijelome, sugerira se da su drugi ¢imbenici, ukljuCujuci promjene u proteinskom
sastavu koStanog matriksa i njegove modifikacije, od kljucne vaznosti za razumijevanje i
predvidanje prijeloma kostiju [105]. Naime, poznato je da kolagen igra kljuénu ulogu u
strukturi i funkciji kostanog tkiva [106].

Prema tome, pokazano je da koncentracija proteina koStanog matriksa varira s dobi,
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prehranom, bolestima i antiosteoporotickim tretmanima, S$to moZe doprinijeti
deformacijama i prijelomima kosti [105]. Na primjer, in vivo i in vitro studije su pokazale
da je povecana sinteza hijaluronske kiseline nakon lijeCenja paratireoidnim hormonom
(PTH) bila povezana s posljedicnom resorpcijom kosti, sugeriraju¢i mogucu povezanost
izmedu sinteze hijaluronske kiseline i povecane aktivnosti osteoklasta [107].

U kostanom tkivu, prema pravilnosti rasporeda njegovih elemenata i stupnju zrelosti,

razlikujemo dvije vrste: nezrelo i zrelo kostano tkivo.

Nezrelo kostano tkivo, poznato i kao grubo vlaknato kostano tkivo, karakterizira nepravilna
unutarnja arhitektura i nasumicno rasporedena kolagena vlakna. Nalazimo ga kod
nezrelih jedinki, tijekom rasta i razvoja skeleta, dok kod odraslih osoba ostaje prisutno u
podrucjima kao $to su zubni cement, Savovi lubanje, koStani labirint i entezama. Ovo tkivo
se takoder naziva isprepleteno kostano tkivo zbog nepravilno usmjerenih kolagenih
vlakana razli¢itih debljina. Stanice su brojnije po jedinici volumena u usporedbi sa zrelim

ko&tanim tkivom, te su nepravilno rasporedene unutar medustani¢ne tvari (Slika 4) [108].

Slika 4. Mikrofotografija nezrelog kostanog tkiva. HE bojanje, 400x povecanje. Crne strelice

prikazuju osteocite. Preuzeto iz Budari¢ i sur. [75].
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Zrelo kostano tkivo, poznato i kao lamelarno kostano tkivo, najzastupljenije je kod
odraslih. Mikroskopski pregled otkriva pravilno rasporedene kostane lamele debljine 5-10
Mm, u kojima se nalaze Supljine koje sadrze tijela osteocita. Te su Supljine povezane
tankim kostanim kanalicima koji omogucuju komunikaciju izmedu osteocita pomocu
njihovih citoplazmatskih izdanaka. Ovi izdanci prolaze kroz kanali¢e promjera manjeg od
1 um (Slika 5) [109].

Slika 5. Mikrofotografija zrelog koStanog tkiva. HE bojanje, 400x povecanje. Crne strelice prikazuju
osteocite. Preuzeto iz Budari¢ i sur. [75].

Zrelo kosStano tkivo moze biti organizirano u dva osnovna oblika: spuzvasto kostano tkivo
(lat. substantia spongiosa) (Slika 6) i kompaktno kostano tkivo (lat. substantia compacta)
(Slika 7).

Spuzvasto kostano tkivo sadrzi koStane gredice koje su rasporedene u pravcima sile koje
djeluju na kost, pruzajuci specificne biomehanicke karakteristike. Prostori izmedu gredica
ispunjeni su kostanom srzi. U dugim kostima, spuzvasto tkivo najviSe je prisutno na
krajevima kostiju (epifizama) (Slika 6) [108].
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Slika 6. Organizacija spuzvastog kostanog tkiva. Preuzeto iz Budari¢ i sur. [75].

Haversove lamele
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krvne Zile u Volkmanovim kanalima
vanjske osnovne lamele
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osnovne
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2uta kostana srz spuzvasta Sharpeyeva viakna

< Volkmanovi kanali Haversovi kanali
kostana tvar

Slika 7. Organizacija kompaktnog kostanog tkiva na primjeru isjeCka trupa duge cjevaste kosti.
Preuzeto iz Budari¢ i sur. [75].
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Kompaktno kostano tkivo €ini vanjsku povrSinu svih kostiju i naziva se kortikalna kost.
Ono je solidne strukture i nema Supljine ispunjene koStanom srzi. Unutar trupa cjevastih
kostiju kompaktno tkivo organizirano je u Cetiri sustava lamela (Slika 7). Ovi sustavi
uklju€uju rubni osnovni sustav lamela, smjeSten neposredno ispod periosta, te sredisnji
osnovni sustav lamela u dubini kosti. Haversove lamele koncentri€no okruzuju Haversove
kanale, koji sadrze krvne Zile i Zivce, dok su povezani popre¢nim Volkmanovim kanalima.
Svaki Haversov kanal s odgovaraju¢im lamelama predstavlja temeljnu jedinicu koStanog

tkiva, poznatu kao — osteon (Slika 8) [109].

Krvna zila u /
Haversovom kanalu

Haversove lamele

Slika 8. Grafi¢ki prikaz osteona. Preuzeto iz Budaric¢ i sur. [75].
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Opisano kostano tkivo Cini temeljnu strukturu koStanog sustava, koji ima viSestruke
funkcije: odreduje veliCinu i oblik tijela, omoguéava pokretanje tijela kao dio lokomotornog
sustava, stiti unutradnje organe, sudjeluje u metabolizmu kalcija te pohranjuje rezerve
ovog vaznog minerala. Takoder, koStani sustav sadrzi Cimbenike rasta i krvotvorne

organe.

1.10. Rast i razvoj kosti

Razvoj kostanog sustava zapoc€inje u prvom tromjesecju gestacije i traje do postnatalnih
godina. Taj razvoj se odvija kroz dva razliCita procesa: intramembransku osifikaciju i
endohondralnu osifikaciju, koji se razlikuju prema okoliSu u kojem zapocinje osifikacija te
prema tipu stanica koje proizvode medustani¢ni matriks. Intramembranska osifikacija
odvija se u skupini ili kondenzaciji mezenhimalnih stanica koje se izravno diferenciraju u
osteoblaste, dok se endohondralna osifikacija odvija na temelju hrskavi¢nog predloska
koji proizvode hondrociti. Oba procesa prisutna su tijekom embriogeneze, kao i

postnatalno.

1.10.1. Intramembranska osifikacija

PloCaste kosti krova lubanje, kao i neke kosti visceralnog dijela lubanje te klju€na kost,
formiraju se tijekom embrionalnog razdoblja putem intramembranske osifikacije. Proces
intramembranske osifikacije zapocinje i odvija se unutar mezenhima, embrionalnog ili
primitivnog vezivnog tkiva koje se primarno sastoji od mezenhimalnih stanica (Slika 9).
lako se intramembranska osifikacija uglavhom povezuje s embrionalnim razvojem, moze

se odvijati i postnatalno (na primjer, tijekom cijeljenja kostiju nakon prijeloma) [110].
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Slika 9. Shematski prikaz intramembranske osifikacije kostiju lubanjskog krova. Preuzeto iz
Pudaric i sur. [75].

Prvi korak u intramembranskoj osifikaciji je kondenzacija mezenhimalnih stanica, koja se
obi¢no naziva kosStani blastem. Stanice unutar blastema diferenciraju se u osteoblaste i
pocinju proizvoditi matriks. Transkripcijski Cimbenik Runx2 ima klju€nu ulogu u pokretanju
diferencijacije stanica blastema prema osteoblasti¢noj lozi. PoCetna proizvodnja kostanog
matriksa od strane osteoblasta formira primarni osifikacijski centar, tj. specificno podrucje
gdje se odvijaju procesi rasta kosti. Kako osteoblasti u pojedinim osifikacijskim centrima
proizvode sve viSe matriksa, neki osteoblasti postaju inkapsulirani i tada prelaze u
osteocite. Osteoblasti stvaraju nezrelu kost, koja je obiljezena neorganiziranom
kolagenskom strukturom, Sto je posljedica brzog stvaranja [110].

Jednom kada je proizvedeno dovoljno koStanog matriksa da formira mali otoCi¢ kosti,
dodatni osteoblasti se regrutiraju na povrSinu gdje nastavljaju proizvodnju nezrele kosti ili
organiziranije primarne lamelarne kosti. Tijekom razvoja, neke kosti nastaju spajanjem
nekoliko manjih kostanih otoCi¢a. Neke kosti formirane intramembranskom osifikacijom,
poput Celjusti, razvijaju Supljine ispunjene koStanom srzi. Te Supljine nastaju kada kost

postane toliko velika da su centralni osteociti predaleko od dovoljne opskrbe krvlju, Sto
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potiCe razvoj krvnih Zila u sredini osifikacijskog centra kako bi formirale Supljinu sa srzi.
Druge kosti formirane ovim procesom, poput klju¢ne kosti, ne razvijaju Supljinu ispunjenu

sa srzi [111].

1.10.2. Endohondralna osifikacija

Ostatak kostiju skeleta formira se putem endohondralne osifikacije, pri cemu se matriks
hijaline hrskavice postupno zamjenjuje mineraliziranim kostanim tkivom. Ovaj proces nije
ograniCen samo na embrionalni razvoj; takoder igra vaznu ulogu u cijeljenju prijeloma.
Slicno kao kod intramembranske osifikacije, proces pocinje kondenzacijom
mezenhimalnih stanica koje se, umjesto u osteoblaste, diferenciraju u hondroblaste pod
utjecajem transkripcijskog ¢imbenika SOX-9. Ti hondroblasti stvaraju matriks hrskavice
koji obuhvada stanice koje se zatim diferenciraju u hondrocite. Hijalina hrskavica je
obavijena perihondrijem, membranom koja osigurava stanice za daljnji rast hrskavice.

Ovaj predlozak hrskavice nalikuje buducoj kosti i naziva se hrskavi¢ni model [111].

U ranoj fazi razvoja, stanice perihondrija diferenciraju se u osteoblaste i zapocCinju
formiranje kosti na povrsini hrskavichog modela. Kao i kod intramembranske osifikacije,
ovaj proces diferencijacije osteoblasta regulira transkripcijski Cimbenik Runx2. Formiranje
kosti u pocCetku je lokalizirano na obujam dijafize dugih kostiju i rezultira strukturom koja
se naziva koStani ovratnik (engl. bone collar). KoStani ovratnik predstavlja lamelarnu kost,
a nakon formiranja, susjedno vezivno tkivo prelazi iz perihondrija u periost, postajuci
naseljeno prekursorima osteogenih stanica. Formiranje koStanog ovratnika ograniCava
sposobnost hranjivih tvari da difundiraju u obliznju hrskavicu, Sto rezultira kalcifikacijom
lokalnog matriksa i, na kraju, smrcu hondrocita. Ovi procesi signaliziraju regrutiranje
primarne krvne Zile koja prodire kroz kostani ovratnik (uz pomoc¢ osteoklasta) i ulazi u
podrucje kalcificirane hrskavice. Ova krvna zila donosi hranjive tvari prezivjelim stanicama

i transportira osteoklaste koji uklanjaju kalcificirani matriks. Rezultat ove vaskularne
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invazije je formiranje prostora za koStanu srz i primarnog centra osifikacije — mjesta za
koordiniranu stani€nu aktivnost za daljnji razvoj. Kako se koStana srz polako formira i
naseljava stanicama, dodatna kost nastavlja se formirati na periostalnoj povrsini koStanog
ovratnika. Sekundarni centri osifikacije na kraju se formiraju na krajevima dugih kostiju
(epifizama) kroz sli¢an proces. Vecina kostiju formira sekundarni centar osifikacije na oba
kraja, dok neke (poput metakarpalnih i kostiju falangi) imaju samo jedan. Druge krvne Zile
prodiru u podrucje kako bi opskrbile stanice i hranjive tvari potrebne za daljnji razvo;j.
Poremecaj opskrbe krvlju ima znaCajne uCinke na razvoj kostiju i moze uzrokovati

izostanak formiranja sekundarnih centara osifikacije [112].

Kako primarni centar osifikacije raste, na kraju zauzima otprilike srednju treC¢inu modela
hijaline hrskavice. Posljedicno tome, model ima dva hrskavicha kraja s centralnom
dijafiznom regijom koja ukljuCuje Supljinu kostane srzi. Na spoju izmedu srzi i hrskavice

na svakom kraju kosti nalazi se struktura koja se naziva epifizna ploc€a (ili ploCa rasta).

Epifizna ploCa odgovorna je za longitudinalni rast kostiju. Unutar odredene kosti, stopa
longitudinalnog rasta moze se razlikovati dva do tri puta, a obi¢no jedna od dviju epifiznih
ploCa odgovara za vecinu rasta kosti. Stope rasta mogu varirati Cak i do sedam puta medu

razliCitim kostima unutar pojedinca [113].

Epifizna ploCa sastoji se od pet morfoloski razli€itih zona koje se prakticno klasificiraju
prema glavnim stani¢nim procesima koji se odvijaju na svakoj lokaciji (Slika 10). U
stvarnosti, one postoje kao kontinuum stanica koje postupno prelaze iz jedne zone u

drugu tijekom rasta [114].
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Slika 10. Prikaz endohondralne osifikacije duge cjevaste kosti. Preuzeto iz Budari¢ i sur. [75].

Podruc€je najdalje od primarnog centra osifikacije (blizu krajeva hrskavicnog modela)
naziva se zona mirne hrskavice (engl. resting zone) i sastoji se od matriksa hijaline
hrskavice s ugradenim hondrocitima. Novi matriks zone mirovanja, bogat tipom I
kolagena, kontinuirano proizvode hondroblasti blizu perihondrija. Hondroblasti koji se
ugraduju u ovaj matriks diferenciraju se u zrele hondrocite. Hondrociti ugradeni u matriks
takoder proizvode novi matriks. Ova regija aktivne proizvodnje ponekad se naziva
rezervna zona (engl. reserve zone), jer pojam zona mirovanja podrazumijeva da su

stanice neaktivne. Hondrociti unutar zone mirovanja imaju slicne morfoloske i fizioloSke

karakteristike kao i oni u hijalinskoj hrskavici u drugim dijelovima tijela [114].

Druga regija naziva se zona proliferacije hrskavice (engl. proliferative zone) i, kako ime

implicira, to je mjesto aktivnhe mitoze hondrocita. Ova regija lako se identificira histoloski
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po svom izgledu nalik naslaganim novc€i¢ima, Sto je rezultat diobe stanica u kolonama duz
longitudinalne osi. Svaka od ovih stanica proizvodi otprilike dvostruko svoj volumen
matriksa, koji je bogat tipom Il kolagena. Zona proliferacije regulirana je brojnim
C¢imbenicima rasta. Somatotropin/hormon rasta, inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta, BMP-ovi i
Wnt—B-katenin signalni put imaju vazne uloge u poticanju proliferacije hondrocita.
Cimbenik rasta fibroblasta jedan je od rijetkih ¢imbenika za koji je pokazano da inhibira
proliferaciju hondrocita u ovoj regiji [114].

Treca regija je zona dozrijevanja hrskavice ili zona hipertrofije (engl. hyperthrophic zone).
Rast dugih kostiju pokrecu stanice u gornjim regijama ove zone (ili prehipertroficnoj zoni),
gdje, kako stanice stare, povecCavaju svoj volumen i povrSinu do 10 puta. U donjoj
hipertrofiénoj zoni, stanice po&inju rasti i umirati. Cini se da je tiroksin glavni promotor
hipertrofije hondrocita, iako su i drugi ¢imbenici (npr., komponente Wnt—3-kateninskog
puta) takoder vazni za poticanje hipertrofije. Hipertrofija poboljSava rast stanica i
proizvodnju izvanstani¢nog matriksa, koji je u poCetku bogat kolagenom tipa Il. Hipertrofija
je takoder povezana s povecanim izrazajem Cimbenika rasta endotelnih krvnih Zila, za koji
se smatra da regulira propusnost krvnih Zila i mineralizaciju. Stanice u ovoj regiji
nastavljaju proizvoditi matriks, od kojeg je veliki dio tip X kolagen (nasuprot tipu Il kolagena
u proliferativnoj zoni). Tip X kolagen je jedinstven za hipertroficne hondrocite u kosti u
razvoju (iako se takoder moze naci u kalusu prijeloma i oSte¢enoj zglobnoj hrskavici kod
odraslih) i obi¢no je povezan s degradacijom hrskavice ili starenjem. Razlikuje se od tipa
Il kolagena po tome Sto sadrzi vlakna, koja su odsutna u matriksu tipa Il kolagena. lako
vlakna kolagena tipa X pruzaju krutost toj regiji, stvaraju matriks manje sposoban za
difuziju hranjivih tvari do stanica. Tip X kolagen je usko povezan s urastanjem krvnih zila,
koja se dogada u susjednim regijama. Ako u zoni hipertrofije nije prisutan tip X kolagen,
tada izostaje urastanje krvnih Zila, a rast je poremecen [114].

Kondenzirani matriks oko hipertrofiranin hondrocita na kraju poc€inje mineralizirati (ili

kalcificirati). Mineralizacija matriksa se ne dogada u odsutnosti hipertrofije. Regija u kojoj

se moze uociti kalcifikacija hrskavice je Cetvrta regija rasta, zona kalcificirane hrskavice
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(engl. calcified cartilage zone). Hondrociti u ovoj regiji su ili mrtvi ili u procesu propadanja,
zbog nedostatka difuzije hranjivih tvari ili uklanjanja stani€nog otpada. Signal za apoptozu
Cini se da je povezan sa stani€nom hipoksijom, buduéi su stanice u donjoj proliferativnoj
zoni i gornjoj hipertrofiCnoj zoni pokazale vecu hipoksiju nego one u povrsnijim regijama
rasta. Kalcifikacija matriksa aktivan je proces kojim upravljaju hondrociti, te ovaj proces
nije u potpunosti razjasnjen. Hondrociti otpustaju vezikule u izvanstani¢ni matriks. Ove
vezikule sadrze alkalnu fosfatazu (klju€nu u mineralizaciji matriksa), ATPazu (za opskrbu
energijom potrebnu za transport kalcijevih iona u vezikule) i enzime koji razgraduju kalcij
i fosfat iz okoline. Povecanje lokalne mineralne koncentracije dovodi do stvaranja
agregata kalcija i fosfata te kalcifikacije matriksa. Kako regija postaje viSe kalcificirana i
gubi viSe stanica, lokalno signaliziranje dovodi do urastanja krvnih Zila. Hondroklasti,
stanice koje su slicne osteoklastima, ali specijalizirane za uklanjanje kalcificirane

hrskavice, dolaze na to mjesto kako bi zapocCele resorpciju hrskavice [115].

Zadnja zona rasta je zona osifikacije ili mineralizirane hrskavice (engl. zone of
ossification), gdje se kost prvotno formira. Ovo koStano tkivo formiraju osteoblasti koji su
regrutirani na povrSinu kalcificiranog tkiva kako bi proizveli novu nezrelu kost. U zoni
osifikacije takoder se nalaze osteoklasti, koji rade na uklanjanju kalcificirane hrskavice i
novoproizvedene nezrele kosti — potonja se zamjenjuje zrelijom lamelarnom kosti kroz

remodelaciju kosti [116].

lako postoji veza izmedu osifikacije epifizne ploCe i prestanka longitudinalnog rasta, ta
dva procesa su zapravo odvojena, pri ¢emu prvo prestaje rast, a zatim dolazi do osifikacije
ploCe rasta. Prestanku rasta pridonosi zaustavljanje diobe stanica, kroz starenje
hondrocita, u zoni mirovanja. Za vecinu kostiju to se dogada u kasnim tinejdzerskim
godinama i ranim dvadesetima. Ovaj proces je ubrzan estrogenom. ViSe razine estrogena
u ranijim godinama kod Zena u usporedbi s muskarcima razlog su ranijem prestanku rasta
kod zena. Nakon prestanka rasta, epifizna ploCa se osificira, ostavljaju¢i mineraliziranu
regiju kosti koja razdvaja epifizu i metafizu. Ova tanka koStana ploCa naziva se epifizna
linija (engl. epiphyseal line) [116].
43



1.11. Kostano oblikovanje i preoblikovanje

Kostano oblikovanje (engl. bone modeling) karakterizira intenzivna osteoprodukcija,
odnosno aktivnost osteoblasta, uz minimalnu osteoresorpciju. Osteoresorpcija se odvija
na bitnim mjestima kako bi se formirala srzna Supljina u dijafizi buducih dugih kostiju te
specificni reljef na povrsSini kostiju. Ovaj proces omogucuje postizanje anatomske norme
kostiju, koja se odnosi na oblik i veli€inu specificnu za svaku kost. U fizioloSkim uvjetima,
oblikovanje kostiju ograni¢eno je na razdoblje embrionalnog rasta i postnatalnog razvoja
te zavrSava otprilike u tre¢em desetljecu Zivota [117].

S druge strane, kostano preoblikovanje (engl. bone remodeling) histoloski predstavlja
mirniji proces u kojem su osteoprodukcija i osteoresorpcija uravnotezene, odvijajuci se u
istim regijama kostiju. Ovim procesom ne dolazi do promjene ukupne mase kostanog
tkiva; umjesto toga, postoje¢a masa se reorganizira i preoblikuje. Svrha remodeliranja
kostiju je prilagodba morfologije koStanog sustava biomehanickim uvjetima tijekom Zivota.
Istrazivanja su pokazala znaCajan kapacitet kostiju za promjenu veli€ine, oblika i
rasporeda koStane mase, osobito kod sportasa. Preoblikovanjem se omogucuje
biomehaniCka prilagodba kosti uz minimalnu koliCinu kostanog materijala. Kada bi
¢vrstoca kostiju bila postignuta isklju€ivo poveéanjem kostane mase, taj masivni sustav bi

predstavljao dodatno opterecenje za organizam [118].

1.12. Cijeljenje kosti — kaskada transkripcijskih ¢imbenika

Tijekom cjeljenja kost prolazi kroz nekoliko faza. Prvotno nastaje krvni ugrusak, nakon
kojega slijedi faza upale, potom formiranje granulacijskog tkiva te kalusa i u konacnici faza
remodelacije (Slika 11) [119]. Vazno je naglasiti da oba tipa osifikacije (endohondralna i
intramembranska osifikacija) sudjeluju u regeneraciji kosti nakon nastanka povrede, s
time da samo tvrdi kalus izravno nastaje iz mineraliziranog kolagena tipa | kojeg luCe

osteoblasti bez prethodnog hrskaviénog modela [120].
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FAZA VEZIVNOG
KALUSA

vezivni kalus

UPALNA FAZA
dijelovi kosti u podrucju

prijeloma sadrZze mrtve osteocite HRSKAVICNA FAZA

hijalina hrskavi
\osteoblasti jjalina hrskavica

novostvoreno nemineralizirano
kostano tkivo )

FAZA KOSTANOG

Slika 11. Shematski prikaz kaskade cijeljenja kosti kalusom. Preuzeto iz Budari¢ i sur. [75].

Na mjestu prijeloma kosti u poCetku se stvara krvni ugruSak koagulacijom plazme te
izlaganjem trombocita okoliSu izvan krvnih Zila. UgruSak regrutira neutrofile na mjesto
ozljede koji izluCuju proupalne kemokine poput interleukina 6 (IL-6) i time regrutiraju
monocite i makrofage. Makrofazi uklanjaju privremeni fibrinski matriks i nekroti¢ne stanice
putem fagocitoze a osim $to uklanjaju stani¢ne i ekstracelularne ostatke, makrofazi luCe
niz upalnih i kemotakti¢kih posrednika, poput ¢imbenika tumorske nekroze alfa (engl.
tumor necrosis factor alpha, TNF-a), interleukina 6 (IL-6) i interleukina 1 (IL-1). Tijekom
upalne faze dolazi i do pojaCanog izrazaja COX-2, koji ima ulogu u nastanku
prostaglandina te time pridonosi zapoc€injanju odgovora i migraciji upalnih stanica do

mjesta koStanog defekta. KemotaktiCki citokini regrutiraju menzenhimalne mati¢ne
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stanice i fibroblaste koji doprinose cijeljenju po zavrSetku akutne faze upale.
Mezenhimalne matiCne stanice stvaraju razne BMP-ove koji imaju ulogu u proliferaciji,
mitogenezi, angiogenezi i kemotaksiji. Oni su dio superobitelji transformirajuceg Cinitelja
rasta tip B te participiraju u transdukciji intracelularnih signalnih puteva fosforilacijom
SMAD 1/5/8. BMP -2, -6 i -9 su presudni u diferencijaciji mezenhimalnih matic¢nih u
osteoprogenitorne stanice (engl. osteoprogenitor cells, OPC), dok BMP -2, -4 i -7 ih dalje
diferenciraju u osteoblaste [121, 122]. 1z upalne faze, a potaknuto lokalnim hipoksi¢nim
okoliSem nakon ozljede, nastati ¢e granulacijsko tkivo. Ovo tkivo bogato je progenitornim
stanicama i novostvorenim krvnim zilama, a nastaje iz neorganiziranog izvanstani¢nog
matriksa [122]. U kasnoj fazi upale, nastaje mekani kalus. Mekani kalus sadrzi hrskavi¢ni
i vezivni matriks, nezrelu kost te je bogat hondrocitima i fibroblastima diferenciranim iz
progenitornih stanica. Mekani kalus omogucéuje mehaniCku potporu tkiva koju slijedi
resorpcija hrskavicnog matriksa i apoptoza hondrocita. Stvaranje kalusa je obiljezeno
proporcionalnim smanjenjem razine upalnih citokina i porastom izrazaja Runx2 i Osx, koji
predstavljaju najbitnije transkripcijske ¢imbenike u diferencijaciji osteoblasta. Izrazaj Osx
je visoko specifican za osteoblaste i preosteoblaste, Sto ga Cini korisnim markerom za
pracenje cijeljenja kosti. Osx se smatra najviSe izraZen transkripcijski ¢imbenik tijekom
finalnih stadija diferencijacije osteoblasta unutar novostvorene kosti i potiCe nastanak
osteokalcina (OCN), kolagena i osteopontina (OPN), potiCu¢i na taj naCin remodelaciju
kosti [66, 123, 124]. Postepeno matriks kalcificira, a mineralizirano tkivo zamjenjuje
hrskavi¢ni kalus te se pocinje formirati tvrdi kalus [125]. Tijekom 7. - 10. dana dolazi do
najveCe proliferacije osteoblasta te izrazaja OCN-a. Dva tjedna od ozljede
neoangiogeneza je na vrhuncu uz izrazaj vaskularnog endotelnog €imbenika rasta (engl.
vascular endothelial growth factor, VEGF). Tijekom 14. - 21. dana osteogeneza je
maksimalno izrazena, te dolazi do drugog porasta izrazaja upalnih citokina (TNF-a, IL-6,
IL-1), Sto je vezano za koStanu pregradnju. Tijekom 21. - 35. dana nezrela kost nastavlja
remodeliranje u mineraliziranu zrelu kost [126—128]. Ovaj proces je popra¢en smanjenjem
razine transformirajuceg Cinitelja rasta tip 81 (engl. transforming growth factor 1, TGF-
B1) te poveclanje izrazaja sklerostina. Tvrdi kalus s vremenom poprima lamelarnu
strukturu i nastaje kost tipi€nih morfoloskih i histoloskih znacajki. Ova posljednja faza se
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naziva faza remodeliranja [120].

1.13. Autologna kost

Kada govorimo o metodama koje mogu stimulirati cijeljenje kosti, presadci autologne kosti
(AK) su smatrani zlatnim standardom jer pokazuju osteokonduktivna, osteoinduktivna i
osteogena svojstva. Osteokonduktivno svojstvo ocituje se u funkciji reSetke pri ¢emu
autologna kost veze na sebe osteocite i osteoblaste Cime potiCe cijeljenje kostanih
defekata iz sredine prema rubovima. Osteokonduktivha svojstva ovise o
trodimenzionalnoj strukturi transplantata i odreduju brzinu osteointegracije. Autologna
kost je osteoinduktivna jer sadrzi Cimbenike rasta, matriksne proteine i signalne molekule
koje poticu cijeljenje kosti. Osteogeno svojstvo se oc€ituje u omogucavanju osteogenskih
prekursorskih stanica i osteoblasta koji ¢e sudjelovati u stvaranju nove kosti. Najces¢e
donorsko mjesto kod ljudi jest greben crijevne kosti, koji se koristi uglavhom za vece
koStane defekte, a alternativna donorska mjesta predstavljaju; proksimalna tibija,
kalkaneus, veliki trohanter femura i distalni radijus. NajceS¢a komplikacija prikupljanja
autolognog kosStanog transplantata jest bolnost na donorskom mjestu, a kao rjede
komplikacije mogu se javiti ozljeda zivca, hematom ili infekcija [129]. Glavni nedostatak
autolognog transplantata je u Cinjenici da se brzo razgraduje pri Cemu je evidentiran
gubitak od 40% obujma kosti tijekom zacijeljivanja i remodelacije. 1z toga razloga Cesto
se s autolognom kosti kombiniraju ksenografti (nadomjestak za kost dobiven od
zivotinjskih vrsta poput goveda, svinja, konja), zbog svojih prednosti u pogledu
mehanickih svojstava i otpornosti na resorpciju, kako bi se postigla stabilnost koStanog
volumena [130].
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1.14. Kostani defekt kriticne velic¢ine

Kostani defekt kriticne veliCine (engl. critical-size bone defect, CSBD), najmanji je defekt
kostanog tkiva koji necCe zacijeliti spontano tijekom zivotnog vijeka zivotinje. Kada
govorimo o kalvarijskom defektu Stakora, uobiCajeno je prihvaceno da je kriti€Can onaj
defekt veliCine 8 milimetara. Medutim i manji defekti su bili prouCavani kod istih
eksperimentalnih modela gdje su izvedena 2 defekta po zivotinji, kako bi bilo potrebno
manje zivotinja za odredenu studiju [131]. S obzirom da je tip cijeljenja kosti kalvarije
istovjetan s tipom osifikacije tijekom embrionalnog razvoja te uz Cinjenicu da ploCaste kosti
krova lubanje osificiraju intramembranskom osifikacijom, moze se reci da je koStani defekt
u podrucju kalvarije zivotinje najbolji model za prou€avanje intramembranskog cijeljenja
kosti [132, 133].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Zbog neistrazene dinamike cijeljenja CSBD-a nakon primjene LIPUS-a, a i s obzirom da
se isti nije usporedivao s dinamikom cijeljenja CSBD-a nakon primjene autologne kosti,
glavni cilj istrazivanja jest primjenom LIPUS-a i autologne kosti ispitati uCinke istih na
cijeljenje kriticno velikog defekta kalvarije Stakora i usporediti ih sa spontanim cijeljenjem

kontrolne skupine.

Pojedinacni ciljevi su:

1. Uspostaviti zivotinjski model CSBD-a u vremenskim tockama (7., 15., 30. dan).

2. Odrediti vrijednosti 3D parametara pomocu mikro-CT-a i 2D parametara

kostanom histomorfometrijom iz uzoraka kostanog tkiva.
3. Imunohistokemijskom analizom odrediti dinamiku izraZaja upalnih parametara:

COX-2, TNF-a; osteogenih cimbenika: Osx, BMP-2/4, BMP-7 te njihovih
unutarstanicnih glasni¢ke molekule SMAD-1/5/8 na koStanim uzorcima.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalni model i plan istrazivanja

Istrazivanje je provedeno na 45 muZjaka Stakora soja Wistar, koji su uzgojeni i Cuvani pri
Zavodu za fiziologiju, patofiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Rijeci. Zivotinje su nasumiéno podijeljene u 3 skupine po 15 jedinki te su Zrtvovane u
intervalima 7., 15. i 30. dan (Tablica 1). Kriticno veliki defekt kalvarije je proveden na svim
Zivotinjama te prekriven kolagenom membranom kako bi oponaSala periost. U prvoj
skupini primjenjen je iskljuCivo LIPUS, u drugoj skupini iskljuCivo autologni kostani
transplantat, dok je tre¢a predstavljala kontrolnu skupinu, gdje se promatralo spontano
cijelienje kriticno velikog defekta kalvarije Stakora. Istrazivanje je odobreno od strane
Povjerenstva za dobrobit Zivotinja i EtiCkog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja
Medicinskog Fakulteta SveuciliSta u Rijeci kao i Ministarstva poljoprivrede (EP 302/2021).
Prema svim zivotinjama je postupano prema Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe (NN 55/13).

Tablica 1. Raspored Zivotinja po skupinama.

Redni broj grupe Naziv skupine Broj zivotinja (N) Vremenske toéke UKUPNO

1. LIPUS 5 3 (7, 15, 30 dana) 15
2. Autologna kost 5 3 (7, 15, 30 dana) 15
3. Kontrola 5 3 (7, 15, 30 dana) 15

KirurSki protokol izvodenja kriticno velikog defekta kalvarije Stakora zapocinje
steriliziranjem svih kirurskih instrumenata u autoklavu do hladenja na sobnu temperaturu
uz prethodnu dezifekciju operacijske povrsine etanolom od 70% (vol/vol). Stakori su
anestezirani koristeCi ketamin (80 mg/kg) i ksilazin (5 mg/kg tjelesne tezine, i.p.), nakon
Cega se zivotinji primijenio tramadol (10mg/kg) intraperitonealno. Lidokain 1% (0,3-0,4 ml)
se subkutano upotrebljavao kao lokalni anestetik na mjestu incizije. U tijeku zahvata,
primijenila se i injekcija fizioloSke otopine subkutano (0,9% NaCl, Henry Schein, NY, SAD)
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u dozi od 10 ml/kg/h kako bi se kompenzirao gubitak tekucine tijjekom operacijskog
zahvata. Koristeci pulsni oksimetar (MouseSTAT, Pulse Oximeter & Heart Rate Monitor
Module, Kent Scientific Corporation, Torrington, CT, USA) monitorirana je razina

zasic¢enosti krvi kisikom.

Nastavno, koristeci elektricni trimer koji je modificiran za male zivotinje (MOSER 1556
AKKU, professional cordless hair trimmer, BIOSEB In Vivo Research Instruments,
Njemacka), glava zivotinje je obrijana od hrpta njuske izmedu ociju do kaudalnog kraja
lubanje. Nakon Sto se dlaka uklonila s podrucja operacijskog polja, isto se premazalo
jodnim premazom koristeCi jodne Stapice (Impregnated Swabstick Dynarex 10%
Strength Povidone- lodine Individual Packet, NY, SAD). Nakon toga se ucinila
incizija u kozi operacijskog polja. Skalpelom se napravio rez otprilike 1,5 cm do periosta
preko tiemena od nosne kosti do bregme. Potom je ucCinjena incizija periosta koji se
odmaknuo u stranu te se primijenila boCna kontrakcija i vizualizirala kalvarija. Trepanom
vanjskog promjera 8 mm (Helmut Zepf, Njemacka) na 1500 o/min izbuSio se u fronto-
parietalnom kompleksu intrakranijalni defekt. Uz pomo¢ elevatora, koristeci blagi pritisak,
podignut je kosStani defekt, Cime ga se oslobodilo od dure s donje strane. Mjesto
uklonjenog defekta detaljno je isprano sterilnom fizioloSkom otopinom kako bi se uklonili
kostani fragment i praSina od buSenja. Drza€ za glavu Stakora (Model 920-E Rat
Head Holder, David Kopf Instuments, CA, SAD) i instrument za markaciju tkiva (Biopsy
Punch, Kai medical, Tokyo, Japan) koriSteni su za standardizaciju mjesta defekta (Slika
12).
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Slika 12. Kriti€no veliki defekt kalvarije Stakora.

Defekt je na svim zZivotinjama prekriven kolagenom membranom (Mucoderm®, acellular
dermal collagen matrix, Botiss Biomaterials GmbH, Berlin, Germany) kako bi imitirala
periost, dok je u skupini Zivotinja s autolognom kosti, izmedu defekta i kolagene
membrane umetnut autologni koStani transplantat. Autologni koStani transplantat je
dobiven mljevenjem odstranjenog dijela kalvarije koristeci drobilicu (Knochenquetsche
67-680-000, Ustomed instruments, Tuttlingen, Njemacka).

Preko kolagene membrane, kod svih Zivotinja, koriSten je jednostavni Sav za Sivanje koze
(3-0 USP, Hu-Friedy Perma Sharp Sutures, polypropylene, sterile, Chicago, IL, USA).
Nakon zavrSetka zahvata, mjesto incizije je oprezno ociSc¢eno sterilnom fizioloSkom
otopinom ili razriedenim vodikovim peroksidom (3%). Zivotinje su potom, smjestene u
kaveze s grijanom podlogom (Heating pad for rats—20.5 x 12 cm, DC temperature
controller, FHC, Bowdoin, ME, USA) radi ubrzanog zagrijavanja, smanjujuci na taj nacin
poslijeoperacijsku traumu. Zivotinje svaka od 3 skupine, nasumiéno su podijeliene u

dodatne 3 skupine s po 3 zivotinje ovisno o vremenu zrtvovanja, koje je provedeno u
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intervalima od 7, 15 i 30 dana od operacijskog zahvata (Tablica 1). Zrtvovanje je izvréeno
standardiziranim protokolom, na humani nacin, primjenom anestetika u tri puta vecom

dozom od anestetske - ketamin (240 mg/kg) i ksilazin (15 mg/kg tjelesne tezine, i.p.).

3.2. Insonacija LIPUS uredajem

Za stvaranje ultrazvucnih valova niskog intenziteta u pulsnom modu koristen je LIPUS
uredaj SonaCell (IntelligentNano Inc. Canada) (Slika 13). Postavke ultrazvu¢nog LIPUS
uredaja bile su sljedece: frekvencija ultrazvuka od 1.5 MHz, frekvencija ponavljanja pulsa
od 1kHz na 20% radnoga ciklusa dok je ultrazvuéna sonda bila intenziteta 30mW/cm?. Za
insonaciju zivotinja koristena je ultrazvucna sonda kruznog oblika, promjera 24mm. Kako
bi se ograniCile kretnje Zivotinje tijekom primjene ultrazvuka eksperimentalna zivotinja
smjeStena je u drveni stalak, Cime joj se fiksirala glava i reducirala mogucnost
prekomjernih kretnji te je potom na mjesto kalvarijskog defekta Stakora stavljen ultrazvuéni
gel i sonda LIPUS-a (Slika 14). Ultrazvuk se primjenjivao iskljuCivo u LIPUS
eksperimentalnoj skupini prema protokolu 3 puta tjedno, a pojedinacno trajanje tretmana
iznosilo je 20 minuta. Aplikacija ultrazvuka je pocela veC prvi dan nakon operacijskog
zahvata kriticno velikog defekta kalvarije Stakora i nastavljena je do tridesetog dana,

ovisno o pojedinim vremenskim toCkama zrtvovanja.
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1. Ultrazvuéni gel
2. Glavna jedinica

3. Ultrazvuéna sonda s
adapterom

4. Punjac s strujnim
adapterom

5. Ultrazvuéni senzor

Slika 13. LIPUS uredaj koji je koriSten za stvaranje ultrazvucnih valova.

Slika 14. Prikaz ograniavanja kretnji Stakora tijekom primjene ultrazvuka.
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3.3. Materijal

Nakon Zrtvovanja eksperimentalnih zivotinja prikupljeni su uzorci kalvarijskog kostanog
tkiva te fiksirani u 4% paraformaldehidu pri temperaturi od 4°C do transporta. Kako bi se
pripremili za transport, koStani uzorci su uronjeni u 70% alkohol do primjene daljnjih

analiza.

3.4. Metode istrazivanja
3.4.1. Mikro-CT

Svaki koStani uzorak je obraden mikro-raCunalnim tomografom (engl. computed
tomography, CT) (NeoScan N80, NEOSCAN BVBA, Belgium). KoriStena je razluCivost od
10 um s rotacijom na 0.30, uz uporabu 0.25 mm aluminijskog filtera. Prosjec¢ni okvir slike
je bio namjesten na 2. Procesuirane slike su rekonstruirane koriste¢i NRecon (Bruker,
Kontich, Belgium) raCunalni program te protumacene uz pomo¢ CTAn (Bruker, Belgium)

raCunalnog programa.

Skeniranjem mikro-CT uredajem dobivene su vrijednosti trodimenzionalnih parametara
kostane strukture: obujam kosti (engl. bone volume, BV/TV; %), debljina koStanih gredica
(engl. trabecular thickness, Tb.Th.; mm) i broj kostanih gredica (engl. frabecular number,
Tb. N; /mm).

3.4.2. Histolosko bojenje

Nakon skeniranja mikro-CT-om, uzorci kalvarije Stakora su podvrgnuti dekalcinaciji u
Osteofast 2 (Biognost, Zagreb, Croatia) tekucCini kroz 2 dana te uklopljeni u parafinske

blokove. Blokovi su narezani na mikrotomu (Leica RM 2155-Rotary Microtome, Leica
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instruments, Ballerup, Njemacka) na debljinu 3-5 ym. Podrucje interesa (engl. region of
interest, ROI) odgovara rubovima kostanog defekta i zoni unutar rubova defekta. Tkivni
rezovi su obojeni histoloSkim bojama hematoksilin - eosin (HE) koristeCi sljedeci
standardizirani protokol.

Tkivni rezovi su prvotno deparafinizirani koriste¢i otopinu ksilola te potom dehidrirani u
nizu etilnih alkohola padajucih koncentracija (100%, 96%, 75%). Uzorci su potom isprani
destiliranom vodom i bojeni Ehrlichovim hemalaunom tijekom 10 minuta. Slijedilo je
ispiranje vodom kroz 10 minuta, nakon ¢ega je primijenjen kiseli alkohol (HCl-etanol) te
ponovno ispiranje vodom 10 minuta uz jos dodatno ispiranje destiliranom vodom 5 minuta.
Uzorci su potom obojeni 1% vodenom otopinom hematoksilina kroz 5 minuta te isprani u
destiliranoj vodi jo$ 5 minuta. Nakon ispiranja tkivo je dehidrirano u nizu alkohola rastuce
koncentracije i izbistreno u ksilolu te uklopljeno u balzam. Finalni rezultat bojanja tkiva
hematoksilin-eozinom jest plavo bojenje jezgara te ruziCasto obojenje citoplazme i dijela

medustanic¢ne tvari.

3.4.3. Histomorfometrija

Na tkivnim rezovima koji su obojeni histoloSkim bojama hematoksilin-eozin provedena je
metoda koStane histomorfometrije. Koriste¢i svjetlosni mikroskop Olympus BHA
(Olympus , Tokyo, Japan) s prilagodenom digitalnom Sony kamerom (Sony, Tokyo,
Japan) ucinjene su mikrofotografije tkivnih rezova. Mikrofotografije su potom analizirane
raCunalnim programom za obradu slike (VAMS, Zagreb, Hrvatska) kako bi se kvantificirala
vrijednost obujma kosti (engl. bone volume, BV/TV; %). Sva mjerenja koStane
histomorfometrije uCinjena su slijedeci preporuke i standarde AmeriCkog drustva za
istrazivanje kosti i mineraliziranih tkiva (engl. American Society of Bone and Mineral
Research).
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3.4.4. Imunohistokemijska metoda

Pripremljeni tkivni rezovi debljine 3-5 pm, kako je ranije opisano, deparafinizirani su
koristeCi otopinu ksilola te potom dehidrirani u nizu etilnih alkohola padajucih
koncentracija (100%, 96%, 75%). Nakon deparafinizacije i dehidracije blokirana je
aktivnost endogene peroksidaze pomocu vodikovog peroksida u metanolu (0,3%). Potom
su uzorci dodani citratnom puferu te zagrijavani kroz 10 min na temperaturi od 60°C, kako
bi se identificirao antigen. Uzorci su tada inkubirani preko noéi sa sljede¢im primarnim

protutijelima:

— COX-2 (PA5-27238, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD), 1:100

— TNF-a (ab 270264 abcam, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo), 1:200

— Osx (ab 22552 abcam, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo), 1:200

— BMP-2/4 (sc-137087 SCBT, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, SAD), 1:200

— BMP-7 (ab 93636 abcam, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo), 1:200

— SMAD-1/5/8 (#95115 CST, Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, SAD),
1:100.

Nakon inkubacije s primarnim protutijelima, slijedilo je ispiranje te inkubacija sa
sekundarnim biotiniziranim protutijelima tijekom 45 minuta na sobnoj temperaturi. Radi
vizualizacije, primjenjen je streptavidin konjugiran na peroksidazu (LSAB + Kit,
DakonCytomation, Dennmark) i 3,3' Diaminobenzidin (DAB, Dakocytomation, Dennmark).
Za kontrastno bojenje jezgara koristen je hematoksilin. Potom je ucinjena rehidracija tkiva
etilnim alkoholima rastucih koncentracija (75%, 96% i 100%). Nakon bistrenja ksilolom
preparat je uklopljen u entalan. Intenzitet imunohistokemijskog obojenja dobivenih
mikrofotografija interpretiran je koristeCi raCunalni program Imaged v1.53 (Wayne
Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).
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3.4.5. Statisticka analiza

StatistiCka analiza podataka provedena je pomocu raCunalnog programa Statistica
14.0.1.25 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA). Normalnost distribucije podataka je
testirana Kolmogorov-Smirnovim testom, koji je pokazao da je distribucija podataka
normalna. Stoga su podaci mjerenja razliCitih parametara prikazani u obliku: aritmeticka
sredina + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu viSe skupina su testirane
jednosmjernom i dvosmjernom analizom varijance (ANOVA), ukljuCuju¢i naknadno
testiranje post-hoc Scheffe testom. Svi podaci su pokazali homogenost varijance.
Statisticka znacCajnost postavljena je na a = 0,05 (p < 0,05 se smatralo statisticki

znacajno).
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4. REZULTATI

4.1. Mikro-CT

Skeniranjem mikro-CT uredajem dobivene su vrijednosti trodimenzionalnih parametara
kostanog tkiva: obujam kosti (engl. bone volume, BV/TV; %), debljina kostanih gredica
(engl. trabecular thickness, Tb.Th.; mm) i broj kostanih gredica (engl. frabecular number,
Tb. N; /mm).

Rezultati ukazuju na statistiCki znaCajne razlike izmedu ispitivanih skupina za sva ftri
parametra BV/TV i Tb.Th (p < 0.001) te Tb.N (p < 0.05).

Vrijednosti parametra obujma kosti (BV/TV) odredenih mikro-CT-om u odredenim
vremenskim toCkama prikazane su u Tablici 2. Usporedba rezultata BV/TV-a, testom
analize varijance (ANOVA), pokazala je da postoje statistiCki znacajne razlike izmedu svih
ispitivanih skupina, po specificnim vremenskim toCkama i to za 7. dan, 15. dan i 30. dan.
Za svaku od vremenskih toCki razlika je bila statistiCki znaCajna medu skupinama (p <
0.001). Daljnjom analizom, post-hock Scheffe testom, dokazano je da postoji statisticki
znacajna razlika izmedu svih kombinacija (parova) skupina po pojedinim vremenskim
toCkama (p < 0.001).

Tablica 2. Mikro-CT rezultati parametra BV/TV (%). Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina
+ SD.

Dan LIPUS Skupina Kontrolna Ukupna p Razlike u
skupina autologne kosti skupina vrijednost  parovima*

7 14.81 +0.39 18.94 +1.85 11.92+0.06 <0.001 kl, ka, al

15 20.78 £ 1.31 23.15+0.36 13.13+0.17 <0.001 kl, ka, al

30 23.74+0.42 26.83+0.28 15.85+0.49 <0.001 kl, ka, al

*kl — statistiCki znaCajna razlika izmedu kontrolne i LIPUS skupine. ka — statistiCki zna¢ajna razlika
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izmedu kontrolne skupine i skupine s autolognom kosti. al — statistic¢ki zna¢ajna razlika izmedu

skupine autologne kosti i LIPUS skupine.

Na Slici 15 prikazani su reprezentativni primjeri frontoparietookcipitalnog kompleksa

kalvarije Stakora snimljenih mikro-CT uredajem za sve skupine.

Na Slici 16 prikazan je trend progresije vrijednosti obujma kosti (BV/TV) vrijednosti tijekom
vremena, uzimajuci u obzir specificne vremenske tocke (7., 15. i 30. dan) za sve ispitivane
skupine. Analiza je pokazala da u svakoj skupini postoji statistiCki znaCajna razlika (p <
0.001) izmedu rezultata ovisno o vremenu koje je proteklo od ozljede te je pokazano da
vrijeme statisticki znaCajno utje€e na povecanje BV/TV vrijednosti. NajveCe povecanje
BV/TV vrijednosti tijekom vremena zamjeceno je u skupini autologne kosti, a neSto manje
povecanje BV/TV vrijednosti tijekom vremena bilo je u skupini kod koje je primjenjen
LIPUS. Ocekivano, najmanje povecanje BV/TV vrijednosti tijekom vremena bilo je u
kontrolnoj skupini.

Na Slici 17 prikazan je trend progresije vrijednosti debljine kostanih gredica (Tb.Th)
tijekom vremena, uzimajuci u obzir specificne vremenske tocke (7., 15. i 30. dan) za sve
ispitivane skupine. Analiza je pokazala da u svakoj skupini postoji statistiCki znacajna
razlika (p < 0.001) izmedu rezultata ovisno o vremenu koje je proteklo nakon ozljede te je
pokazano da vrijeme pozitivho utjeCe na povecanje vrijednosti debljine kostanih gredica.

Na Slici 18 prikazan je trend progresije vrijednosti broja kostanih gredica (Tb.N) tijekom
vremena, uzimajuci u obzir specificne vremenske tocke (7., 15. i 30. dan) za sve ispitivane
skupine. Analiza je pokazala da u svakoj skupini postoji statisticki zna€ajna razlika (p <
0.001) izmedu rezultata ovisno o vremenu koje je proteklo nakon ozljede te je pokazano
da vrijeme pozitivho utjeCe na povecanje vrijednosti broja koStanih gredica.
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Slika 15. Reprezentativni primjeri 30. dan cijeljenja frontoparietookcipitalnog kompleksa kalvarije
Stakora, snimljenih mikro-CT uredajem iz kontrolne skupine (A), skupine autologne kosti (B) i
LIPUS skupine (C).
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Slika 16. Promjene mikro-CT parametra BV/TV tijekom vremena u skupini tretiranom LIPUS-om,

skupini autologne kosti i kontrolnoj skupini.
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Slika 17. Promjene mikro-CT parametra Tb.Th tijekom vremena u skupini tretiranom LIPUS-om,

skupini autologne kosti i kontrolnoj skupini.
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Slika 18. Promjene mikro-CT parametra Tb.N tijekom vremena u skupini tretiranom LIPUS-om,

skupini autologne kosti i kontrolnoj skupini.

4.2. Histoloska analiza

Slika 19 prikazuje reprezentativne mikrofotografije koronarnih presjeka defekata
lubanjske kosti Stakora za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—f) i

kontrola (g—i).
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Slika 19. Reprezentativhe mikrofotografije koronarnih presjeka defekata lubanjske kosti Stakora

za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—f) i kontrola (g—i). Za svaku skupinu

odabrane su tri reprezentativhe vremenske tocke: 7. dan (a,d,g), 15. dan (b,e,h) i 30. dan (c,f,i).

SHAM prikaz (j) ilustrira defekt kosti u njegovoj punoj duzini. U histoloSkim presjecima oznacene

su sljede¢e strukture: novostvorena kost (NK), lamelarna kost (LK), autologna kost (AK),

resorbirana autologna kost (rAK), fibrozno tkivo (FT), nakupine upalnih stanica (crne strelice),
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osteoblasti (trokuti bez ispune), nakupine mezenhimalnih mati¢nih stanica (trokuti s ispunom),
gornji sagitalni sinus (GSS) te interesno podrucje (engl. region of interest; ROI, prostor izmedu
isprekidanih linija). Preparati su obojeni hematoksilin-eozinom (HE), poveéanje 40x, jedini¢na

duzina = 500 pym.

Sedmog poslijeoperacijskog dana histoloSka analiza je pokazala da je kostani defekt u
svim ispitivanim skupinama bio premosten fibroznim tkivom. Najveca koli€ina fibroznog
matriksa, unutar kojeg su se nalazile skupine upalnih stanica, opazena je u skupini
tretiranoj LIPUS-om. Osim toga, duz rubova defekta zabiljezena je poCetna osteogeneza.
Analogni histoloski nalazi uo€eni su i u kontrolnoj skupini, dok je u AK skupini fibrozna
reakcija bila manje izrazena, obuhvacajuci Cestice autologne kosti (Slika 19 a,d,g).

Petnaestog dana LIPUS skupina pokazala je stvaranje novonastalih kostanih trabekula
koje su povezivale sredisSnji dio defekta, uz prisutnost rubne osteogeneze i aktivnih
osteoblasta na povrSini novostvorene kosti (Slika 19b). U AK skupini pojedinacne koStane
trabekule protezale su se od rubova prema sredistu defekta. Dok je dio Cestica autologne
kosti bio podvrgnut resorpciji, pojedine Cestice su preostale (Slika 19e). Kontrolna skupina
i dalje je bila obiljezena dominacijom fibroznog matriksa, pri ¢emu su minimalne koli€ine

novostvorene kosti bile ograni€ene na periferne dijelove defekta (Slika 19h).

Tridesetog dana LIPUS stimulacija rezultirala je gotovo potpunim zatvaranjem defekta, pri
¢emu je veci dio podruCja bio ispunjen nezrelom kosti, dok je u srediSnjem dijelu
perzistiralo obilno fibrozno tkivo. Lamelarna kost bila je prisutna na periferiji defekta (Slika
19c). U AK skupini novonastala kost uocCena je u srediSnjem i donjem dijelu defekta, uz
jasne znakove integracije kostanog tkiva. U gornjem dijelu defekta prevladavao je fibrozni
matriks, koji je razdvajao novonastalu od lamelarne kosti (Slika 19f). U kontrolnoj skupini
novonastala kost bila je prisutna duz rubova defekta, dok je srediSnje podrucje i dalje bilo
ispunjeno fibroznim tkivom, unutar kojega su bile prisutne nakupine pluripotentnih
mezenhimalnih mati¢nih stanica (MSC), s po€etnim depozitima mineraliziranog koStanog
matriksa (Slika 19i).
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4.3. Histomorfometrijska analiza

Histomorfometrijske vrijednosti parametra obujma kosti (engl. bone volume, BV/TV; %) u
odredenim vremenskim toCkama prikazane su u Tablici 3. Rezultati ukazuju na statisticki
znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina, kao i izmedu pojedinih vremenskih toCaka.
Koli€ina novostvorene kosti pokazala je statistiCki znaCajnu razliku izmedu 30. dana u
odnosu na ranije vremenske toCke, 15. i 7. dan, u svim skupinama (p < 0.001). Ova
statistiCka znacajnost najizrazenija je bila u skupini tretiranoj LIPUS-om, gdje je p-
vrijednost najmanja (p = 0.000001). Dodatno, u svim skupinama (LIPUS, AK i kontrolna
skupina) zabiljezena je statistiCki znacajna razlika u BV/TV vrijednostima izmedu 30. dana
i ranijin vremenskih toCaka, 15. i 7. dana (p < 0.001). Na Slici 20 prikazan je trend
progresije BV/TV (%) vrijednosti tijekom vremena, uzimajuci u obzir specificne vremenske
toCke (7., 15. 1 30. dan) za sve ispitivane skupine.

Tablica 3. Histomorfometrijski rezultati parametra BV/TV (%). Rezultati su prikazani kao

aritmeticka sredina + SD.

Dan LIPUS Skupina Kontrolna Ukupna p Razlike u
skupina autologne kosti skupina vrijednost parovima*

7 256+1.87 1.95+1.32 0.42+0.24 0.007 N

15 4.02+2.09 4.71+4.65 203+1.56 0.180 /

30 19.12+8.53 20.35+12.64 511+3.71 0.002 kl, ka

*kl — statistiCki znaCajna razlika izmedu kontrolne i LIPUS skupine. ka — statistiCki zna¢ajna razlika

izmedu kontrolne skupine i skupine s autolognom kosti.
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Slika 20. Promjene histomorfometrijskog parametra BV/TV tijekom vremena u skupini tretiranom

LIPUS-om, skupini autologne kosti i kontrolnoj skupini.

4.4. Imunohistokemijska analiza

U Tablici 4 prikazani su rezultati intenziteta imunohistokemijskog izrazaja za sve ispitivane
parametre. Navedena analiza je pokazala da postoji statistiCki zna€ajna razlika (p<0.001)
izmedu svih ispitivanih skupina (LIPUS skupina, AK skupina i kontrolna skupina) za sve
ispitivane vremenske tocke (7., 15. i 30. dan) te za sve ispitivane imunohistokemijske
parametre (COX-2, TNF-a, Osx, BMP-2/4, BMP-7 i SMAD-1/5/8). Daljnjom analizom
dokazano je da postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu svih kombinacija (parova)
skupina za sve vremenske tocke (p < 0.001) kod COX-2, Osx, BMP-7 i SMAD-1/5/8. Kada
govorimo o TNF-a pokazana je statisticki znaCajna razlika izmedu svih kombinacija
(parova) skupina za 7.i15. dan (p < 0.001) dok je 30. dan ustanovljena statisticki znacajna

razlika izmedu kontrolne skupine te obje eksperimentalne skupine (LIPUS i autologna
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kost) (p<0.001). Kada govorimo o BMP-2/4 pokazana je statisticki znaCajna razlika
izmedu svih kombinacija (parova) skupina za 7. (p<0.001) dok je kod 15. dana
ustanovljena statisticki znacCajna razlika izmedu kontrolne skupine te obje
eksperimentalne skupine (LIPUS i autologna kost) (p<0.001) a kod 30. dana statisticki
znacajna razlika izmedu kontrolne i LIPUS skupine (p<0.001) te LIPUS skupine i skupine

autologne kosti (p<0.001).

Tablica 4. Rezultati intenziteta imunohistokemijskog izrazaja. Rezultati su prikazani kao

aritmeticka sredina + SD.

LIPUS Skupina Kontrolna Ukupna p Razlike u
Dan skupina autologne kosti skupina vrijednost * parovima **
7 1697116 555+1.1 131.1+1.6 < 0.001 kl, ka, al
COX-2 15 927122 725122 64.3+1.7 < 0.001 kl, ka, al
30 814+18 167.7 £ 1.1 111.0+15 < 0.001 kl, ka, al
7 1252+0.8 133.8x0.9 1720+ 1.1 < 0.001 kl, ka, al
TNF-a 15 137.7+13 1342+1.38 126.6 + 2.2 < 0.001 kl, ka, al
30 1476+19 146.3+0.8 115.8+0.9 < 0.001 kl, ka
7 1319109 23509 102.2+1.2 < 0.001 kl, ka, al
Osx 15 429109 64.7 £ 0.7 81.5+1.8 < 0.001 kl, ka, al
30 1289+1.2 177.1x0.9 1309+ 0.5 < 0.001 kl, ka, al
7 134717 156.2+1.3 1474 +1.3 < 0.001 kl, ka, al
BMP-2/4 15 153.8+15 154.9+0.7 128.3+54 < 0.001 kl, ka
30 1614+15 1545+1.2 1545+ 21 < 0.001 kl, al
7 1114108 146914 1276 +1.3 < 0.001 kl, ka, al
BMP-7 15 121.7+15 1328+04 1154 +1.3 < 0.001 kl, ka, al
30 1469109 121404 105.8+1.2 < 0.001 kl, ka, al
7 1262+29 156.2+0.2 140.4 £ 0.2 < 0.001 kl, ka, al
SMAD-1/5/8 15 144.1+11 1526+ 1.1 134.6 £0.2 < 0.001 kl, ka, al
30 138.7+0.7 168.4+0.9 153.6 + 1.1 < 0.001 kl, ka, al
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* Analiza varijance. **kl — statisticki zna€ajna razlika izmedu kontrolne skupine i LIPUS skupine.
ka — statisti¢ki znacCajna razlika izmedu kontrolne skupine i skupine s autolognom kosti. al —
statistiCki znac€ajna razlika izmedu skupine s autolognom kosti i LIPUS skupine.

Imunohistokemijske analize izrazaja COX-2, TNF-a, Osx, BMP-2/4, BMP-7 i SMAD-1/5/8
kriticno velikog defekta kalvarije Stakora prikazane su na Slikama 21-26.

7 dana 15 dana 30 dana

LIPUS

Autologna kost

Kontrola

Slika 21. Imunohistokemijsko bojenje ciklooksigenaze-2 (COX-2) u koronarnim presjecima
defekata kalvarije Stakora za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—f) i kontrolna
skupina (g—i). Za svaku skupinu odabrane su tri reprezentativnhe vremenske tocke radi prikaza
prostorne i vremenske lokalizacije COX-2 izrazaja: 7. Dan (a, d, g), 15. dan (b, e, h), 30. dan (c, f,
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i). Na presjecima su oznacene sljedec¢e histolosSke strukture: novostvorena kost (NK), autologna
kost (AK), fibrozno tkivo (FT), osteociti (crne strelice), osteoblasti (crvene strelice), krvne Zile (crne
zvjezdice). Povecanje: 200x, jedini¢na duzina = 100 pm.

7 dana 15 dana 30 dana

Autologna kost LIPUS

Kontrola

Slika 22. Imunohistokemijsko bojenje €imbenika tumorske nekroze alfa (TNF-a) u koronarnim
presjecima defekata kalvarije Stakora za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—
f) i kontrolna skupina (g—i). Za svaku skupinu odabrane su tri reprezentativnhe vremenske tocke
radi prikaza vremenske i prostorne lokalizacije TNF-a izrazaja: 7. dan (a, d, g), 15. dan (b, e, h),
30. dan (c, f, i). Na presjecima su oznacene sljedece histoloSke strukture: novostvorena kost
(NK), autologna kost (AK), fibrozno tkivo (FT), osteociti (crne strelice), osteoblasti (crvene strelice),
krvne Zile (crne zvjezdice). Povecéanje: 200x%, jedini¢na duzina = 50 ym.
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Slika 23. Imunohistokemijsko bojenje osterixa (Osx) u koronarnim presjecima defekata kalvarije
Stakora za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—f) i kontrolna skupina (g—i). Za
svaku skupinu odabrane su tri reprezentativne vremenske toCke radi prikaza vremenske i
prostorne lokalizacije Osx izrazaja: 7. dan (a, d, g), 15. dan (b, e, h), 30. dan (c, f, i). Na presjecima
su oznaCene sljedece histoloske strukture: novostvorena kost (NK), autologna kost (AK), fibrozno
tkivo (FT), osteociti (crne strelice), osteoblasti (crvene strelice), krvne zZile (crne zvjezdice).
Povecanje: 200x, jedini¢na duzina = 100 pym.
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Slika 24. Imunohistokemijsko bojenje BMP-2/4 u koronarnim presjecima defekata kalvarije Stakora
za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—f) i kontrolna skupina (g—i). Za svaku
skupinu odabrane su tri reprezentativne vremenske to¢ke radi prikaza vremenske i prostorne
lokalizacije BMP-2/4 izrazaja: 7. dan (a, d, g), 15. dan (b, e, h), 30. dan (c, f, i). Na presjecima su
oznacene sljedece histolosSke strukture: novostvorena kost (NK), autologna kost (AK), fibrozno
tkivo (FT), osteociti (crne strelice), osteoblasti (crvene strelice), krvne zile (crne zvjezdice).
Povecanje: 200x, jedini¢na duzina = 50 ym.
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Slika 25. Imunohistokemijsko bojenje BMP-7 u koronarnim presjecima defekata kalvarije Stakora
za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—f) i kontrolna skupina (g—i). Za svaku
skupinu odabrane su tri reprezentativne vremenske to¢ke radi prikaza vremenske i prostorne
lokalizacije BMP-7 izrazaja: 7. dan (a, d, g), 15. dan (b, e, h), 30. dan (c, f, i). Na presjecima su
oznacene sljedece histolosSke strukture: novostvorena kost (NK), autologna kost (AK), fibrozno
tkivo (FT), osteociti (crne strelice), osteoblasti (crvene strelice), krvne zile (crne zvjezdice).
Povecanje: 200x, jedini¢na duZina = 50 pm.
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7 dana 15 dana 30 dana

Autologna kost LIPUS

Kontrola

Slika 26. Imunohistokemijsko bojenje SMAD-1/5/8 u koronarnim presjecima defekata kalvarije
Stakora za sve ispitivane skupine: LIPUS (a—c), autologna kost (d—f) i kontrolna skupina (g—i). Za
svaku skupinu odabrane su tri reprezentativne vremenske toCke radi prikaza vremenske i
prostorne lokalizacije SMAD-1/5/8 izrazaja: 7. dan (a, d, g), 15. dan (b, e, h), 30. dan (c, f, i). Na
presjecima su oznacene sljede¢e histoloSke strukture: novostvorena kost (NK), autologna kost
(AK), fibrozno tkivo (FT), osteociti (crne strelice), osteoblasti (crvene strelice), krvne Zile (crne
zvjezdice). Povecanje: 200x%, jedini¢na duzina = 50 ym.
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5. RASPRAVA

Kosti ljudskog tijela koje osificiraju putem intramembranske osifikacije ukljuCuju vecinu
kostiju lubanje i lica, kao i klavikulu. Buduci da vecina ovih kostiju $titi vitalne strukture,
nije neoCekivano da u slu€aju ozljede postoji potreba za ubrzavanjem i poboljSanjem
njihove regeneracije. lako se autologna kost (AK) smatra zlatnim standardom medu
presadcima kosStanog tkiva, moguce komplikacije povezane s njezinom primjenom

usmijerile su istrazivacki fokus prema razvoju alternativnih pristupa [134].

Model kriticno velikog kostanog defekta (CSBD) pokazao se izuzetno pogodnim za
ispitivanje razliCitih Cimbenika kao i biomaterijala te pruza klju¢ne informacije o
osteokonduktivnim i osteoinduktivnim svojstvima biomaterijala. S obzirom na €injenicu da
kalvarija osificira intramembranskom osifikacijom, CSBD model kod Stakora predstavlja
optimalni model za prouCavanje ovog procesa [135, 136]. Buduéi da je pulsirajuci
ultrazvuk niskog intenziteta (LIPUS) veC dokazan kao vrijedan neinvazivni akcelerator
cijelienja dugih kostiju koje cijele putem endohondralne osifikacije, odlucCili smo ga
primijeniti na CSBD model kalvarije Stakora i usporediti ga s aktualnim zlatnim
standardom u transplantacijskoj i regenerativnoj kirurgiji - autolognim koStanim

presadkom.

Uzimajuci u obzir prethodne cCinjenice, histoloski i imunohistokemijski smo analizirali
proces cijeljenja CSBD defekta kalvarije Stakora nakon primjene LIPUS-a i AK. Do danas
je objavljeno nekoliko studija koje su dobro dokumentirale in vivo cijeljenje kalvarijalnih
kostanih defekata kod Stakora nakon primjene LIPUS-a. Medutim, nedostaju sustavni
podaci koji bi usporedili uCinkovitost LIPUS-a s cijeljenjem defekata koriStenjem AK
presadka, kao i analize imunohistokemijskih parametara [137-140].

Jung i sur. primijenili su LIPUS snage 1 W/cm? na 4 mm kalvarijalne defekte kod Stakora

dva puta tjedno po 20 minuta tijekom osam tjedana. Njihovi rezultati potvrdili su povoljan
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uCinak LIPUS-a na stvaranje nove kosti, s otprilike 20% viSim vrijednostima kostanog
volumena u eksperimentalnoj skupini u usporedbi s kontrolom [137]. Lavandier i sur.
koristili su LIPUS snage 100 i 300 mW/cm? na 3 mm kalvarijalne defekte pet minuta
dnevno, pet dana u tjednu, tijekom dva tjedna nakon stvaranja defekta. Snimanja su
provedena na 3., 30. i 60. poslijeoperacijski dan. Rezultati su pokazali zna¢ajan ucinak
ultrazvuka pri snazi od 300 mW/cm?, dok pri 100 mW/cm? ucinak nije bio znacajan.
Prosje¢ni postotak povecanja regeneracije kosti u skupini s 300 m\W/cm? nakon 60 dana
bio je oko 20% kosStanog volumena [138]. Hasuike i sur. primijenili su LIPUS snage 30
mW/cm? na 2,7 mm defekte kod Stakora tijekom 20 minuta dnevno kroz 28 dana. Nakon
Cetiri tjedna, opazena je znacCajna razlika u stopi reosifikacije (18,1% u LIPUS skupini
naspram 9,8% u kontrolnoj) [139]. Imafuji i sur. stvorili su Cetiri kruzna defekta promjera
2,7 mm na kalvariji Stakora te podijelili zivotinje u dvije glavne skupine - LIPUS i
nesonificiranu kontrolnu skupinu. LIPUS skupina (30 mW/cm?) je imala 3 podskupine;
kontrolnu podskupinu kod koje je primjenjen samo ultrazvuk, podskupinu s apsorbiraju¢im
kolagenskim spuzvama (ACS) i podskupinu gdje je primjenjena kombinacija ACS-a s
kosStanim morfogenetskim proteinom - 9 (rhBMP-9/ACS). Sonikacija je trajala
svakodnevno tijekom Cetiri tiedna nakon operacije. Skupine tretirane LIPUS-om pokazale

su povecanu osifikaciju u odnosu na skupine bez ultrazvucne stimulacije [140].

U svim navedenim studijama kvantifikacija novoformirane kosti izvedena je pomocu

raCunalne tomografije.

Nase istraZivanje provedeno je na 45 muzjaka Stakora soja Wistar koji su nasumi¢no
podijeljeni u 3 skupine po 15 jedinki te su Zrtvovani u intervalima 7., 15. i 30. dan. Kriticno
veliki defekt kalvarije promjera 8 mm proveden je na svim zivotinjama te prekriven
kolagenom membranom kako bi imitirala periost. U prvoj skupini primjenjen je iskljucivo
LIPUS, u drugoj skupini iskljuCivo autologni kostani transplantat, dok je trec¢a predstavljala
kontrolnu skupinu, gdje se promatralo spontano cijeljenje kriticno velikog defekta kalvarije
Stakora. LIPUS uredaj koriSten u ovom istrazZivanju imao je frekvenciju ultrazvuka od 1.5
MHz, frekvenciju ponavljanja pulsa od 1kHz na 20% radnoga ciklusa dok je ultrazvu¢na
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sonda bila intenziteta 30mW/cm?. Za insonaciju Zivotinja koristena je ultrazvu¢na sonda
kruznog oblika, promjera 24mm. Ultrazvuk se primjenjivao isklju¢ivo u LIPUS
eksperimentalnoj skupini prema protokolu 3 puta tjedno, a pojedinacno trajanje tretmana
iznosilo je 20 minuta. Aplikacija ultrazvuka je pocCela veC prvi dan nakon operacijskog
zahvata kriticno velikog defekta kalvarije Stakora i nastavljena je do tridesetog dana,

ovisno o pojedinim vremenskim toCkama zZrtvovanja [141].

Ovo istrazivanje potvrdilo je povoljne ucinke LIPUS-a i AK presadka na cijeljenje CSBD
defekta u smislu gotovo potpune regeneracije koStanog defekta te razlika u intenzitetu

izrazaja imunohistokemijskih parametara izmedu analiziranih skupina.

Prema rezultatima ovoga istrazivanja, obujam Kkosti varirao je medu skupinama i
vremenskim toCkama. Trend je pokazao porast obujma kosti tijekom vremena s najviSim
vrijednostima zabiljezenim 30. poslijeoperacijski dan. Trend porasta vrijednosti
novostvorene kosti pokazale su obje metode za kvantifikaciju kosti; mikro-CT i koStana
histomorfometrija te je pokazana statistiCki znaCajna razlika izmedu 30. dana u odnosu
na dvije ranije vremenske tocke, 15.i 7. dan, u svim skupinama (p < 0.001) (Tablice 21 3,
Slike 16 i 20).

Koriste¢i metodu mikro-CT-a najviSe vrijednosti su postignute u AK skupini (26,83%),
zatim u LIPUS skupini (23,74%), dok su najnize vrijednosti zabiljezene u kontrolnoj skupini
(15.85%) (Tablica 2). Koriste¢i metodu histomorfometrije najviSe vrijednosti su postignute
u AK skupini (20,35%), zatim u LIPUS skupini (19,12%), a najnize vrijednosti su takoder
zabiljeZene u kontrolnoj skupini (5,11%) (Tablica 3). U obje koristene metode, na 30. dan,
pronaden je znacajno veci obujam kosti u obje eksperimentalne skupine u odnosu na
kontrolnu. Primjenom kostane histomorfometrije, LIPUS je pokazao znacajno veci BV/TV
7. dan te 30. dan u usporedbi s kontrolnom skupinom dok je autologna kost pokazala
statistiCki zna€ajno ve¢i BV/TV u odnosu na kontrolnu skupinu tek 30. dan. KoriStenjem
metode mikro-CT-a utvrdene su statistiCki znacajne razlike u vrijednostima BV/TV izmedu
sve tri skupine za sve tri vremenske tocke (7., 15. i 30. dan) (Tablice 2 i 3, Slike 16 i 20).
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Cijeljenje kostanog defekta zapocCinje s procesom stvaranja krvnog ugruska. Paralelno,
upalne stanice, orkestriraju upalni odgovor putem lu€enja proupalnih citokina. Dominantni
posrednik u ovoj pocCetnoj fazi jest TNF-a, koji slijedi lu€enje IL-1 i IL-6. Istovremeno,
mezenhimalne mati¢ne stanice (MSC) ispoljavaju pleiotropne ucinke luCenjem niza od
preko 40 razliCitih BMP-ova. Ove signalne molekule igraju vaznu ulogu u modulaciji
kljuénih stani¢nih procesa ukljuCuju¢i angiogenezu, kemotaksiju, mitogenezu i
proliferaciju. Sami BMP-ovi sluze kao potentni induktori diferencijacije osteoprogenitornih
stanica u zrelije osteocite. Specificno, BMP-2, -6 i -9 demonstriraju kritichu ulogu u
transformaciji mezenhimalnih mati¢nih stanica u osteoprogenitorne stanice. Daljnja
diferencijacija ovih osteoprogenitornih stanica u osteoblaste primarno je posredovana
BMP-2, -4 i -7. Ova rana faza regenerativnhog procesa karakterizirana je intenzivnhom
proliferacijom MSC-a i njihovom diferencijacijom u osteoblaste. Sukladno tome, dolazi do
postupnog smanjenja izrazaja proupalnih citokina, dok se razina izrazaja Runx2 znacajno
povecava. Runx2 predstavlja jedan od najvaznijih transkripcijskih regulatora u procesu
diferencijacije osteoblasta.

U ovom istrazivanju imunohistokemijski su analizirani upalni parametri: COX-2, TNF-q;
osteogeni ¢imbenici: Osx, BMP-2/4, BMP-7 te njihove unutarstani¢ne glasnicke molekule
SMAD-1/5/8.

U procesu reparacije kostanog tkiva, prostaglandini predstavljaju klasu signalnih molekula
s pleiotropnim ucinkom na sekvencijalne dogadaje cijeljenja. Njihov utjecaj na
osteogenezu je slozen, budu¢i da posjeduju sposobnost stimulacije kostanog
remodeliranja, Sto ukljuCuje proliferaciju i diferencijaciju osteoblasta i diferencijaciju, kao i
indukciju koStane resorpcije posredovanu osteoklastima [142]. Posebice COX-2, klju¢ni
enzim u sintezi prostaglandina, biva izrazen kao odgovor na Siroki raspon stani¢nih
stimulusa. Medu njima se istiCu specifi¢ni citokini, Cimbenici rasta [143, 144], te mehanicki
stres [145, 146]. Prostaglandini sintetizirani putem COX-2 potenciraju proliferaciju
osteoblasta i njihovu diferencijaciju [142]. Studije, poput one koju su proveli Sato i
78



suradnici, ukazuju na temeljnu ulogu COX-2 u ranim fazama osteogeneze [147]. Nadalje,
COX-2 sudjeluje i u sazrijevanju osteoblasta. Zhang i suradnici su demonstrirali utjecaj
COX-2 na regulaciju izrazaja Osx, transkripcijskog ¢imbenika nuznog za diferencijaciju
osteoblasta i stvaranje koStanog matriksa [62]. Usprkos znacaju, proizvodnja
prostaglandina tijekom cijeljenja kosti joS uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Istrazivanje
na zecjim tibijama nakon osteotomije pokazalo je poviSenu razinu prostaglandina u kalusu
i okolnom tkivu tijekom prvih 14 dana poslijeoperacijskog perioda [148]. Medutim, do sada
nedostaju studije koje bi precizno opisale vremenski profil izrazaja prostaglandina tijekom
cijelienja kosti kod drugih laboratorijskih Zivotinjskih modela ili u humanim klinickim
studijama. Vazno je napomenuti da COX-2 uobi€ajeno ima minimalni bazalni izrazaj u
vecini tkiva, ali se brzo inducira kao odgovor na proupalne i mitogene stimuluse. Njena
funkcija se podrazumijeva u raznolikim stani¢nim mehanizmima, ukljuCujuci angiogenezu,

stani¢nu proliferaciju i inhibiciju apoptoze [149].

Imunohistokemijski rezultati naSeg istrazivanja vezani za COX-2 su pokazali da je 7. dan
zabiljeZzen znacajno vedi izrazaj COX-2 u LIPUS skupini u usporedbi s AK i kontrolnom
skupinom. Imunopozitivhost COX-2 prvenstveno je bila prisutna u upalnim stanicama, Sto
sugerira da LIPUS potice upalu, kljucni dogadaj koji zapoc€inje kostanu reparaciju (Slika
21a). 15. dan, LIPUS skupina pokazala je znacajno veci izrazaj COX-2 u odnosu na ostale
dvije skupine. COX-2 je bio imunolokaliziran u osteoprogenitornim stanicama uz
novoformirane koStane trabekule te u nezrelim osteocitima unutar kosStanih lakuna (Slika
21b). 30. dan, pozitivnost COX-2 je bila najizrazenija u AK skupini, znacajno se razlikujuci
od LIPUS i kontrolne skupine (Tablica 4). lzrazaj je bio prisutan u proliferacijskim
podruc¢jima mezenhimalnih stanica i preosteoblasta na rubovima defekta koji joS nisu
potpuno osificirali, kao i u osteocitima novoformirane kosti (Slika 21f). Ovi rezultati ukazuju
na to da je mehanicka stimulacija inducirana LIPUS-om dovela do najveceg izrazaja COX-
2 7.1 15. dan cijeljenja defekta. Time je potaknuta proliferacija mezenhimalnih matic¢nih
stanica i njihova diferencijacija u osteogene stanice, Sto je rezultiralo znacajnom

regeneracijom kosti i superiornim zatvaranjem defekta.
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TNF-a ima kljucnu ulogu u regulaciji kostanog metabolizma. Zajedno s RANKL-om, TNF-
a promovira osteoklastogenezu i resorpciju kosti. Medutim, vazno je napomenuti da TNF-
a sam po sebi ne potiCe diferencijaciju osteoklasta [150—152]. Brojna istrazivanja ukazuju
na inhibicijski uinak TNF-a na osteogenezu. Taj u€inak se primarno ostvaruje supresijom
diferencijacije osteoblasta. Jedan od mehanizama kojim TNF-a postiZze ovu inhibiciju je
smanjenje izrazaja kljucnih transkripcijskih Cimbenika poput Osx i Runx2, koji su
neophodni za diferencijaciju osteoblasta [153, 154]. Medutim, utjecaj TNF-a na
diferencijaciju mezenhimalnih maticnih stanica u osteoblaste ostaje problematiCan u
znanstvenoj literaturi. Neke studije sugeriraju da TNF-a inhibira osteogenu diferencijaciju
MSC-a putem Notch signalnih puteva [155, 156]. S druge strane, postoje radovi koji
pokazuju da TNF-a moze inducirati osteogenu diferencijaciju MSC stanica regulacijom
izrazaja Runx2, Osx i BMP-2 [157-160]. Ovi paradoksalni nalazi u velikoj se mijeri
objasnjavaju razliCitim eksperimentalnim uvjetima, prvenstveno razlikama u koncentraciji
TNF-a koriStenoj u studijama te vremenu izlaganja stanica ovom citokinu. RazliCito
doziranje i trajanje izloZzenosti TNF-a mogu rezultirati suprotnim ucincima na stanic¢nu

diferencijaciju.

Imunohistokemijski rezultati naseg istrazivanja vezani za TNF-a pokazali su da je na 7.
dan zabiljezena znacajno veci izrazaj TNF-a u kontrolnoj skupini u usporedbi s AKi LIPUS
skupinom. Na 15. dan LIPUS skupina pokazala je veci izrazaj TNF-a, znacCajno se
razlikuju¢i od AK i kontrolne skupine, a iako je 30. dan LIPUS skupina pokazala znac¢ajno
veci izrazaj TNF-a u odnosu na kontrolnu skupinu, izraZaj nije bio zna¢ajno veci u odnosu
na AK skupinu (Tablica 4). Buduci da TNF-a promovira osteoklastogenezu te potiCe
aktivnost osteoklasta, a time i koStanu resorpciju kroz RANK/RANKL/OPG put [161],
opravdano je reci i da rezultati ove studije podupiru ovu tvrdnju, upravo radi poviSenih
vrijednosti TNF-a u kasnijim fazama osteogeneze, ponajviSe u LIPUS skupini. Na temelju
ovih rezultata opravdano je zaklju€iti da LIPUS potiCe i pove¢anu razgradnju odnosno
pregradnju kosti. U kasnijoj fazi osteogeneze izrazaj TNF-a je vidljiv u koStanim stanicama
posebice preosteoblastima i osteoblastima na mjestima apozicije koStanog tkiva te u
multinuklearnim stanicama slicnim osteoklastima (Slika 22).
80



Osx, takoder poznat kao Sp7, je transkripcijski Cimbenik koji pripada SP obitelji proteina i
specifiCan je za osteoblaste. Osx ima kljucnu ulogu u zapoc€injanju izrazaja gena koji
kodiraju zrele osteoblastne proteine. Medu njima su osteonektin, osteopontin, osteokalcin
i koStani sijaloprotein, Cija je prisutnost nuzna za funkciju osteoblasta tijekom osifikacije
kosti [162]. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je Osx specificno prisutan u
osteoblastima i osteocitima, dok ga nema u osteoklastima. Osim svoje presudne uloge u
diferencijaciji i sazrijevanju kostanih stanica putem regulacije izrazaja razliCitih gena, Osx
takoder ima utjecaj na koStani mikrookolis [163]. Osx je nuzan za diferencijaciju,
sazrijevanje i aktivnost osteoblasta, kao i za sazrijevanje i funkciju osteocita [146].
Zanimljivo je da, unato€ tome Sto nije izrazen u osteoklastima, brojne studije sugeriraju
da Osx posredno utjeCe na aktivnost osteoklasta. U tom kontekstu, RANKL je glavna
odrednica stvaranja i aktivacije osteoklasta, dok osteoprotegrin (OPG) Sstiti kost od
prekomjerne resorpcije vezuc¢i se za RANKL i inhibiraju¢i njegovo medudjelovanje s
receptorom na osteoklastima. Tijekom osteogeneze, izrazaj Osx-a potiCe prekursorske
stanice na diferencijaciju u zrele osteoblaste, te posljedi¢no i u osteocite [66, 164—166].
Dok je Runx2 bitan za zapocinjanje segregacije prehondrogenog mezenhima prema
prekursorskoj lozi osteoblasta, s druge strane, Osx je potom neophodan za zavrSavanje
puta diferencijacije osteoblasta. Kaback i suradnici su pokazali da se porast izrazaja Osx
poklapa s pocCetkom i napredovanjem diferencijacije osteoblasta, medutim tek po
zavrSetku sazrijevanja hondrocita. Nadalje, vrijednosti Osx mRNA ostaju visoke i nakon
stvaranja hrskavice i remodelacije u kost. Prethodno upucuje na dvojaku ulogu Osx:

inhibicija nastanka hondrocita i potenciranje diferencijacije osteoblasta [167].

Imunohistokemijski rezultati naseg istrazivanja vezani za Osx su pokazali da je na 7. dan
zabiljezen znacajno vedi izrazaj Osx u LIPUS skupini u usporedbi s AK i kontrolnom
skupinom. lzrazaj Osx u pluripotentnim mezenhimalnim mati¢nim stanicama odrazava
njihovu proliferaciju, koja prethodi diferencijaciji u osteogene stanice (Slika 23a). Na 15.
dan, kontrolna skupina je pokazala zna€ajno veci izrazaj Osx u odnosu na ostale dvije
skupine. 30. dana, Osx je bio najizrazeniji u AK skupini, zna€ajno se razlikujuci od LIPUS
i kontrolne skupine (Tablica 4). lzrazaj je bio prisutan u proliferacijskim podrucjima
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mezenhimalnih stanica i preosteoblasta na rubovima defekta koji joS nisu potpuno

osificirali, kao i u osteocitima novoformirane kosti (Slika 23f).

BMP-ovi, bitni €lanovi superporodice transformirajuceg Cimbenika rasta beta (TGF-f),
predstavljaju heterogenu skupinu od preko dvadeset poznatih Clanova u sisavaca,
podijelienih u nekoliko podskupina na temelju strukturne homologije i funkcionalnih
karakteristika [168, 169]. BMP -2, -6 i -9 su presudni u diferencijaciji mezenhimalnih
mati¢nih u osteoprogenitorne stanice, dok BMP -2, -4 i -7 ih dalje diferenciraju u
osteoblaste [170]. lako dijele zajedniku sposobnost induciranja formiranja kosti i
hrskavice, pokazuju jedva zamjetne razlike u izrazajnim obrascima tijekom razvoja tkiva,
specificnosti vezanja na receptore i potencijalne uloge u razli€itim fizioloSkim i patoloskim
procesima. Svojim djelovanjem putem specificnih receptorskih serin/treonin kinaza na
povrsini stanica, BMP-i pokrecu unutarstani¢ne signalne putove, primarno SMAD put, koji
dovodi do transkripcije gena ukljuCenih u stvaranje kosStanog i hrskavicnog tkiva,
proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu stanica [171, 172].

Imunohistokemijski rezultati naseg istrazivanja vezani za BMP-2/4 su pokazalidaje na 7.
dan zabiljezen znacajno veci izrazaj BMP-2/4 u AK skupini u usporedbi s LIPUS i
kontrolnom skupinom. Na 15. dan, iako je AK skupina pokazala najveéi izrazaj BMP-2/4
koja se razlikovala znacajno u odnosu na kontrolnu skupinu, ona se nije znacajno
razlikovala od LIPUS skupine. 30. dana, BMP-2/4 je bio najizrazeniji u LIPUS skupini,
znacajno se razlikujuci od AK i kontrolne skupine. Vrijednosti BMP-2/4 su imale dinamiku
rasta tijekom cijeljenja u LIPUS i kontrolnoj skupini s najve¢om zabiljezenom vrijednosti
30. dan u LIPUS skupini. Vrijednosti BMP-2/4 u akupini AK su imale dinamiku smanjenja
(Tablica 4).

Imunohistokemijski rezultati naSeg istrazivanja vezani za BMP-7 su pokazali da je na 7.

dan zabiljezena znaCajno veci izrazaj BMP-7 u AK skupini u usporedbi s LIPUS i

kontrolnom skupinom. Na 15. dan, AK skupina je pokazala znacajno veci izrazaj BMP-7

u odnosu na ostale dvije skupine. 30. dana, BMP-7 je bio najizrazeniji u LIPUS skupini,
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znacajno se razlikuju¢i od AK i kontrolne skupine. Vrijednosti BMP-7 su imale dinamiku
rasta tijekom cijeljenja u LIPUS skupini s najviSom zabiljeZzenom vrijednosti 30. dan, dok
su vrijednosti BMP-7 u AK i kontrolnoj skupini imale dinamiku pada (Tablica 4).

SMAD proteini predstavljaju kljuéne unutarstanicne signalne molekule koje posreduju u
prijenosu signala izvana stanice, zapoCetog vezanjem liganada iz superobitelji
transformirajuceg Cimbenika rasta beta (TGF-B), ukljuCuju¢i sam TGF- i BMP-ove, na
njihove specificne transmembranske serin/treonin kinazne receptore. Ova slozena
signalna kaskada zapocinje fosforilacijom i aktivacijom receptorskin SMAD-ova. Ovi
aktivirani SMAD kompleksi premjestaju se u jezgru, gdje djeluju kao transkripcijski
Cimbenici, reguliraju¢i izrazaj ciljnih gena medudjelovanjem s DNK i drugim
transkripcijskim regulatorima [173]. Precizna regulacija SMAD signalizacije klju¢na je za
niz temeljnih bioloskih procesa, ukljuCujuci regulaciju diferencijaciju osteoblasta i
osteoklasta tijekom razvoja skeleta, osteogeneze i koStane homeostaze, Sto upucuje na
znacajnu povezanost izmedu SMAD signalizacije i pregradnje kosti. SMAD posreduje u
prijenosu signala u TGF- i BMP signalnom putu koji utjeCe i na funkcije osteoblasta i
osteoklasta, te predstavlja znacajnu ulogu u regulaciji pregradnje kostiju [174].

Imunohistokemijski rezultati naseg istrazivanja vezani za SMAD-1/5/8 su pokazali da je
na 7. dan zabiljezen znacCajno veci izrazaj SMAD-1/5/8 u AK skupini u usporedbi s LIPUS
i kontrolnom skupinom. Na 15. dan, AK skupina je pokazala znacajno veci izrazaj SMAD-
1/5/8 u odnosu na ostale dvije skupine. 30. dana, SMAD-1/5/8 je bio najizrazeniji u skupini
AK, znacajno se razlikujuci od LIPUS i kontrolne skupine (Tablica 4).
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6. ZAKLJUCCI

Prema rezultatima dobivenim ovim istrazivanjem mozemo zakljuciti sljedece:

1.

LIPUS i autologna kost su stimulirali osteogenezu i njihova primjena je dovela do
gotovo potpunog zatvaranja kriticno velikog defekta kalvarije Stakora.

Primjenom 3D metode - mikro-CT i 2D metode - koStana histomorfometrija utvrdeno
je da su najvece vrijednosti novostvorene kosti postignute u skupini autologne kosti,
zatim u LIPUS skupini, dok su najnize vrijednosti zabiljezene u kontrolnoj skupini.
Trend je pokazao porast obujma kosti tijekom vremena s najveéim vrijednostima
zabiljezenim 30. poslijeoperacijski dan te je uoCena statistiCki znaCajna razlika izmedu
30. dana u odnosu na dvije ranije vremenske tocke, 15.i 7. dan, u svim skupinama.
LIPUS je potaknuo povecani tkivni izrazaj upalnih ¢imbenika COX-2 i TNF-a. Kad
govorimo o COX-2, povecani izrazaj je bio zamije¢en u ranijim fazama osteogeneze
upucujuci na to da mehanicka stimulacija LIPUS-om potie upalu kao prvu fazu
cijeljenja kosti. TNF-a je bio povecéano izrazen u kasnijim fazama $to govori o njegovoj
ulozi u stimuliranju osteoklasta i koStane resorpcije u kasnijim fazama osteogeneze.
Autologna kost je takoder potaknula povecani izrazaj upalnih Cimbenika COX-2 i TNF-
a. Kad govorimo o COX-2, povecani izrazaj je bio zamije¢en u kasnijim fazama
osteogeneze za razliku od LIPUS skupine. Tkivni izrazaj TNF-a je bio povecan u
kasnijim fazama Sto korelira sa rezultatima LIPUS stimulacije i potvrduje ulogu
autologne kosti u poticanju osteoklastogeneze.

Skupina autologne kosti je 30. poslijeoperacijski dan pokazala najveci tkivni izrazaj
Osx Sto korelira s najvec¢im potencijalom stvaranja kosti a posljedino i najvecim
vrijednostima novostvorene kosti u istoj skupini.

LIPUS skupina je 30. dan cijeljenja pokazala najveci tkivni izrazaj BMP-2/4 i BMP-7
Sto upucuje na izrazitu osteoindukciju koja je dovela do zatvaranja defekta.

Skupina autologne kosti je 30. dan cijeljenja pokazala najveci tkivni izrazaj SMAD-
1/5/8 koji je pokazatelj unutarstani¢nog prijenosa osteoinduktivnog signala.

Ovo istrazivanje je pokazalo da pulsirajuci ultrazvuk niskog intenziteta predstavlja
84



perspektivnu alternativu autolognim kostanim presadcima u regeneraciji koStanih
defekata kosti koje osificiraju intramembranskom osifikacijom.

10.0va studija potvrduje regeneracijski potencijal pulsiraju¢eg ultrazvuka niskog
intenziteta te utvrduje perspektivu cijeljenja kosti neinvazivhom ultrazvuénom

metodom u dobroj klini¢koj praksi.
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POPIS POKRATA (abecedno)

°C — Celzijev stupanj

AK - autologna kost

ACS - apsorbirajuce kolagenske spuzve (engl. absorbing collagen sponges)

ALP - alkalna fosfataza

ATP — adenozin trifosfat

BMP — kosStani morfogenetski proteini (engl. bone morphogenetic proteins)

BV/TV - obujam kosti (engl. bone volume, BV/TV; %)

Ca?* - kalcijev ion

CO; - uglji¢ni dioksid

COX-2 — ciklooksigenaza-2

CSBD - kostani defekt kriticne veliCine (engl. critical-size bone defect)

dB — decibel

DC-STAMP - transmembranski protein specifican za dendritiCne stanice (engl.

dendritic cell-specific transmembrane protein)

DIx5 — Distal-less homeobox 5

DMP1 — dentinski matriksni protein 1

FDA — Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

HE — hematoksilin-eosin

IL-1i IL-6 — interleukin 116

Isata — prostorno - vremenski prosjek intenziteta (engl. spatial-average temporal-average
intensity)

Ispta— vr3ni vremenski-prosjecni intenzitet (engl. spatial-peak temporal-average intensity)
kHz — kiloherc

LIPUS — pulsirajuci ultrazvuk niskog intenziteta (engl. low-intensity pulsed ultrasound)
M-CSF - faktor koji stimulira kolonije makrofaga (engl. macrophage colony-stimulating
factor)

MHz — megaherc

mikro-CT — mikro raCunalna tomografija (engl. computed tomography)
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MITF — transkripcijski faktor povezan s mikrofalmijom (engl. microphthalmia-associated
transcription factor)

MMP-9 — matriks metaloproteinaza-9

MPa — megapaskal

MSC - mezenhimalne maticne stanice (engl. mesenchymal stem cells, MSC)

NFATc1 — nuklearni faktor aktiviranih T stanica 1 (engl. nuclear factor of activated T cells
7)

OPC - osteoprogenitorne stanice (engl. osteoprogenitor cells)

OPG - osteoprotegrin

Osx — osterix

PGE2 i E1 — prostaglandin E2 i 12

PTH — paratireoidni hormon

RANKL - receptor aktivator jezgrinog Cinitelja kB ligand (engl. receptor activator of
nuclear factor kB ligand)

RGD - arginilglicilaspartinska kiselina

ROI — podrucje interesa (engl. region of interest)

Runx2 — runt-srodni transkripcijski Cimbenik-2 (engl. runt-related transcription factor 2)
SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SOX-9 — transkripcijski faktor SOX-9 (engl. SRY-box transcription factor 9)

Tb.N - broj kostanih gredica (engl. trabecular number)

Tb.Th — debljina kostanih gredica (engl. trabecular thickness)

TGF-B1 — transformirajuci Cinitelj rasta tip B1 (engl. fransforming growth factor 31)
TNF-a — Cimbenik tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)

TRAP - tartrat-rezistentna kisela fosfataza

VEGF - vaskularni endotelni Cimbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
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